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RESUMO

Contexto: Apesar dos beneficios do uso do mesilato de imatinibe no
tratamento do GIST metastatico, observa-se que um numero consideravel de
pacientes (em torno de 75%) evoluem com progressao de doenga no curso do
tratamento, sendo o desenvolvimento de resisténcia a droga um problema cada
vez mais relevante na pratica clinica. Embora alguns preditores de resposta ao
mesilato de imatinibe tenham sido identificados, a busca por biomarcadores
mais validados tem sido a tbnica, pois possibilitara a otimizacao do tratamento
e a busca de novas ferramentas para superar a resisténcia a droga. objetivo: o
presente estudo busca investigar o papel de potenciais biomarcadores
(Expressao imuno-histoquimica de IGF-1R, PKC theta total e fosforilada e
RKIP; perda de heterozigose do gene KIT; status mutacional dos genes KIT,
PDGFRA e BRAF) como preditores de beneficio clinico ao mesilato de
imatinibe em portadores de GIST metastatico. Pacientes e métodos:
Analisamos retrospectivamente 76 portadores de GIST metastatico tratados
com imatinibe entre 2002 e 2007. Apds a exclusédo de 13 casos, a analise final
foi realizada com 63 pacientes. A expressdo imuno-histoquimica de IGF-1R,
PKCB (total e fosforilada) e RKIP e o status mutacional dos genes KIT,
PDGFRA e BRAF foram correlacionados com a resposta objetiva ao imatinibe,
sobrevida livre de progressado (SLP) e sobrevida global (SG). Resultados: O
seguimento mediano foi de 31,2 meses (IC 95%, 26,3-36,1). Houve associagéo
estatisticamente significante entre a expresséo de IGF-1R e a resposta objetiva
ao imatinibe (p=0,05), ou seja, maior expressao de IGF-1R se relacionou a
menor taxa de resposta objetiva ao imatinibe. Curiosamente, essa associagao
ocorreu apenas no grupo feminino (p=0,015) e ndo no masculino (p=0,5).
Porém, a expressao de IGF-1R ndo teve impacto na SLP nem na SG. Nao
houve correlagao entre a expressao das proteinas PKCBO (total e fosforilada) e
RKIP e os desfechos estudados. Portadores de GIST com mutagao no éxon 9
do gene KIT apresentaram pior SLP quando comparado aos outros tipos de
mutacgéo (p=0,027). A andlise da perda de heterozigose do gene KIT nao pdde
ser correlacionada com as medidas de desfecho. Nao foi identificada mutacao
no gene BRAF nos casos estudados Conclusdes: A expressdo imuno-
histoquimica de IGF-1R parece ser um biomarcador preditor de resposta ao
imatinibe em portadores de GIST metastatico, especialmente no sexo feminino.
A presenca da mutacdo no éxon 9 do gene KIT pode ser considerado fator
prognéstico e preditor de resposta ao imatinibe.

Palavras-chaves: Tumores do estroma gastrointestinal, metastase,
imatinibe, IGF-1R, resposta, predi¢ao



ABSTRACT

Background: Despite the benefits derived from the use of imatinib mesylate in
the treatment of metastatic GIST, it is observed that a considerable number of
patients (around 75%) will have disease progression during treatment.
Therefore, the development of drug resistance has become a relevant problem
in the clinical practice. Although some predictors of response to imatinib have
been identified, the recognition of more reliable markers is warranted, as will
enable treatment optimization and the search for new tools to overcome drug
resistance. Objective: The aim of this study is: to investigate the role of
potential biomarkers (IGF-1R, total PKCO, phosphorylated PKC8 and RKIP
imunohistochemical expression; Loss of heterozygosity of KIT gene; KiIT,
PDGFRA and BRAF genes mutational status) as predictors of clinical benefit to
imatinib treatment in metastatic GIST. Patients and methods: We
retrospectively reviewed 76 patients with metastatic GIST submitted to imatinib
treatment from 2002 to 2007. Over the course of the study, 13 patients initially
intended for the study were excluded from further analysis, resulting in a cohort
of 63 patients for the final study population. IGF-1R, total PKC8, phosphorylated
PKCB at Thr538 and RKIP immunohistochemical expression and KIT and
PDGFRA genes mutational status were correlated with objective response to
imatinib treatment, progression-free survival (PFS) and overall survival (OS).
Results: Median follow-up was 31.2 months (95% ClI, 26.3-36.1). There was a
statistically significant association between IGF-1R expression and the objective
response to imatinib treatment (p=0.05), i.e, higher IGF-1R expression was
related to lower objective response rate to imatinib therapy. Interestingly, this
association was true in females (p=0.015) but not in males (p=0.5). However
IGF-1R higher expression did not impact on PFS and OS. There was no
association between total PKCO, phosphorylated PKC8 and RKIP
imunohistochemical expression and the endpoints analyzed. Patients with KIT
Exon 9 mutation tumors had worse PFS than other mutation (p=0.027). Loss of
heterozygosity of KIT gene could not be correlated with the endpoints variables.
No BRAF mutations were found. Conclusion: IGF-1R immunohistochemical
expression seems to be a biomarker for prediction of response to imatinib
treatment in metastatic GIST, specially in the female group. KIT exon 9
mutation is a prognostic and predictive factor in GIST tumors.

Key words: Gastrointestinal stromal tumor, metastatic, imatinib mesylate,
IGF1R, response, prediction
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Introducdo

1.Introducao
1.1 GIST: Bases moleculares

O proto-oncogene KIT apresenta 21 éxons e codifica uma proteina
transmembrana de peso molecular de 145.000 kD (RUBIN, B. et al, 2001).
Essa proteina é estruturalmente dividida em trés regides: uma regido de
ligacdo extracelular, uma regiao transmembrana e uma regiao intracelular que
contém os dominios justamembrana e o de tirosina quinase (RUBIN, B. et al,
2001). O receptor KIT € um membro da familia dos receptores de tirosina
quinase da sub-classe lll que inclui dois outros membros, FLT3 e PDGFR. A
interagcéo do ligante (Fator de Crescimento de Células-Tronco - stem cell factor)
ao receptor KIT resulta em autofosforilagdo nas tirosinas localizadas na regiao
intracelular, seguida pela fosforilagado de proteinas comprometidas com varias
vias de sinalizacdo responsaveis pelos mecanismos de proliferagcao celular
(RUBIN, B. et al, 2001)( CORLESS, C.; FLETCHER, J.; HEINRICH, M., 2004).
A maioria dos GISTs apresenta mutagdo com ganho de fungdo no gene KIiT,
resultando em ativagéo constitutiva do receptor KIT (HIROTA, S. et al, 1998)
(RUBIN, B. et al, 2001)( CORLESS, C.; FLETCHER, J.; HEINRICH, M., 2004).
Esse receptor KIT continuamente ativado nao necessita da ligagao ao Fator de
Crescimento de Células-Tronco para dimerizagao e autofosforilagéo, logo, ha
um desequilibrio no ciclo celular, impedindo a apoptose e estimulando a
proliferagdo celular (RUBIN, B. et al, 2001)( CORLESS, C.; FLETCHER, J,;
HEINRICH, M., 2004). Figura 1.1 ilustra os mecanismos relacionados a via de

sinalizagao dos receptores KIT e PDGFRA no GIST.

Apesar da elevada frequéncia na qual a mutagdo oncogénica do gene KIT
€ encontrada nos GIST, uma porcentagem desses tumores apresenta o gene
KIT selvagem. Foi demonstrado que alguns tumores que n&o apresentam
mutacgéo no gene KIT, podem apresentar mutagdes no gene que codifica outro
receptor tirosina quinase, conhecido como PDGFRA (receptor alfa do fator de
crescimento derivado de plaqueta) (HEINRICH, M. et al, 2003) (CORLESS, C.
et al, 2005). A frequéncia de mutagdo em PDGFRA varia entre 5% e 7%
(CORLESS, C. et al, 2005). A sinalizagao celular consequente a ativagao da

via de PDGFRA ¢ indistinguivel daquela consequente a ativagdo da via KIT. E,



Introducdo

provavelmente, isso explica porque a ocorréncia de mutagdo nos dois genes
em GIST é mutuamente exclusiva (HEINRICH, M. et al, 2003). Ambos
receptores ativam as vias Ras/MAPK e PI3k/AKT, culminando na proliferagao e
aumento da sobrevida celular, como demonstrado na Figura 1.1 (RUBIN, B.;
HEINRICH, M.; CORLESS, C., 2007).

1.2 Tratamento do GIST na era pré-imatinibe

O conhecimento gerado nos ultimos anos acerca dos mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese do GIST (HIROTA, S. et al, 1998) foi
responsavel por sua identificagdo como entidade clinica distinta e pela
compreensao de seu comportamento biolégico. O melhor conhecimento sobre
sua historia natural permitiu observar que a cirurgia representa a Unica
modalidade terapéutica capaz de conferir cura, porém, utilizada isoladamente,
apresenta resultados desanimadores (DEMATTEO, R. et al, 2000)(VALADAO,
M. et al, 2009).

O acompanhamento de longo prazo de portadores de GIST de alto risco
submetidos a ressecgao cirurgica indica que a cirurgia isolada geralmente néo
€ capaz de proporcionar cura, pois 85% a 90% desses casos irdo evoluir de
maneira ndo favoravel (recidiva, metastase ou morte)(FLETCHER, C.D. et al,
2002)(LEHNERT, T., 1998). A presenca da recidiva é frequente, apesar da
ressecgcao cirurgica completa do tumor primario. Na experiéncia do MD
Anderson Cancer Center, somente 10% dos doentes estavam livres de doenca
apos longo acompanhamento (mais de 10 anos) (NG, E. et al, 1992). O padréao
inicial de recidiva envolve, predominantemente, o peritbnio e o figado. Na
casuistica do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, 40% dos doentes
submetidos a ressecg¢ao completa desenvolveram recidiva, tendo o peritonio
envolvido em 50% dos casos e o figado em 75%. A sobrevida mediana dos
portadores de recidiva foi de 15 meses (MUDAN, S. et al, 2000).

O resgate cirargico deve ser empregado sempre que seja constatada
doenca ressecavel (VALADAO, M.; LINHARES, E., 2009), porém,
praticamente todos esses doentes irdo desenvolver recidivas subsequentes

apesar da ressecgao macroscopica completa dessas lesées (MUDAN, S. et
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al, 2000). A recidiva peritoneal, geralmente, permite a ressec¢gdo completa
do tumor, porém a recorréncia hepatica usualmente se apresenta como

doenga difusa intra-hepatica, impedindo a abordagem cirurgica.

A identificagdo dos fatores progndsticos responsaveis pelos resultados
insatisfatorios da cirurgia isolada tornou-se, assim, assunto de fundamental
importancia (VALADAO, M. et al, 2006), pois essas informagbes podem
proporcionar a estratificagdo de grupos de pior progndstico (alto risco para
recidiva ou menor sobrevida), permitindo o reconhecimento desses pacientes e
a possibilidade de adogdo de novas opgbes terapéuticas (EISENBERG, B.;
JUDSON, |., 2004)(VALADAO, M. et al, 2006), otimizando os resultados da
cirurgia e aumentando as chances de cura para os portadores desta neoplasia.
Dos inumeros fatores progndésticos estudados na literatura, o tamanho tumoral
(avaliado em centimetros) e o indice mitético (avaliado pelo numero de mitoses
por 50 campos de grande aumento)(FLETCHER, C.D. et al, 2002) sao,
atualmente, os mais largamente utilizados na pratica clinica (LINHARES, E.;
VALADAO, M., 2006).

Quanto ao tratamento da doenga a distancia, a abordagem cirurgica
esta restrita a numero limitado de casos, haja vista que a grande maioria dos
pacientes com doenca metastatica apresenta disseminagao extensa,
impossibilitando a ressec¢édo tumoral. Diante desse fato, alguns tipos de
tratamento foram utilizados para controlar doenga metastatica, como
quimioterapia sistémica ou intraperitoneal e a quimioembolizacdo hepatica,
porém os resultados alcangcados se mostraram desanimadores devido a
baixa taxa de resposta (PIDHORECKY, I. et al, 2000).

1.3 Tratamento do GIST na era imatinibe
1.3.1 O papel do imatinibe
A descoberta de que o gene KIT tem papel importante na patogénese

do GIST (HIROTA, S. et al, 1998) foi fundamental para a evolugdo do

tratamento dessa neoplasia.

Esse novo conhecimento propiciou o desenvolvimento do STI571
(mesilato de imatinibe [Glivec®]; Novartis, Basel, Suica), revolucionando o

tratamento do céncer por ser a primeira terapia a agir especificamente na
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alteragcao molecular responsavel pela etiologia do cancer. O imatinibe € um

inibidor competitivo de determinadas tirosinas quinases como BCR-ABL, KIT e
PDGFRA (CARROLL, M. et al, 1997)(BUCHDUNGER, E. et al, 2000). A

molécula compete com o sitio de ligagdo do ATP ao receptor tirosina quinase

KIT ou PDGFRA e previne a fosforilagdo dos substratos da enzima, evitando a

sinalizagdo para o nucleo e possibilitando um aumento do estimulo pro-

apoptotico, reducao da proliferacdo e da sobrevida das células tumorais

(RUBIN, B.; HEINRICH, M.; CORLESS, C., 2007).

mecanismo de atuacado do mesilato de imatinibe.

Figura 1.2 ilustra o
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Figura 1.1- Vias de sinalizagédo dos receptores KIT e PDGFRA no GIST

(BRAGGIO, D., 2010)
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Figura 1.2- Mecanismo de ac¢do do imatinibe. (A) Ativagdo da sinalizagao
celular através da ligagdo do ATP ao sitio de ativagao dos receptores KIT ou
PDGFRA. (B) Inibigdo da via de sinalizagao celular por meio da competicao
do imatinibe ao sitio de ativagao dos receptores KIT ou PDGFRA (local onde
o ATP se ligaria) (BRAGGIO, D., 2010).

O conhecimento de mutagdes (com ganho de fungdo do gene KIT) na
génese e progressao do GIST suscitou os ensaios clinicos utilizando o
mesilato de imatinibe. Inicialmente utilizada no tratamento da leucemia
mieldide crénica com grande sucesso, o STI571 comegou a ser empregado
no tratamento dos GIST. O primeiro relato de tratamento do GIST com
STI571 foi em fevereiro de 2000 na Finlandia (JOENSUU, H. et al, 2001). A
paciente apresentava doenca disseminada na cavidade abdominal, tendo
insucesso com varias outras modalidades terapéuticas. O tumor expressava

a proteina KIT (imuno-histoquimica positiva para CD117) e continha
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mutacdo no éxon 11 do gene KIT. Em algumas semanas de tratamento,
houve resposta dramatica, mensurada por tomografia, PET-scan e bidpsias
seriadas do tumor. Histologicamente, o tumor foi substituido por
degeneragao mixdide e fibrose (JOENSUU, H. et al, 2001).

Os resultados encorajadores com o primeiro caso levaram a
implementacéo de estudos fase | e I, confirmando sua atividade (DEMETRI, G.
et al, 2002)(VAN OOSTEROM, A. et al, 2001). O estudo fase |, realizado pela
EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer) (VAN
OOSTEROM, A. et al, 2001), compreendendo 36 doentes, concluiu que a maior
dose tolerada de mesilato de imatinibe era de 400mg duas vezes ao dia, tendo
atividade significante nos doentes com GIST avang¢ado, além do que essa
terapia nado beneficiava portadores de outros tipos de sarcomas que nao
expressavam KIT. Baseado nesse estudo fase |, foi realizado um estudo
multicéntrico fase Il sobre a utilizagdo do mesilato de imatinibe para o
tratamento do GIST irressecavel ou metastatico (DEMETRI, G. et al, 2002). Tal
estudo randomizou 147 doentes para receber 400 ou 600mg/dia da droga.
Ocorreu toxicidade grau 3 ou 4 (hemorragia, dor abdominal, disturbio
eletrolitico) em 21,1% dos casos. O acompanhamento mediano foi de 288 dias,
a taxa de resposta parcial (diminuicdo de pelo menos 50% do tamanho da
lesdo) ocorreu em 53,7% e a estabilizagdo da doenga ocorreu em 27,9%.
Houve progressdo em 13% dos casos. O tempo médio de resposta objetiva foi
de 13 semanas e nao houve diferenga significante em toxicidade e resposta

entre o grupo que utilizou 400mg e o que utilizou 600mg.

Devido a eficacia desse tratamento constatada em estudos fase | e I,
foram realizados estudos fase Il comparando o uso do mesilato de imatinibe
em doses de 400 e 800mg/dia em portadores de GIST metastatico. O estudo
europeu multicéntrico (VERWELJ, J. et al, 2004) randomizou 946 doentes
(portadores de GIST metastatico) com a finalidade de comparar a sobrevida
livre de progressdo entre o grupo que utilizou 400mg/dia e 800mg/dia de
mesilato de imatinibe. Os resultados desse trabalho evidenciaram que a
resposta clinica foi semelhante entre os grupos e que a dose de 800mg/dia

promoveu significativo aumento na sobrevida livre de progresséo.
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1.3.2 Resisténcia ao imatinibe

Embora o mesilato de imatinibe seja efetivo para maioria dos pacientes
com GIST avangado, o desenvolvimento de resisténcia a droga tem se
tornado um problema crescente (HEINRICH, M. , 2006). A resisténcia pode
ocorrer de forma precoce (aparecimento antes de 180 dias de tratamento e
sem resposta objetiva inicial) ou tardia (aparecimento apés 180 dias de
tratamento e/ou progressdao apds resposta objetiva inicial). A taxa de
resisténcia precoce tem sido reportada entre 10% e 26% (DEBIEC-
RYCHTER, M. et al, 2004)(VERWELJ, J. et al, 2004)(BLANKE, C.D. et al,
2008). Porém, a grande maioria dos pacientes que inicialmente respondem
ao mesilato de imatinibe ira evoluir com progressao de doenga (HEINRICH,
M., 2006). Estudos clinicos fase II/lll demonstraram que a sobrevida livre de
progressdo (mediana) € em torno de 20 a 24 meses (VAN OOSTEROM, A.
et al, 2001)(DEMETRI, G. et al, 2002)(VERWEIJ, J. et al, 2004)(BLANKE,
C.D. et al, 2008).

1.3.3 Biomarcadores ja identificados: KIT e PDGFRA

Um biomarcador é definido como uma caracteristica especifica que é
passivel de mensuragao e indica um processo biolégico normal, patogénico ou
de resposta a alguma abordagem terapéutica (BIOMARKERS DEFINITIONS
WORKING GROUP, 2001). As informagbes fornecidas por marcadores
moleculares em oncologia somam-se os indices clinicos, laboratoriais, de
imagem e histolégicos e esses se relacionam com maior ou menor
agressividade tumoral, ou seja, se relacionam com o progndstico. Ja os
marcadores preditivos estdo ligados a resposta ao tratamento e, portanto,
guiam a decisao terapéutica. A identificacdo de biomarcadores preditores de
resposta € fundamental para que se possa ter uma pratica clinica embasada
nos mecanismos fisiopatolégicos relacionados a doenga em questao,
contribuindo para a otimizagao dos resultados.

No GIST, tem sido demonstrado que a resposta ao mesilato de
imatinibe é influenciada pelo tipo de mutacdo encontrada (CORLESS, C,;
FLETCHER, J.; HEINRICH, M., 2004). Um estudo multicéntrico fase Il

(HEINRICH, M. et al, 2003) avaliou a correlagao entre o tipo de mutacgéo e a



Introducdo

resposta clinica ao mesilato de imatinibe, alocando 127 portadores de GIST
metastatico tratados com 400mg ou 600mg ao dia. Nesse estudo, a
frequéncia da mutacédo do gene KIT foi de 88,2% (112 pacientes) e do gene
PDGFRA de 4,7% (6 pacientes). A taxa de resposta parcial foi
significativamente maior (83,5%) nos portadores de GIST com mutagdo no
éxon 11 do gene KIT quando comparada a dos tumores com mutagdo no
éxon 9 do gene KIT (47,8%, p=0,0006) ou com mutagdo no gene PDGFRA
(0,0%, p<0,0001). Utilizando-se mesilato de imatinibe, os portadores da
mutacdo no éxon 11 do gene KIT também tiveram maior sobrevida livre de
doenga e maior sobrevida global quando comparados aos pacientes com
outros tipos de mutagdo (p<0,004). Os investigadores também realizaram
teste de sensibilidade in vitro com linhagens celulares originadas de GIST
com diferentes tipos de mutacdes, sendo evidenciado que as mutagdes do
gene KIT (éxons 11,9, 13 e 17) e mutagbes do gene PDGFRA (éxon 12 e
alguns tipos de mutagao no éxon 18) conferiam sensibilidade ao mesilato de
imatinibe. Porém, a linhagem com mutagdo PDGFRA mais frequentemente
encontrada, no éxon 18 (D842V), se mostrou resistente ao mesilato de
imatinibe. Esses achados in vitro tiveram correlagdo com os achados
clinicos, uma vez que nenhum dos 3 pacientes com mutacdo PDGFRA
D842V apresentou resposta clinica (HEINRICH, M. et al, 2003).

Um segundo estudo (DEBIEC-RYCHTER, M. et al, 2004) incluiu 37
pacientes portadores de GIST alocados nos ensaios fase | e fase Il da
EORTC, com o objetivo de avaliar o papel do tipo de mutagdo na resposta
ao mesilato de imatinibe. Pacientes com mutagdo KIT éxon 11 obtiveram
maior chance de apresentar resposta parcial (83%) quando comparados aos
pacientes com mutacédo KIT éxon 9 (25%), KIT éxon 13 (0%), PDGFRA éxon
18 (0%) ou sem mutagao (33%). Pacientes com mutagdo em KIT cursaram
com maior sobrevida mediana e menor chance de progressao de doencga
durante o tratamento com mesilato de imatinibe quando comparados aos

portadores de mutagcdo em PDGFRA ou nos casos sem mutacao.

O estudo randomizado fase Ill do Grupo de Estudo de Sarcoma
(Sarcoma Group Study S0033) investigou a relagéo entre o tipo de mutagao

(KIT ou PDGFRA) e a resposta clinica ao mesilato de imatinibe, utilizando
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doses diaria de 400mg e 800mg em 746 pacientes (BLANKE, C.D. et al,
2008). Mutacédo KIT e PDGFRA foram encontradas em 86,4% e 1% dos
casos respectivamente. Pacientes com mutacido KIT éxon 11 demonstraram
resposta objetiva (67%) mais freqientemente que os portadores de mutagao
KIT éxon 9 (40%) e que os sem mutacao KIT (39%, p=0,0022). Nao houve
diferengca estatisticamente significante na taxa de resposta entre os
portadores de diferentes mecanismos de mutagdo KIT éxon 11 (mutagao
pontual versus delegaol/insergcdo). A analise multivariada nesse estudo
evidenciou que a mutacdo KIT éxon 11 foi o melhor preditor de resposta
objetiva, além de conferir maior sobrevida livre de doenga (576 dias) quando
comparada a mutagcdo KIT éxon 9 (308 dias) ou sem mutagdo (251 dias)
(p=0,0012). Ainda nesse estudo, a dose do mesilato de imatinibe nao teve
influéncia no grau de resposta objetiva nos GIST portadores de diferentes

tipos de mutacao.

Recentemente, o nosso grupo analisou a frequéncia de mutagdes no
gene KIT e em PDGFRA em um grupo de 55 portadores de GIST
ressecados cirurgicamente no INCA e em outros centros do Brasil. A
frequéncia encontrada foi de 74,5% para o gene KIT e 7,3% para o gene
PDGFRA (BRAGGIO, E. et al, 2010), semelhantes aquelas encontradas em
outros estudos (HEINRICH, M. et al, 2003)(DEBIEC-RYCHTER, M. et al,
2004)(HEINRICH, M., 2006). Nao foi demonstrada, no entanto, associacéo
entre a presenca de mutagao e a agressividade do tumor avaliada pelo risco
de apresentar metastase, utilizando a classificacdo descrita por Fletcher et al
(FLETCHER, C.D. et al, 2002). Entretanto, ndo € conhecido, no nosso meio,
o0 impacto do status de mutagdo dos genes KIT e PDGFRA como fator de

predicao de resposta terapéutica ao inibidor de tirosina quinase.

A resisténcia precoce esta mais comumente associada a presenca de
mutacdo KIT éxon 9, PDGFRA D842V e a auséncia de mutagao
KITIPDGFRA (GIST tipo selvagem)(HEINRICH, M. et al, 2003)(DEBIEC-
RYCHTER, M. et al, 2004). Nos casos do GIST com mutagédo KIT éxon 9 ou
no tipo selvagem (sem mutagao), a hipotese € que a resisténcia ao mesilato
de imatinibe ocorra devido a anormalidades moleculares intrinsecas

presentes no tumor antes do inicio da terapia (HEINRICH, M., 2006). Esses
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tumores apresentam menor dependéncia da sinalizagdo do receptor KIT
para proliferacdo celular e anulagdo da apoptose, adaptando-se mais
facilmente as condigdes de inibicdo do receptor KIT. Nos casos de GIST
com mutacdo envolvendo o cédon 842 de PDGFRA, a hipotese é que
apesar desses tumores dependerem da ativagdo do gene PDGFRA, essa
mutacao resulta em uma conformacao do receptor PDGFRA resistente ao
mesilato de imatinibe (CORLESS, C. et al, 2005), fato corroborado pela
evidéncia de desenvolvimento de resisténcia na presenca de mutagao
secundaria D842V (DEBIEC-RYCHTER, M. et al, 2005).

A resisténcia tardia € mais comumente associada a aquisicao de
mutagbes secundarias do gene KIT, principalmente nos GIST que
apresentam mutagdo primaria no éxon 11. Mutagdes secundarias também
ocorrem nos tumores com mutagao KIT éxon 9, porém em uma frequéncia
bem menor (DEBIEC-RYCHTER, M. et al, 2005). As mutagcdes secundarias
ocorrem em duas regides do gene KIT: o sitio de ligacdo ATP/mesilato de
imatinibe da proteina (éxons 13 e 14) e na alga de ativacdo do KIT (éxon
17). Essas mutacbdes impedem a ligacdo da droga ao receptor KIT, seja
alterando diretamente o sitio de ligagado ou estabilizando o receptor em sua
conformacgao ativada (o mesilato de imatinibe sé é capaz de se ligar ao

receptor KIT em sua conformacao inativada)(MOL, C. et al, 2004).

Amplificagdes do locus KIT tém sido descritas como evento infrequente
em GIST com resisténcia secundaria ao mesilato de imatinibe.
Teoricamente, quando essas amplificacdes sdo acompanhadas de super
expressao do KIT, resultariam em progressdo de doenga com dose padrao
de mesilato de imatinibe (ANTONESCU, C.R. et al, 2005)(DEBIEC-
RYCHTER, M. et al, 2005).

1.3.4 Potenciais biomarcadores

1.3.4.1 IGF-1R

Mecanismos moleculares de resisténcia independentes dos receptores
KIT incluem mutagdes ativadoras ou ativacao direta de receptores tirosina

quinase que utilizam a mesma via de sinalizacdo que o KIT (exemplos:

11
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PI3K/AKT), aumento do metabolismo do mesilato de imatinibe ou
desenvolvimento de resisténcia multi-drogas (GRAMZA, A.; CORLESS, C,;
HEINRICH, M., 2009). Em alguns casos, esses mecanismos podem estar
associados a delecdao do locus KIT elou perda da expressdao do KIT
(GRAMZA, A.; CORLESS, C.; HEINRICH, M., 2009).

Recentemente, outros mecanismos moleculares tém sido descritos no
GIST. A via de sinalizagao do receptor IGF-1R (Receptor tipo 1 do Fator de
Crescimento semelhante a insulina) tem tido crescente destaque como
mecanismo molecular no GIST, devido a sua importante funcao de controle
da proliferagao celular e da apoptose (PANTALEO, M. et al, 2010). IGF-1R é
um receptor tirosina quinase que se liga tanto a IGF1 e IGF2, formando o
complexo IGF (Insulin-like Growth Factor- Fator de Crescimento semelhante
a insulina). A ativagcdo do receptor IGF-1R por meio da formagdo do
complexo IGF (ligacdo de IGF1 e IGF2 ao receptor IGF-1R) desencadeia
uma cascata de sinalizacao intracelular por meio das vias PI3-K/AKT/mTOR
e RAF-IMEKMAPK, sendo responsavel por fungdes celulares importantes,
como proliferagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento de metastase
(SAMANI, A. et al, 2007). Figura 1.3 ilustra a via de sinalizagdo do receptor
IGF-1R.

A expressao do complexo IGF (Insulin-like Growth Factor) tem sido
reconhecida como marcador de pior prognéstico (BRACONI, C. et al, 2008) e
como possivel mecanismo relacionado a resisténcia ao mesilato de imatinibe
(BELINSKY, M.G. et al, 2008). Braconi et al (BRACONI, C. et al, 2008)
observaram que a expressdo aumentada de IGF1 e IGF2 se correlacionou
com sobrevida livre de doenga em 94 portadores de GIST, ou seja, os
tumores com expressdo aumentada desses marcadores apresentavam um
risco maior de recidiva. Estudos recentes tém sugerido que a via de
sinalizacdo intracelular dependente de IGF tem sido implicada na
patogénese de diversos tumores (MILLER, B.; YEE, D., 2005)(SAMANI, A.
et al, 2007), inclusive nos GIST (TRENT, J. et al, 2006)(TARN, C. et al,
2008). Além disso, existe um racional para se pensar que a expressao do
complexo IGF possa representar nao s6 um possivel preditor de resposta ao

mesilato de imatinibe, como também um potencial alvo terapéutico. Tarn et
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al (TARN, C. et al, 2008) evidenciaram que havia expressao aumentada do
receptor IGF-1R (Receptor tipo 1 do fator de crescimento semelhante a
insulina) nos GIST selvagem (Wild type) quando comparados aos GIST que
apresentavam mutagao no gene KIT ou PDGFRA. Esses achados poderiam
explicar o porqué dos GIST selvagens responderem pior ao mesilato de
imatinibe, ou seja, € possivel que esse subgrupo de tumores utilize outra via
de sinalizagao, independente de KIT, que assegure a sobrevivéncia da

célula tumoral.

IGF-1 IGF-2

=) o
— IRS1 |
/’r IRS2

N
@

IGF-1R

RAS-GDP

4EB-P1

Sintese protéica, crescimento celular, proliferagao, apoptose

Figura 1.3- Via de sinalizacdo de IGF-1R. Adaptado de Pantaleo et al
(PANTALEO, M. et al, 2010).

A hipdétese da existéncia de uma via alternativa €& reforgada pelo
achado de que, apés o tratamento com mesilato de imatinibe, ha inibicdo de
AKT nas células de GIST, porém a via MAPK continua ativa (TARN, C. et al,
2008). E possivel que a via IGF seja responsavel por esse mecanismo de

resisténcia ao mesilato de imatinibe. Os mesmos autores evidenciaram que
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0 uso do inibidor de IGF-1R (chamado NVP-AEWS541) reduziu a
autofosforilagdo estimulada por ligante de IGF-1R em linhagens celulares de
GIST (T1 e 882) sem afetar o nivel de fosfo-KIT, além de reduzir a

fosforilacdo de moléculas da cascata de sinalizacdo como AKT, MAPK e
GSKB (TARN, C. et al, 2008).

1.3.4.2 PKCH

Um outro marcador molecular, PKC8, tem sido apontado como possivel
alvo de drogas inibidoras de tirosina quinase (ZHU, M. et al, 2007) e
potencial marcador de resisténcia ao imatinibe. A proteina PKCB é uma nova
isoforma da familia PKC, a qual faz parte da familia das serina/treonina
quinases, cuja fungdo esta relacionada a regulagcdo de diversas atividades
celulares como proliferagdo, transcricdo e apoptose (SUN, Z. et al,
2000)(ALTMAN, A.; VILLALBA, M., 2003). PKCB atua na célula através da
ativacao das vias de sinalizagdo de Ras/MAPK e de PI3K/AKT (ALTMAN, A.;
VILLALBA, M., 2002) (Figura 1.4) e sua inibicdo resulta na parada do ciclo
celular independente de p53 em diferentes linhagens celulares, incluindo
células mesenquimais (DEEDS, L. et al, 2003). Sua modulagéo parece estar
relacionada a ativacado de PI3K e da fosfolipase C y mediada pela ativacao
de KIT e de PDGFRA (ALTMAN, A.; VILLALBA, M., 2003) (Figura 1.4).

A proteina PKCO tem sido reconhecida como possivel marcador
diagnostico em GIST. Duensing et al (DUENSING, A. et al, 2004), estudando
27 GIST e 40 tumores histologicamente semelhantes ao GIST, evidenciaram
forte expressao da proteina PKC6 na maioria dos GIST e a ndo expressao
nos outros tumores. Kim et al (KIM, K. et al, 2006) demonstraram expressao
de PKCB em 96% dos 220 casos de GIST analisados.
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Figura 1.4- Via de sinalizagao da proteina PKC8 ativada pelo receptor KIT
ou PDGFRA (BRAGGIO, D., 2010).

Além da importancia diagndstica, sua relevancia terapéutica tem sido
postulada com base no estudo de Zhu et al (ZHU, M. et al, 2007) que
evidenciaram, em linhagens celulares de GIST, a inibigdo da fosforilagao de
PKCO por mesilato de imatinibe e PKC412, um outro inibidor de tirosina
quinase. Esses mesmos autores postularam que a expressao e ativacao de
PKCB sao cruciais para sobrevida e proliferacdo das células tumorais de
GIST. A partir desses achados, fica clara a importancia de se estudar o
impacto clinico da expressao da proteina PKCB e, principalmente, da de
suas formas ativada e fosforilada como preditoras de resposta ao mesilato

de imatinibe.

1.3.4.3 RKIP

Outro potencial biomarcador, a proteina inibidora da Raf quinase
(RKIP) foi originalmente identificada como um inibidor endégeno da via
RAS/RAF/MEK/ERK, interferindo na fosforilacdo e ativagao da MEK através da
Raf-1 (YEUNG, K. et al, 1999). Ha evidéncias de que a RKIP exerce importante
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papel na regulagao da atividade e na mediagao das relagdes entre diversas
vias de sinalizagdo celular, incluindo diferenciagdo celular, ciclo celular,
apoptose e migragao celular (KLYSIK, J. et al, 2008) (Figura 1.5). Além disso,
a reducado da atividade da RKIP tem sido descrita em diversos tumores
(KLYSIK, J. et al, 2008), inclusive no GIST (MARTINHO, O. et al, 2009).
Martinho et al (MARTINHO, O. et al, 2009) evidenciaram que a perda da
expressao da RKIP estava associada a pior sobrevida cancer-especifica e a

necrose tumoral nos GISTs.

Figura 1.5- Vias de sinalizagao de PKC8 e RKIP (KOLCH, W., 2000).

1.3.4.4 Perda de Heterozigose (LOH)

A identificacdo da perda de heterozigose (LOH) tem sido reconhecida
como marcador de pior prognéstico (KIKUCHI, H. et al, 2007)(SCHURR, P.
et al, 2006) e como possivel mecanismo relacionado a resisténcia ao
mesilato de imatinibe (KIKUCHI, H. et al, 2006). Fukasawa et al
(FUKASAWA, T. et al, 2000) evidenciaram que a LOH em determinados
cromossomos estava relacionada a presenca de GIST de alto risco. Schurr
et al (SCHURR, P. et al, 2006) observaram que a LOH do cromossomo 17
foi fator prognéstico independente relacionado a sobrevida em portadores de
GIST. Kikuchi et al (KIKUCHI, H. et al, 2006) postularam que a LOH do gene

KIT poderia estar relacionada a resisténcia ao mesilato de imatinibe. Esses
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autores observaram, no caso de GIST gastrico submetido a neoadjuvéancia
com mesilato de imatinibe, que uma determinada area tumoral apresentava
elevada celularidade e Ki67 mais intenso, diferente do restante tumoral.Essa
area apresentava LOH no lécus do gene KIT enquanto que as areas
restantes ndo. Além disso, a metastase hepatica do mesmo caso (ressecada
metacronicamente) apresentava as mesmas caracteristicas da area de
tumor primario com maior celularidade, Ki67 mais intenso e presenca de
LOH no lécus do gene KIT. Esses achados sugerem que a LOH no lécus do
gene KIT pode ser responsavel pelo aumento do potencial metastatico além
de influenciar na resisténcia ao mesilato de imatinibe. Desta forma, o estudo
da presenga da LOH no lécus do gene KIT nos portadores de GIST
metastatico que serao submetidos ao tratamento com mesilato de imatinibe
podera ser esclarecedor em relacdo ao papel desse marcador como fator

prognéstico e preditor de resposta a medicacgao.

1.3.4.5 BRAF

O gene BRAF codifica uma proteina quinase da familia serina/treonina,
cuja funcao é o controle da proliferacéo e diferenciacédo celular mediada pela
via Ras-Raf-MAPK (SCHRECK, R.; RAPP, U., 2006). Esse gene esta
mutado em diferentes tipos de cancer, sendo mais frequentemente
encontrado no melanoma, carcinoma de tiredide e cancer colorretal com
instabilidade microssatélite (DAVIES,H.; BIGNELL,G.; COX, C., 2002). A
maioria das mutagbes ocorrem no éxon 15 (98%), especificamente a
substituicdo de aminoacidos V600E. O restante ocorre no éxon 11
(2%)(DAVIES,H.; BIGNELL,G.; COX, C., 2002). Recentemente, a mutacao
no gene BRAF tem sido descrita no subgrupo dos GIST selvagens para KIT
e PDGFRA (AGARAM, N. et al, 2008)(MARTINHO, O. et al,
2009)(HOSTEIN, I. et al, 2010), sendo implicada ndo sé como uma via de
sinalizagcdo alternativa na fase inicial da tumorigénese dessa populagao
especifica (AGAIMY, A. et al, 2009), como também possivel mecanismo de
resisténcia ao imatinibe (MIRANDA, C. et al, 2012). Miranda et al
(MIRANDA, C. et al, 2012) realizaram estudo experimental in vitro com

linhagens celulares de GISTs que continham mutagbes ativadoras em KIT
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ou PDGFRA concomitante a mutagcdes em KRAS ou BRAF, sendo
evidenciado que o imatinibe era capaz de desativar o receptor KIT mutado,

porém ndo desativava a sinalizacao intracelular disparada pelos efetores
RAS-RAF.

Além do seu potencial biolégico individual como biomarcadores no
GIST, pode haver interacdo entre as vias de sinalizagdo das moléculas
citadas (Figura 1.6), tornando racional seu estudo simultdneo no GIST como

potenciais biomarcadores preditores de resposta ao imatinibe.

1 GF-2

.I I. IGFR
LI |

IGF-
PIP2 I J
[mea] S — (?E'f IRS1 R
\ IRS2 > m:\j B
CrE=D @asam>

Figura 1.6- As multiplas interacbes entre as vias de sinalizagdo das moléculas
IGF-1R, PKCO, RKIP e BRAF no GIST. Adaptado de Pantaleo et al
(PANTALEO, M. et al, 2010) e Kolch (KOLCH, W., 2000).
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2. Justificativas

Diante do exposto na introdugdo, as justificativas para realizagdo do
presente estudo tem como base a necessidade da identificacdo de
biomarcadores preditores de resposta ao imatinibe mais precisos e validados
do que os ja utilizados na pratica clinica. Esse conhecimento contribuira para a
otimizagcao do tratamento dos portadores de GIST metastatico, uma vez que o
conhecimento antecipado a respeito da predicdo de resposta ao imatinibe
podera selecionar melhor os individuos para a utilizacdo de determinadas

opgoes terapéuticas.

Além de poupar os individuos n&o-respondedores de terapias
sabidamente ndo eficazes, estratégias de busca por biomarcadores, como a
explorada nessa tese, podem subsidiar a incorporagao de novas tecnologias,

no caso drogas de alto custo, de maneira mais racional nos sistemas de saude.
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3. Objetivos

3.1-Objetivo geral:

. Avaliar o papel de potenciais biomarcadores como preditores de

beneficio clinico ao mesilato de imatinibe em pacientes com GIST metastatico.

3.2-Objetivos especificos:

. Avaliar a associacao entre a expressao imuno-histoquimica de
IGF-1R, PKCB8 total, PKCBO fosforilada (residuo Thr538) e RKIP e a taxa de
resposta objetiva ao mesilato de imatinibe em pacientes com GIST

metastatico.

. Avaliar a correlagéo entre a perda de heterozigose do gene KIT
e das regides microssatélites nos cromossomos 1p, 14q, 22q e 17p e a taxa
de resposta objetiva ao mesilato de imatinibe em pacientes com GIST

metastatico.

. Avaliar a correlacéo entre a presenca de mutagcdes no gene BRAF
(éxons 11 e 15) e a taxa de resposta objetiva ao mesilato de imatinibe em

pacientes com GIST metastatico.

* Avaliar a associagao entre a expressao imuno-histoquimica de
IGF-1R, PKC 6 (total e fosforilada) e RKIP e a sobrevida livre de progressao
(SLP) e a sobrevida global (SG) em pacientes com GIST metastatico
tratados com mesilato de imatinibe.

* Avaliar a associagao entre a expressao imuno-histoquimica de
IGF-1R, PKC 0O (total e fosforilada) e RKIP e idade, género, sitio da
metastase e presenca de mutagédo nos genes KIT e PDGFRA.

. Correlacionar a presenga de mutagdes dos genes KIT, PDGFRA e
BRAF com a sobrevida global, sobrevida livre de progresséo e com a taxa de
resposta objetiva ao mesilato de imatinibe em portadores de GIST

metastaticos.
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4. Pacientes e Métodos
4.1 Desenho

Estudo retrospectivo, multicéntrico, que incluiu pacientes portadores de
GIST metastatico tratados com o mesilato de imatinibe. A avaliacdo de
resposta foi feita por meio de tomografia computadorizada ou ressonancia
magnética, utilizando-se os critérios RECIST (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors) (THERASSE, P. et al, 2000)(Tabela 4.1). A partir dos critérios
RECIST foram definidos dois grupos para efeito de analise: resposta
completa/parcial ou doenga estavel versus progressdo. Os biomarcadores
(expressao imuno-histoquimica de IGF-1R, PKC 8 total, fosfo-PKC 6 e RKIP
, perda de heterozigose do gene KIT, status mutacional dos genes KIT,
PDGFRA e BRAF) foram correlacionados com a taxa de resposta objetiva,
sobrevida livre de progressao e sobrevida global.

As analises moleculares foram realizadas nos blocos de parafina do tumor

primario de cada caso estudado.

Tabela 4.1- Critérios RECIST (THERASSE, P. et al, 2000)

Tipo de Resposta Definigao
Resposta Completa Desaparecimento da lesao
Resposta Parcial Redugéao tumoral > 30%

Auséncia de resposta ou

Doenca estavel ~
progressao

Progresséao Crescimento tumoral > 20%

4.2 Amostra-populagao

Foram incluidos 76 pacientes portadores de GIST metastaticos tratados

com mesilato de imatinibe em trés instituicdes brasileiras de tratamento de
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cancer: Instituto Nacional de Cancer-INCA, Hospital do Cancer de Barretos e
Faculdade de Medicina do ABC.

O INCA foi o centro coordenador do estudo. Os centros colaboradores
encaminharam ao INCA os blocos de parafina de cada caso para realizacao

das analises moleculares.
Critérios de inclusédo dos pacientes no estudo:

- Portadores de GIST metastatico tratados com mesilato de
imatinibe entre 2002 e 2007 e:

- Possuir bloco de parafina do tumor

Critérios de exclusao dos pacientes no estudo:

- Casos que nao possuissem bloco de parafina do tumor ou:
- Casos com informagdes incompletas a respeito do tratamento

empregado.

4.3 Variaveis clinico-patologicas:

Além das analises moleculares e do padrdao de resposta clinica ao
mesilato de imatinibe, foram consideradas para analise as seguintes variaveis
(Anexo | — ficha clinica utilizada para coleta de dados):

* |dade

* Sexo

* Localizagédo do tumor primario e do metastatico

* Tempo de tratamento com o mesilato de imatinibe

* Intervalo de tempo entre o tratamento da lesdo primaria e a
detecg¢ao da doenca metastatica.

* Dose utilizada do mesilato de imatinibe

* Tratamento utilizado na progressao de doenga

* Padrao de resposta ao mesilato de imatinibe.
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4.4 Extracido de DNA

O DNA foi extraido a partir de tecido incluido e fixado em parafina. O
procedimento consiste de multiplas etapas de desparafinizagdo com xilol,
seguido pela adicdo de etanol em gradacéo, para eliminar eventuais residuos
de xilol. A desparafinizagdo com xilol é seguida pela digestao pela proteinase K
(BioAmerica,Inc, Homested, FL, USA), utilizando o Wizard® Genomic DNA
purification (Promega, Madison, WI,USA). A proteinase K & responsavel pela
digestao protéica, além de inibir nucleases que podem degradar o DNA. Os
restos celulares sao precipitados por centrifugagcdo e o DNA, no sobrenadante
€ utilizado nas reagdes de PCR (direto ou diluido). A confirmagéo da extragéo
¢ feita por meio da aplicagdo de uma aliquota de 5 pL em gel de agarose 0.8%
em tampao de eletroforese (TBE 1X). Para avaliar a integridade e concentragéo
do DNA extraido, é aplicada uma aliquota de 1 puL no espectrofotometro ND-
1000 (NanoDrop Technologies Inc., Delaware, USA) . As amostras de DNA

sdo, entdo, conservadas a 4° C.

4.5 Analise mutacional
4.5.1 Analise de mutacdo em KIT e PDGFRA

A analise mutacional nos dois genes é realizada utilizando-se a

amplificagdo por PCR seguida pelo sequenciamento gendémico.

As andlises sdo iniciadas pelo éxon 11 no gene KIT, onde sao
encontradas mais de 70% das mutagdes descritas, seguida pelas analises dos
éxons 9, 17 e 13. Vale ressaltar que as mutagdes nos dois genes séo

mutuamente exclusivas.

Os éxons 9,11,13 e 17 do gene KIT sdo amplificados utilizando-se os
pares de iniciadores descritos na Tabela 4.2. Os pares de iniciadores sao
desenhados com base no gene KIT humano (GenBank accession no. U63834).
As condicbes de reacdo da PCR sao realizadas em um volume final de 50 l,
contendo 100ng de DNA, 1X PCR Buffer, 3 mM MgCl,, 0,25 mM dNTPs, 10 uM

primer e 1U Taq DNA polymerase (Invitrogen). As condi¢des de amplificagao
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consistem de um passo inicial de desnaturagdo de 2 minutos a 94°C, seguido
por 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 60
segundos, e uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR
sdo purificados usando o KIT de purificagdo GFX (GE Healthcare). Os produtos
sdo sequenciados no sequenciador automatico ABI PRISM TM 377 (Applied

Biosystems Foster City, Califérnia, USA).

Os tumores que sdo analisados para a mutacdo de PDGFRA sao aqueles
considerados KIT-WT (selvagem). Sdo analisadas as mutagdes nos éxons 18,
12 e 14 do gene PDGFRA, onde sédo encontradas as mutagbées com maior
frequéncia (DEBIEC-RYCHTER, M. et al, 2004). Os oligos utilizados na reagao
de sequenciamento estdo descritos na Tabela 4.2. As condi¢des de reacio da
PCR séo realizadas em um volume final de 50 ul, contendo 4uL da solucéo de
DNA, 1X PCR Buffer (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 1,5 mM MgClI; (Invitrogen,
Sao Paulo, Brazil), 0,25 mM dNTPs, 0.6uM de primers e 1U Tag DNA
polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil). As condigdes de amplificacéo
consistem de 40 ciclos de 94°C (desnaturacgao), seguido por 60°C (anelamento)
e 72°C (extensao) por 45 segundos cada para os éxons 12 e 18. As condi¢des
para o éxon 14 sdo de 45 ciclos a 94°C (desnaturagdo), seguido de 56°C

(anelamento) e 72°C (extensao) por 1 minuto cada.

Apds amplificagédo, os produtos de PCR sao purificados, utilizando-se o
sistema de colunas com filtros do KIT de purificacdo GFX (GE Healthcare).
Uma aliquota de 5 ul dos produtos de PCR purificados € aplicada em gel de
agarose 2% em tampao de eletroforese (TBE 1X) para confirmagdo da
purificagao.

Os produtos de PCR purificados sao preparados para o sequenciamento
gendmico, utilizando-se volume final de 7,5 pl (solugdo contendo iniciador, DNA
e agua mili-Q). O sequenciamento é realizado pelo sequenciador automatico
ABI PRISM TM 377 (Applied Biosystems Foster City, Califérnia, USA),
utilizando-se o0 método de Sanger (pelo método de Sanger, uma fita simples de
DNA que sera sequenciada é hibridizada com um primer de desoxinucleotideos
marcado na ponta 5" (cinco linha). Quatro misturas de reagédo sao preparadas
onde os primers utilizados serdo elongados por uma DNA polimerase. Cada

mistura contém os quatro desoxinucleosideos trifosfato normais mais um dos
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quatro didesoxinucleosideos trifosfato em uma razdo de aproximadamente
1/100. Uma vez que um didesoxinucleotideo ndo tem ponta 3'-OH, ndo é
possivel haver elongacgéo a partir do nucleotideo adicionado, parando a reagao.
Desta forma, cada mistura de reacdo produzira cadeias prematuramente
terminadas de acordo com toda ocorréncia de um didesoxinucleotideo
adicionado. Cada mistura é entdo separada em um gel de sequenciamento por
eletroforese para se detectar cada um dos nucleotideos presentes na
sequéncia de DNA lida. Esses sequenciadores analisam as moléculas através
do processo de eletroinjegcdo, que é chamado o curto periodo em que a
eletroforese ocorre no capilar imerso na amostra. As moléculas entram no
capilar em um fluxo constante, sempre do catodo em diregdo ao anodo.
Quando os fragmentos de DNA atingem a janela de detecgédo no capilar, um
laser excita os corantes fluorescentes. Quatro diferentes substancias ligadas
aos nucleotideos modificados sdo empregadas e, uma vez excitadas por um
feixe de laser, emitem luz em diferentes comprimentos de onda, ou seja,
emitem quatro cores diferentes. O software de sequenciamento interpreta os
resultados, titulando cada base em relacdo a intensidade do composto
fluorescente, denominando quatro cores especificas. O software para analise
do sequenciamento utiliza as mesmas quatro cores especificas para cada
base. Por convengéao, A (adenina) ficou como verde, C (citosina) como azul, T
(timina) como vermelho e G (guanina) como preto na visualizagdo do

eletroferograma).
4.5.2 Analise de mutacdo em BRAF

Foram analisados os éxons 11 e 15 do gene BRAF, sendo utilizados os
oligos descritos na Tabela 4.2. As condi¢gdes de amplificagdo consistem de um
passo inicial de desnaturagdo por 5 minutos a 95° C seguidos por 38 ciclos de
45 segundos a 95°C , seguido por 45 segundos a 58° C (para o éxon 11) e
60°C (para o éxon 15) (anelamento) e 72°C (extensao) por 45 segundos e um
ciclo de extensao final por 10 minutos a 72° C. O seqlienciamento seguiu os

passos descritos no item anterior (item 4.5.1).
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Tabela 4.2- Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagédo dos
genes KIT, PDGFRA e BRAF

Gene Alvos Sequéncia (5°-3’)
KIT Exon 9F TTCCTAGAGTAAGCCAGGGC
Exon 9R ACAGAGCCTAAACATCCCCT
Exon 11F CCAGAGTGCTCTAATGACTGAGAC
Exon 11R AGGTGACATGGAAAGCCCCTG
Exon 13F CTGCATGCGCTTTGACATCAG
Exon 13R CTAGCATTGCCAAAATCATATT
Exon 17F GTTTTCTTTTCTCCTCCAACCT
Exon 17R CCTTTGCAGGACTGTCAAGC
PDGFRA Exon 12F CTCTGGTGCACTGGGACTTT
Exon 12R AAAGGGAGTCTTGGGAGGTT
Exon 14F TGGTAGCTCAGCTGGACTGAT
Exon 14R GGGATGGAGAGTGGAGGATT
Exon 18F ACCATGGATCAGCCAGTCTTGC
Exon 18R GTCAGGACGTACACTGCCTTTCGA
BRAF Exon 11F AGGTTTTCTTTTTCTGTTTGGC
Exon 11R ACTTGTCACAATGTCACCACATTAC
Exon 15F TAATGCTTGCTCTGATAGGA
Exon 15R GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA

F: Senso ; R: Anti-senso

4.6 Analise da expressao de IGF-1R, PKC 6 (total e fosforilada) e RKIP
4.6.1. Construgcao do TMA

A expressao das proteinas acima descritas foi analisada por imuno-
histoquimica em blocos de “Tissue microarray” (TMA) a partir das secgoes
de tecido tumoral provenientes dos blocos de parafina. Foram identificadas e
demarcadas areas tumorais representativas de pelo menos um bloco de cada
caso incluido neste estudo, assim como de tumores selecionados como
controles positivos internos para as reagdes de imuno-histoquimica, pelo

patologista Dr. Sérgio Romano da Divisao de Patologia-INCA.

O bloco de TMA foi construido em colaboracdo com o Banco Nacional
de Tumores (BNT) do Instituto Nacional de Cancer. Os centros que dispunham
do método (Hospital do Cancer de Barretos) confeccionaram o bloco de TMA
dos seus proprios casos. Cilindros de tecido (cores) dos blocos de parafina

foram retirados com agulhas especiais de 1 mm de didmetro e inseridos, de
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forma ordenada, em um bloco receptor de resina sintética (Histosec®, Merck),
utilizando um equipamento manual (Beecher Instrumedics, Microarray
Technology).

Cortes de 4 um foram realizados a partir do bloco TMA, recolhidos com o
auxilio de filme aderente comercial (Instrumedics) e montados sobre Iaminas
comerciais com adesivo (Starfrost®, Instrumedics) e/ou carregadas
positivamente (Superfrost Plus®, Erviegas). O tecido foi fixado através da
exposi¢cao das laminas a luz ultravioleta por 15 minutos e o adesivo plastico
removido com solvente n&o clorinado (TPC®, Instrumedics). As laminas foram

apropriadamente identificadas e armazenadas a -20°C.
4.6.2. Imuno-histoquimica

As laminas do TMA foram submetidas a desparafinizagdo por xylol e
subsequente re-hidratagdo com lavagens seriadas com gradagao de etanol.
A recuperagado antigénica calor-induzida foi feita utilizando-se steamer e
tampéo citrato (pH: 6,0; 10mol/l) ou panela de pressdao ou banho-maria
(Tabela 4.3). Apos resfriamento, as laminas foram imersas em peroxido de
hidrogénio a 3% por 20 minutos para bloqueio da peroxidase enddgena. As
laminas foram incubadas com o anticorpo primario a 4°C por 12 horas. Os
anticorpos primarios utilizados estdo detalhados na Tabela 4.3. As laminas
foram incubadas com o pds-primario, seguido de uma incubagdo com o
polimero Novolink (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK).
Finalmente, as laminas foram lavadas em PBS e reveladas com substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB; DAKO, Carpinteria, CA, USA) por 5
minutos. Os controles positivos utilizados foram: carcinoma de prostata
(IGF-1R e RKIP) e linfonodo (PKC 6 total e fosforilada).
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Tabela 4.3- Especificacbes dos anticorpos primarios utilizados na imuno-

histoquimica.
Antigeno Clone Diluigcédo Fonte TRA Deteccéao
IGF-1R Policlonal 1:200 Cell Panela de Novolink polymer
Signaling,Beverly, Pressao (Novocastra
MA, USA Laboratories Ltd,
Newcastle, UK)
PKCB6 Total 27 1:200 BD Biosciences Steamer Novolink polymer
PharMingen, San (Novocastra
Diego, CA,USA Laboratories Ltd,
Newcastle, UK)
Fosfo-PKC6 19 1:200 - Cell Panela de Novolink polymer
Thr538 Signaling,Beverly, Pressio (Novocastra
( ) MA, USA Laboratories Ltd,
Newcastle, UK)
RKIP Policlonal 1:600 Upstate Banho-maria UltraVision Large
Biotechnology, Lake Volume Detection
Placid, NY, USA System Anti-

Polyvalent, HRP; Lab
Vision Corporation

TRA: Técnica de recuperagao antigénica

4.6.3. Analise da expressao imuno-histoquimica

A anadlise da expressao das proteinas foi feita utilizando-se tanto os

critérios de intensidade da marcagéao (a intensidade de marcagao foi divida em

quatro graus: 0, 1, 2 e 3, de acordo com os critérios da Tabela 4.4) como da

porcentagem de células marcadas (variava de 0% a 100%). A quantificacao

final da expressédo (score) foi determinada através da multiplicacdo da

porcentagem de células marcadas pela intensidade da marcagdo da proteina

analisada em cada tumor conforme validado na literatura (GUIMARAES, D.P.

et al, 2009). Toda a avaliagdo imuno-histoquimica foi realizada pelo mesmo

patologista (Dr. Sergio Romano) de modo cego. O valor final do score foi

utilizado como instrumento de correlagdao com os desfechos pesquisados.
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Tabela 4.4 — Critérios para classificacdo da intensidade de marcacdo das

células tumorais

Caracteristicas Graus de intensidade
Auséncia de expressao 0
>5% das células marcadas com 1

uma expressao fraca

>5% das células marcadas com 5
uma expressao moderada

>5% das células marcadas com 3
uma expressao forte

4.7 Andlise de perda de heterozigose do gene KIT e das regides

microssatélites nos cromossomos 1p, 14q, 22q e 17p.

As analises foram realizadas pela técnica de reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir do DNA extraido dos blocos de parafina. A
extragdo do DNA segue a mesma técnica descrita no item 4.4. Foram
utilizadas amostras pareadas de cada caso (tecido tumoral e tecido normal)
para analise da perda de heterozigose. Cada bloco de parafina foi dissecado
para separagao do tecido tumoral do tecido normal adjacente. A partir dessa
separacgao, foi extraido o DNA para amplificagéo por PCR. As regides de KIT
e de microssatélites amplificadas por PCR estao listados a seguir:

* Gene KIT (HK8810)

* Cromossomo 1p (D1S209)

* Cromossomo 14q (D14S281, D14S254)
* Cromossomo 22q (D22S275, D22S280)

* Cromossomo 17p (D17S520, D17S796,D17S804)
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Esses marcadores de microssatélite foram escolhidos com base na sua
frequéncia e nos resultados prévios de literatura (FUKASAWA, T. et al,
2000; SCHURR, P. et al, 2006). As sequéncias dos iniciadores para
amplificar essas regides foram selecionadas através do banco de dados

UniSTS (www.ncbi.nim.nih.gov).

As condicbes de reacao da PCR foram realizadas em um volume final
de 50ul, contendo 200ng de DNA, 1X PCR Buffer, 3mM MgCl, 0,25 mM
dNTPs, 0,2uM primer e 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen). Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Perda
de heterozigose é definida quando a banda correspondente ao alelo
selvagem do DNA do tecido normal for perdida no DNA do tecido tumoral e
bandas extras no tecido tumoral em relagdo ao tecido normal foram
definidas como instabilidade de microssatélite. Uma segunda analise foi feita
pelo bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) de acordo com as instrugdes do fornecedor. A analise dos fragmentos
obtidos foi realizada pelo Agilent 2700 expert software (Agilent
Technologies, CA, USA), e a superposicdo dos eletroferogramas foi usada

para avaliar as diferencas entre os tecidos tumorais e nao tumorais.

4.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS
versao 18.0 (SPSS Inc., Chicago,IL). Resposta objetiva ao mesilato de
imatinibe foi utilizada como desfecho primario do estudo. A sobrevida global
(definida como o tempo entre a data do inicio do tratamento e a data do 6bito) e
a sobrevida livre de progressado (definida como o tempo entre o inicio da
utilizacdo do mesilato de imatinibe e a confirmagdo da progressédo) foram
estimadas pelo método de Kaplan-Meier e as curvas de sobrevida comparadas
pelo teste de Log-rank. A analise univariada foi feita com o intuito de avaliar a
correlagao entre as variaveis idade, género, sitio do tumor primario, expressao
imuno-histoquimica, status mutacional (genes KIT,PDGFRA e BAF) e sobrevida
livre de progressao (SLP). Além disso, investigamos a correlagdo entre as

variaveis descritas acima e a sobrevida global (SG) e o tipo de resposta ao
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mesilato de imatinibe de acordo com os critérios RECIST (THERASSE, P. et al,
2000). Para fins de analise estatistica, a expressao imuno-histoquimica foi
avaliada como variavel continua, utilizando-se o numero absoluto do score final
(produto da multiplicagao entre a intensidade da expresséo e a porcentagem de
células marcadas) de cada amostra e variavel dicotdmica, sendo dicotomizado
o score de duas formas: acima versus abaixo da mediana do score de
expressao (a mediana do score de expresséao foi usado como ponto de corte) e
expressdo positiva versus negativa para cada marcador. Além disso, a
expressao imuno-histoquimica foi avaliada como um painel dos 4 marcadores
estudados (IGF-1R, PKC 6 total e fosforilada e RKIP), sendo realizada a
correlagcdo entre o painel de expressdao (expressdao de todos os 4
marcadores, expressdo de apenas 1 marcador, expressao de 2 marcadores,
expressdo de 3 marcadores, auséncia de expressao dos marcadores ) e a
resposta objetiva. Para avaliar a correlagédo entre variaveis foram utilizados os
seguintes testes estatisticos: Test T (variavel categorica versus numérica), Qui-
quadrado ou ANOVA (variavel categorica versus categérica) e coeficiente R de
Spearman (variavel numérica versus numérica). Um valor de p igual ou inferior

a 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.9. Consideracgoes éticas

O estudo em questdo foi submetido & analise do Comité de Etica em
Pesquisa do INCA, tendo sido aprovado (Protocolo 111/07), inclusive as
emendas solicitadas e o relatério anual (Anexo Il, Anexo Ill e Anexo IV). Fica
garantida a manutengcdo do sigilo das informagdes médicas e respeito a

privacidade dos pacientes.
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5.1. Dados demograficos e clinicopatoldgicos

Foram incluidos inicialmente no estudo 76 pacientes, sendo excluidos 13
casos (7 casos devido a informagdes clinicas incompletas e 6 casos devido a
ma qualidade do DNA extraido associada a indisponibilidade de tecido
suficiente para realizagdo dos testes imuno-histoquimicos). Apds a excluséo
dos casos acima citados, foi possivel a analise dos marcadores imuno-
histoquimicos em uma amostra final de 63 casos, estudo do status mutacional
(KIT, PDGFRA e BRAF) em 60 casos e analise da perda de heterozigose
(LOH) em 25 casos apenas.

A média de idade da amostra estudada foi de 56 anos (desvio padrao =
11,6 anos), além de discreta predominancia do sexo masculino (52,4%). O
estbmago foi o sitio primario mais frequente (41,3%) e o figado foi o sitio

metastatico mais encontrado (49,2%) . (Tabela 5.1).

5.2. Mutagdes nos genes KIT, PDGFRA e BRAF

A analise da presenca de mutagdo nos genes acima citados foi possivel
em apenas 60 casos (ndo foi possivel a analise em 3 casos devido a ma
qualidade do DNA extraido). Quanto a mutagéo do gene KIT, houve predominio
no éxon 11 (73,3%), seguido do éxon 9 (8,3%). A Fig. 5.1 apresenta um
cromatograma exemplificando um caso (caso 36) apresentando mutagdo no
éxon 11 do gene KIT. O local mais frequente de mutagdo do gene PDGFRA foi
no éxon 18 (5%). Quatro casos (6,6%) ndo apresentavam mutagdes nos genes
KIT nem PDGFRA (selvagens). Nao foi identificada mutacdo no gene BRAF. A
Tabela 5.1 resume os dados acima apresentados. Em anexo, o quadro

descritivo das mutagdes encontradas (Anexo V).
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Tabela 5.1- Caracteristicas clinicopatolégicas e moleculares

Caracteristicas n
Média de idade (desvio padréo),anos 56(x11.6)
Género
Masculino 33(52.4%)
Feminino 30(47,6%)
Sitio do tumor primario
Estdmago 26(41.3%)
Intestino Delgado 23(36.5%)
Outro 14(22.2%)
Sitio da metastase
Figado 31(49.2%)
Peritdneo 20(31.7%)
Figado e peritbneo 12(19.1%)
Mutacao
KIT Exon 11 44(73.3%)
KIT Exon 9 5(8.3%)
KIT Exon 17 2(3.3%)
KIT Exon 13 0(0%)
PDGFRA Exon 18 3(5.0%)
PDGFRA Exon 14 1(1.6%)
PDGFRA Exon 12 1(1.6%)
Selvagem 4(6.6%)
BRAF Exon 11 0(0%)
BRAF Exon 15 0(0%)
Expressao IGF-1R
Positiva 48(82.8%)
Negativa 10(17.2%)
Expressao PKCB Total
Positiva 51(92.7%)
Negativa 4(7.3%)
Expresséo PKCBH fosforilada
Positiva 25(42.4%)
Negativa 34(57.6%)
Expressao RKIP
Positiva 47(85.5%)
Negativa 8(14.5%)

5.3. Expressédo imuno-histoquimica de IGF-1R, PKC 6 (total e fosforilada) e
RKIP e correlagdo com os dados clinico-demograficos e mutagdes

A expressao imuno-histoquimica de IGF-1R, PKC 06 total, PKC 6
fosforilada e RKIP foi positiva em 82,8%, 92,7%, 42,4% e 85,5% dos casos,
respectivamente (Tabela 5.1). A Fig. 5.2 ilustra a expresséo forte das proteinas
citadas. Todos o0s marcadores apresentaram padrdo de expressao

citoplasmatica.
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92 (Foward) - KIT exon 11 Fragment base #150. Base
& A G G T G T T G A G G
ARG GT T 66 T T G AG G

Selvagem

A

Fig. 5.1- Cromatograma evidenciando mutag¢ao no éxon 11 do

gene KIT / V559D de um caso representativo (caso 36).

A mediana do score de expressdao de IGF-1R, PKC 6 total, PKC 6
fosforilada e RKIP foi de 100, 200, 80 e 200, respectivamente. Nao houve
correlagdo entre a expresséo de IGF-1R, PKC 6 (total e fosforilada), RKIP e
idade, sitio da metastase ou presengca de mutagdo nos genes KIT e
PDGFRA (a expressdao das proteinas citadas ocorreu independente do
status mutacional dos genes pesquisados). Apenas a expressao de IGF-1R
se correlacionou com género, ou seja, a presenga de expressao de IGF-1R
foi mais frequente no sexo masculino (93,8% versus 69,2%, p= 0,014). Além
disso, a média do score de expressao de IGF-1R foi maior no grupo
masculino quando comparado ao feminino, porém estatisticamente nao
significante (147 versus 130, p=0,475). Em anexo, o quadro descritivo

referente ao perfil de express&o imuno-histoquimica (Anexo VI).

5.4. Correlagao entre expressao imuno-histoquimica e resposta ao imatinibe

Houve correlagéo estatisticamente significante entre a expressao de
IGF-1R e o tipo de resposta ao imatinibe (p=0,05), ou seja, a maior
expressdo de IGF-1R se relacionou a menor taxa de resposta objetiva ao
imatinibe. Essa correlagéo sé ocorreu no grupo feminino (p=0.015) e néo no

grupo masculino (p=0.5). Nado houve correlagdo entre a expressdo das
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demais proteinas (PKC 6 total, PKC 6 fosforilada e RKIP) e a taxa de
resposta objetiva ao imatinibe, apresentando valor de p de 0,13, 0,48 e 0,30,
respectivamente (Tabela 5.2).

Nao houve correlagdo entre a expressdo dos marcadores (IGF-1R,
PKC 0 total e fosforilada e RKIP) na forma de painel com o tipo de resposta

objetiva ao imatinibe (Tabela 5.3).

-g U’I
"-31

Fig 5.2- Expressdao imuno-histoquimica (expressao forte) das proteinas
estudadas. A: IGF-1R, B: RKIP, C: PKC 8 total e D:PKC 6 fosforilada

5.5. Perda de heterozigose do gene KIT e das regides microssatélites nos

cromossomos 1p, 14q, 22q e 17p.

Dos casos incluidos no estudo, apenas 25 foram elegiveis para analise da
perda de heterozigose, pois é necessario o tecido normal além do tumoral para
analise proposta. Foi evidenciada perda de heterozigose do gene KIT
(HK8810) em apenas 1 caso dentre os 25 analisados. A Fig. 5.3 ilustra o caso
em que foi identificada a perda de heterozigose do gene KIT. Nao foi possivel
a analise das demais regides microssatélites situadas nos cromossomos 1p,

14q, 22q e 17p, pois nao foi possivel a amplificagcdo dessas regides por
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motivos técnicos. Nao foi feita a correlagdo da perda de heterozigose do

gene KIT com os desfechos estudados por conta da reduzida amostra.

Tecido normal Tecido Tumoral

[FU] aN  [FU] 4

60 l 50

N ulmmmJL Jbﬂ.J

|ILLIL
"0 300 400 1500 (bp]

TTT
£ 00 20 30 40 Vst [bp]

Legenda: FU: Fluorescéncia; bp: Pares de base;8N:caso 8 tecido normal;8P:caso 8 tumor primario.

Fig. 5.3- Eletroferograma evidenciando a perda de heterozigose do gene
KIT (Marcador HK 8810) (analise pelo bioanalizador Agilent 2100).

5.6. Desfechos clinicos

O seguimento mediano foi de 31,2 meses (IC 95%, 26,3-36,1) e a
estimativa da mediana da sobrevida livre de progressdo (SLP) foi de 34
meses (IC 95%, 22,2-45,8). Nao houve correlagdo entre as variaveis idade,
género, sitio do tumor (primario e metastatico) e a sobrevida livre de
progressao (SLP) e sobrevida global (SG). Além disso, a analise univariada
nao evidenciou associacao entre a expressao de IGF-1R, PKC 0 total, PKC
0 fosforilada, RKIP e a SLP e a SG (Tabela 5.2). Da mesma forma, nao
houve correlacdao entre a expressao imuno-histoquimica dos marcadores
estudados na forma de um painel com a SLP e a SG. Por outro lado, foi
evidenciada associagdo entre mutagcdo do gene KIT e SLP. De fato, os
portadores de tumores com mutagdes localizadas no éxon 9 do gene KIT
apresentaram pior SLP quando comparada as outras mutagdes (p=0,027),
porém sem impacto na SG (p=0,074). A Fig. 5.4 apresenta a curva de
sobrevida livre de progressao relacionada a presenca da mutagdo no éxon 9
do gene KIT.
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Tabela 5.2- Associacdo entre a expressao de IGF-1R, PKCO (total e
fosforilada), RKIP e Sobrevida Livre de Progressao (SLP), Sobrevida Global

(SG) e Resposta Objetiva a terapia com imatinibe.

Variavel SLP* SG* Resposta Objetiva™
(P valor) (P valor) (P valor)
Expressdo IGF-1R 0.63 0.39 0.05
Expressédo PKCO Total 0.49 0.40 0.13
Expresséo PKCH Fosforilado 0.89 0.60 0.48
Expressdo RKIP 0.22 0.73 0.30

* Teste Log-Rank ** Teste Qui-Quadrado, SLP: Sobrevida livre de progressao, SG:

Sobrevida global.

Tabela 5.3- Associacdo entre a expressao dos 4 marcadores (IGF-1R, PKCO

total, PKCB fosforilada e RKIP) em forma de painel e a Resposta Objetiva a

terapia com imatinibe

Painel de marcadores

Resposta Objetiva*

(P valor)

Expresséo de apenas 1 1.00
marcador

Expresséo de apenas 2 1.00
marcadores

Expresséo de apenas 3 1.00
marcadores

Expresséo de todos os 4 1.00

marcadores

*Teste Exato de Fisher
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Fig. 5.4- Estimativa da curva de Sobrevida (Kaplan-Meier) relacionando o local

da mutagdo no gene KIT e a Sobrevida Livre de Progressao (SLP).
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O racional para a investigagédo do papel da expressédo imuno-histoquimica
de IGF-1R, PKCB (total e fosforilada) e RKIP como biomarcadores de predigéo
de resposta ao imatinibe em portadores de GIST metastatico esta baseado nos
seguintes pontos: as trés moléculas estdo envolvidas na via de sinalizagéo da
MAPK, cuja via tem sido apontada como importante mecanismo molecular
relacionado a patogénese, resisténcia ao imatinibe e a progressédo tumoral no
GIST (TARN, C. et al, 2008)(GRAMZA, A.; CORLESS, C.; HEINRICH, M.,
2009). Além disso, essas moléculas tem sido reconhecidas como marcadores
prognésticos (BRACONI, C. et al, 2008)(MARTINHO, O. et al, 2009) e
potenciais alvos terapéuticos no GIST (DUENSING, A. et al, 2004)(OU, W. et
al, 2008)(TARN, C. et al, 2008)(GRAMZA, A.; CORLESS, C.; HEINRICH, M.,
2009), porém ainda nao haviam sido investigadas seu papel como preditoras
de resposta ao imatinibe. Os argumentos acima citados combinado com a
necessidade de identificacdo de biomarcadores preditores de resposta ao
imatinibe mais acurados, tornam essa investigacdo um passo promissor no
sentido da otimizacao terapéutica dos portadores de GIST metastatico.

Os resultados encontrados estdo em concordéncia com os da literatura no
que tange a distribuicdo da amostra em relagéo a idade, ao género, ao sitio do
tumor primario e das metastases, além do perfil de frequéncia de mutacdes nos
genes KIT e PDGFRA (RUBIN, B.; HEINRICH, M.; CORLESS, C.,
2007)(BLANKE, C.D. et al, 2008)(BRAGGIO, E. et al, 2010). O estudo da
mutagédo no gene BRAF teve como racional publicagbes prévias (AGARAM, N.
et al, 2008)(MARTINHO, O. et al, 2009) (HOSTEIN, I. et al, 2010) que
demonstraram a presenga de mutagdes ativadoras desse gene no grupo de
GIST selvagens. Esses autores identificaram uma frequéncia que variava entre
4% a 13% de mutagdes no gene BRAF em GIST selvagens. No presente
estudo, nao foi identificada mutagéo nesse gene, provavelmente pelo reduzido
numero de casos de GIST selvagem (apenas 4 (6,6%) casos). A presenga da
mutacdo do gene BRAF no GIST poderia manter ativada a via MAPK,
independente da expressdo da proteina RKIP (também investigada nesse
estudo), fato que poderia trazer conclusbes equivocadas se fosse

desconhecido o status mutacional do gene BRAF nesse cenario. Dessa forma,
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a pesquisa da mutagdo do gene BRAF foi importante no sentido de evitar
conclusdes equivocadas a respeito do papel da expressao da proteina RKIP no
GIST.

Nao houve associagéo entre a expressdo dos marcadores (IGF-1R, PKC6O
total, PKC6 fosforilada e RKIP) e as variaveis idade, sitio da metastase e status
de mutagéo nos genes KIT e PDGFRA. Em relagado ao género, a presenga de
expressado de IGF-1R foi mais frequente no sexo masculino (93,8% versus
69,2%, p= 0,014), porém nao ha dados na literatura para comparar esses
achados e ndo ha explicacdo conhecida para essa diferengca. Da mesma
forma em que evidenciamos média de score de expressdo maior no sexo
masculino, embora sem significancia estatistica. Estudos prévios evidenciaram
que PKCO e RKIP estdo expressas em GIST, independente do status
mutacional dos genes KIT e PDGFRA (DUENSING, A. et al, 2004)
(MARTINHO, O. et al, 2009), fato corroborado por nosso resultado. Em relagéo
a expressao de IGF-1R, ha dados conflitantes na literatura, uma vez que Tarn
et al (TARN, C. et al, 2008) demonstraram maior expressao de IGF-1R em
GIST selvagem quando comparado aos GISTs mutados e, por outro lado,
Braconi et al (BRACONI, C. et al, 2008), detectaram expressao de IGF-1R em
todos os casos, independente do status mutacional. Vale ressaltar que a
casuistica do estudo de Braconi et al (BRACONI, C. et al, 2008) foi maior do
que a de Tarn et al (TARN, C. et al, 2008), fato que pode ter influenciado no
resultado. Os achados dos dois estudos citados associada a presente
observagao indica que tanto o GIST mutado quanto selvagem possam estar
submetidos aos mesmos estimulos oncogénicos, embora dirigidos por
diferentes mecanismos.

Em relacao a expressao de PKC 8 total, nossos achados corroboram os
dados da literatura no tange a alta frequéncia de expressdo em GIST KIT
positivo (DUENSING, A. et al, 2004)(OU, W. et al, 2008). Porém, a frequéncia
de expressao de PKC 0 fosforilada foi ,curiosamente, inferior que o relatado
na literatura (DUENSING, A. et al, 2004)(OU, W. et al, 2008). Duesing et al
(DUENSING, A. et al, 2004) analisaram 20 casos de GIST e evidenciaram
expressdo de PKC 6 fosforilada (residuo Th538) em todos os casos,
utilizando imunoblot. Ou et al (OU, W. et al, 2008) analisaram a fosforilagao de
PKC 8 por imunoblot (PKC 6 fosforilada residuo Th538) em 3 linhagens de
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GIST KiIT-positivo (GIST882, GIST48, GIST430), demonstrando forte
expressao de PKC 0 fosforilada (residuo Th538) nas 3 linhagens estudadas.
No presente estudo, apenas 42,4% dos casos apresentavam expressao
positiva de PKC 6 fosforilada. E possivel que essa discrepancia possa estar
relacionada a diferenca de métodos utilizados pois Duesing et al
(DUENSING, A. et al, 2004) e Ou et al (OU, W. et al, 2008) utilizaram imunoblot
para deteccdo da expressdo enquanto que nos utilizamos a imuno-
histoquimica, além do possivel viés relacionado ao numero de casos estudados
(Duesing et al estudaram apenas 20 casos). E possivel que esses dados
possam ter contribuido para a diferenga nos resultados.

Quanto a expressao de RKIP, nossos achados sao semelhantes aos
encontrados na literatura (MARTINHO, O. et al, 2009) no que se refere a alta
frequéncia de expressao em GIST.

Houve correlagéo estatisticamente significante entre a expressao de
IGF-1R e o tipo de resposta ao imatinibe (p=0,05), ou seja, a maior
expressdo de IGF-1R se relacionou a menor taxa de resposta objetiva ao
imatinibe. Nao houve correlacdo entre a expressao das demais proteinas
(PKC 0 total, PKC 6 fosforilada e RKIP) e a taxa de resposta objetiva ao
imatinibe. Esse achado sugere que a expressao de IGF-1R pode representar
uma das vias de sinalizacao no GIST, tendo papel ativo na proliferacao
celular nos GISTs, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia ao
imatinibe e para a progressdo tumoral. A relagcdo entre o aumento da
expressdo de IGF-1R e a redugao da resposta ao imatinibe torna Idgico o
racional de que o IGF-1R representaria uma via de sinalizacao diferente de
KIT. Dessa forma, a inibicdo de KIT pelo imatinibe nao seria suficiente para
controlar a proliferagdo tumoral uma vez que IGF-1R estivesse expresso,
contribuindo, assim, para redugao na taxa de resposta objetiva.

Curiosamente, apos a estratificagdo por género, a correlagao entre a
expressdo de IGF-1R e a resposta objetiva ao imatinibe ocorreu apenas no
grupo feminino (p=0,015). Esse achado nunca havia sido relatado na
literatura. Diante desse fato, podemos especular que possivelmente a
expressdo de IGF-1R tenha um papel biolégico mais importante em
mulheres do que em homens portadores de GIST. Nesse sentido, existem

algumas evidéncias indiretas na literatura que reforgam essa especulagao:
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IGF-1R tem sido implicado na regulagédo da esteroidogénese (MANNA, P. et
al, 2006); além disso, em células de cancer de mama hormdnio-dependente,
IGF-1R e IRS-1 (substrato 1 do receptor de insulina) sdo co-expressos com
o ER alpha (receptor de estrogénio alfa) e os sistemas IGF1 e ER
(receptores estrogénicos) apresentam uma interconexao funcional estrita (a
ativacdo do ER alpha regula positivamente a expressédo de IRS-1, IGF-1R e
IGF1, resultando na amplificacdo da resposta de IGF1) (SURMACZ, E,;
BARTUCCI, M., 2004). Com base nesse achado, podemos especular que
essa seria uma explicagao plausivel para o fato de que pacientes do sexo
feminino portadoras de GIST metastatico tratadas com imatinibe apresentam
melhor sobrevida quando comparado ao grupo masculino, como evidenciado
no estudo MetaGIST (VANGLABBEKE, M. et al, 2010). Ou seja, as
caracteristicas da expressao de IGF-1R no sexo feminino (menor frequéncia de
expressdo de IGF-1R associada a menor média de score de expressao)
poderia isoladamente explicar o melhor resultado do grupo feminino
evidenciado no estudo MetaGIST (VANGLABBEKE, M. et al, 2010). Essa
hipétese necessita confirmacgao por meio de estudos com maior casuistica.

Nossa andlise utilizando a expressdo imuno-histoquimica dos 4
marcadores (IGF-1R, PKC 0 total e fosforilada e RKIP) na forma de um painel
de expressao (expressao de todos os 4 marcadores, expressdo de apenas 1
marcador, expressdo de 2 marcadores, expressdo de 3 marcadores,
auséncia de expressao dos marcadores ) ndo evidenciou correlagdo com o
tipo de resposta e nem com os desfechos clinicos estudados. O estudo dos
marcadores no formato de painel tem um racional interessante, uma vez
que as 3 moléculas estudadas participam da mesma via de sinalizagao
(MAPK). Dessa forma, nossa hipotese seria de que a presenga de um
numero diferente (um, dois, trés, todos ou nenhum) de marcadores
expressos poderia traduzir o grau de ativagdo dessa via no GIST e,
teoricamente, propiciar maior resisténcia ao imatinibe. N&o obtivemos
correlagcdo desse painel com os desfechos clinicos, provavelmente devido
ao numero reduzido da amostra estudada, diminuindo o poder estatistico.

A analise dos resultados referente a pesquisa da perda de heterozigose
do gene KIT (HK8810) ficou prejudicada pela baixa frequéncia do achado

(apenas 1 caso apresentava perda de heterozigose dentre os 25 estudados-
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frequéncia de 4%), o que impossibilitou qualquer analise estatistica. Kikuchi et
al (KIKUCHI, H. et al, 2007) analisaram a perda de heterozigose do gene KIT
(HK8810) em 12 casos de GIST metastaticos, encontrando perda de
heterozigose em 7 casos (58,3%). A disparidade dos achados poderia ser
explicada por diversos aspectos: o numero reduzido de casos e desenho dos 2
estudos poderiam influenciar o resultado (viés de sele¢do), além do fato de
poder haver diferengas genéticas entre as populagbes estudadas (japonesa
versus brasileira). Como n&o ha outras publicagdes na literatura a esse
respeito, as explicagdes acima sdo meramente especulativas. Quanto ao
estudo das demais regides microssatélites situadas nos cromossomos 1p,
14q, 229 e 17p, nao foi possivel a amplificacdo dessas regides. Apesar de
termos utilizado as mesmas condi¢cdes para realizacdo dos experimentos que
as publicagbes prévias (FUKASAWA, T. et al, 2000)(SCHURR, P. et al,
2006), nao logramos éxito na amplificacdo dessas regides. E possivel que a
ma condicado do DNA extraido para essa analise tenha contribuido para nao
amplificagao.

Nao houve correlagdo entre as variaveis idade, género, sitio do tumor
(primario e metastatico) e a sobrevida livre de progresséo (SLP) e sobrevida
global (SG). Além disso, a analise univariada ndo evidenciou associagéo
entre a expresséo de IGF-1R, PKC 0 (total e fosforilada), RKIP e a SLP e a
SG. Apesar do achado da expressao de IGF-1R ter se correlacionado com a
resposta objetiva ao imatinibe, nd&o houve impacto na sobrevida livre de
progressdo (SLP) nem na sobrevida global (SG). Alguns aspectos podem
ser considerados para elucidacao desses achados. Primeiro, o tamanho da
amostra (apenas 63 casos) e o tipo de desenho do estudo (estudo
retrospectivo) podem ter influenciado no sentido de adicionar viéses.
Segundo, a estimativa da mediana da sobrevida livre de progresséo (SLP)
do presente estudo foi de 34 meses (IC 95%, 22,2-45,8), maior do que os 24
meses descritos em publicagdes prévias (VERWEIJ, J. et al, 2004 )(BLANKE,
C.D. et al, 2008). Essa maior SLP pode ser explicada pela natureza
retrospectiva do estudo e pela participacdo de 3 diferentes centros de cancer
com diferentes rotinas de seguimento radioldgico desses pacientes. E possivel
que, em alguns casos, o diagnostico de progressao de doenga poderia ter sido

identificado mais precocemente se o seguimento radioldgico tivesse sido feito
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em um intervalo de tempo mais curto. Outro aspecto a ser levado em
consideragao diz respeito aos critérios radiolégicos utilizados para definir
progressao de doenga, uma vez que foram utilizados os critérios RECIST
(THERASSE, P. et al, 2000) e nao os critérios de Choi (CHOI, H. et al, 2007),
pois, sO recentemente, os critérios de Choi se tornaram o padrao-ouro para
avaliar resposta em GIST (nossos casos foram tratados entre 2002 e 2007 e,
apenas as informacdes relativas aos critérios RECIST estavam disponiveis). E
sabido que os critérios de Choi apresentam maior acuracia na deteccao de
progressao de doenga quando comparado aos critérios RECIST (BENJAMIN,
R.S. et al, 2007) , fato que pode ter contribuido para que néo fosse detectado o
impacto da expressao de IGF-1R na SLP dessa amostra.

Por outro lado, foi evidenciada associagao entre mutagao do gene KIT
e SLP. De fato, os portadores de tumores com mutagdes localizadas no
éxon 9 do gene KIT apresentaram pior SLP quando comparada as outras
mutagdes (p=0,027), porém sem impacto na SG (p=0,074). Esses dados
corroboram os achados do estudo MetaGIST (VANGLABBEKE, M. et al,
2010), confirmando o papel do status mutacional do gene KIT como fator
prognostico no GIST. Além disso, no estudo MetaGIST (VANGLABBEKE, M. et
al, 2010), entre os portadores de tumores com mutagao no éxon 9 do gene KIT,
somente aqueles que foram tratados com dose maior de imatinibe (800 mg/dia)
apresentaram maior SLP quando comparado aos que receberam dose padrao
de imatinibe (400 mg/dia). Nossos pacientes foram tratados com a dose padréo
de imatinibe (400 mg/dia) como terapia de primeira linha.

Vale ressaltar que o presente estudo é o primeiro a analisar o papel da
expressao imuno-histoquimica de IGF-1R, PKCB (total e fosforilada) e RKIP e o
papel da perda de heterozigose do gene KIT como biomarcadores de predi¢céao
de resposta ao imatinibe em portadores de GIST metastatico e que apesar dos
viéses inerentes ao estudo, nossos resultados podem ser vistos como uma
contribuicdo, na medida que suscita alguns questionamentos e especulagdes
que poderao influenciar ndao sé no entendimento a respeito da predicdo de
resposta ao imatinibe, como também no tratamento dos portadores de GIST
metastatico no futuro. Fica claro que as hipéteses suscitadas merecem estudos
adicionais com maior poder estatistico (desenho prospectivo, casuistica maior)

a fim de confirma-las de forma inequivoca.
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- A expressdo imuno-histoquimica de IGF-1R parece ser um biomarcador
preditor de resposta ao imatinibe em portadores de GIST metastaticos do sexo

feminino.

- A presenga da mutagcdo no éxon 9 do gene KIT foi considerada fator
progndéstico em portadores de GIST metastaticos tratados com imatinibe, tendo

impacto adverso na sobrevida livre de progresséo.

- N&o houve associacdo entre a expressao imuno-histoquimica de PKC6
total, PKCO fosforilada (residuo Thr538) e RKIP e os desfechos estudados
(taxa de resposta objetiva ao imatinibe, sobrevida global e sobrevida livre de

progressao).

- N&o houve associacao entre a expressao imuno-histoquimica de PKC6
total, PKCO fosforilada (residuo Thr538) e RKIP e as variaveis estudadas
(género, idade, sitio da metastase, presenca de mutagdo nos genes KIT e
PDGFRA).

- Os resultados referentes a perda de heterozigose do gene KIT na presente

amostra ndo permitiram avaliagao do seu papel como biomarcador preditor de

resposta ao imatinibe no GIST metastatico.

- A auséncia de mutagao no gene BRAF na presente amostra impediu a

analise de associagao com os desfechos estudados.
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Apesar do presente estudo ter um carater mais gerador de hipoteses do
que conclusivo (em parte por conta das caracteristicas do préprio estudo), o
mesmo traz uma contribuigdo significativa, ao propor que a expressao de IGF-
1R possa ser um biomarcador preditor de resposta ao imatnibe e que essa
proteina possa ter um papel, até entdo n&o investigado na literatura, em
portadores de GIST do sexo feminino. Deve ficar claro, contudo, que esse
trabalho representa o primeiro passo na investigagdo dessa hipdtese. A sua
confirmacdo e validacdo pode contribuir para o tratamento do GIST
metastatico, subsidiando a adogéo de novas estratégias terapéuticas (utilizagao
de drogas-alvo em tumores que apresentam expressao do biomarcador,
combinagao de agentes visando bloquear todas as vias de sinalizagao, além da
selecdo mais acurada dos pacientes que terao beneficio com a adocido de
tratamentos mais agressivos como a cirurgia, dentre outras), otimizando os
resultados do tratamento desses pacientes.

Dessa forma, a perspectiva a partir do presente estudo se concentra na
investigacdo adicional do real papel das moléculas estudadas, mais
especificamente a expressao de IGF-1R, como biomarcadores preditores de
resposta ao imatinibe em GIST metastatico. Esse esclarecimento s6 sera
possivel através de estudos prospectivos com alocagcdo de uma série
consideravel de casos, a fim de reduzir possiveis viéses e permitir poder

estatistico suficiente para responder a questao suscitada por nos.
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ANEXO I[- Ficha clinica utilizada para coleta de dados

GIST INICIAIS:

PACIENTE:

1. IDENTIFICACAO

Matricula ‘ ‘ | ‘ | ‘ | |

Data de Nascimento‘ I I ‘ I
DOD/MMAA)

T
Sexo DFeminino D Masculino

Centro de Origem Data de inclusaol ‘ | ‘ | | I
(DDVMM/AA)

2. APRESENTACAO CLINICA INICIAL

Sitio D Estémago D Delgado D Outro—»

Especificar
Metastase \:l NR I:’ Nao \:l Sim

Sitio da metastase
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INICIAIS:
GIST PACIENTE:

3. TRATAMENTO CIRURGICO

Cirurgia D NR |:| Nao D Sim

Data L] ]

(DD/MM/AA)

Tipo de cirurgia

Tipo de resseccao D RO D R1 \:I R2 I:I Irressecavel

Rotura tumoral durante a cirurgia D NR |:| Nao D Sim
Metastase no momento da cirurgia D NR D Nao D Sim

Sitio da metastase

Ressecgao da mestastase I:I NR D Nao D Sim
Invasao de 6rgaos adjacentes D NR |:| Nao D Sim

N¢ de linfonodos ressecados Ne de linfonodos positivos |

EVOLUGAO POS CIRURGIA

Data da recidiva ‘ | ‘ ‘ ‘ | |

(DD/MM/AA)
Local da recidiva D Locorregional D A distancia——» -
especificar
Tratamento da recidiva D NR D Nao D Sim——p
especificar
Cirurgia de resgate D NR D Nao I:, Sim—p ’ | ‘ | |
(DD/MM/AA)

Resseccao Completa DNR |:| Nao D Sim
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INICIAIS:
GIST PACIENTE:
4. TRATAMENTO COM IMATINIBE
Indicacao D Doenca inicialmente metastatica D Recidiva a distancia

D Doenca localmente avancada D Outra —»

Data de inicio ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Dose Imalinibe| 4' mg/dia

(DD/MM/AA)

Interrupcao DNR I:lNéo |:|Sim—>‘ | | | | | |

(DDYMMAA)

Motivo da interrupgao

Reinicio DNR DNéo DSim —’l | | | | | |

(DD/IMMAA)

RESPOSTA AO IMATINIBE

Primeiro exame de avaliagao de resposta D TC D RNM D PET D NR

Data do exame | | ‘ I ‘ ‘ ‘

(DD/MM/AA)
Resposta l:' Resposta completa |:| Doenga estavel I:I NR
|:| Resposta parcial |:| Progressao de doenca

Segundo exame de avaliagao de resposta |:| TC D RNM |:| PET D NR

Data do exame | | I I I I I

(DD/MMWAA)
Resposta |:| Resposta completa |:| Doencga estavel D NR
D Resposta parcial D Progressao de doenca
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INICIAIS: L]

PACIENTE:

Aumento da dose D NR |:| Nao |:|Sim T | | | (wllm! | |
22 linha com Sunitinibe |:| NR l:l Nao I:ISim Tb | | | mlMM! | |
Cir:ggiﬁn gﬁnrigzgate I:l NR |:| Nao |:| Sim —>m | | | (DD,JWMJ | |

Status da cirurgia |:| Completa |:| Incompleta

ANALISE DE INFORNAQTNO EM PESQUISA — INCA/MS
Versdo 1.0 — |7 de abril de 2008
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INICIAIS:
GIST PACIENTE:
5. PROGRESSAO POS IMATINIBE
T [Jwo [Jom
. TRATAMENTO
DATA SITIO
(DOARIAR) Sim |[Nao Especificar

6. SEGUIMENTO

Obito

[Ine [ Ineo [ Jsm—» L

D NR D Nao DSim —>

Obito por causa

(DDYMM/AA)

Ultima consulta (Preencher somente se o paciente estiver vivo)

‘ | ‘ | ‘ | | I:‘ Sem doencga D Com doenca

(DD/MM/AA)
‘ | ‘(DD:‘ML-‘AA)’ | | I:] Sem doenca D Com doenca
‘ | ‘(oo‘«ml«m‘ | | D Sem doenga D Com doenca
OBSERVAGOES:
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INICIAIS:
GIST PACIENTE:

ANEXO. PATOLOGIA (No caso de mais de um bloco, usar outra folha)

N2 do Bloco | | | | I | I |

Data da coleta | ‘ | ‘ ‘ | ‘
(DD/MMAA)

Procedimento |:|Cirurgia I:‘ Biopsia
Sitio I:' Primario |:| Recidiva D Metéastase

Sitio

Subtipo histologico D Fusiforme |:| Epitelivide D Misto
indice mitotico ‘ /50 CGA Tamanho do tumor cm
IHQ KIT D Negativo D Positivo — - %

Padrao D Dot I:‘ Citoplasmatico D Dot e Citoplasmatico
Marcadores Nao Realizado Positivo Negativo
Vimentina

Desmina
CD34
S100
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ANEXO Il — Carta de aprovagao do projeto no Comité de ética em
Pesquisa do INCA.

Memo 003/07-CEP-INCA Rio de Janeiro, de 11 de janciro de 2008

A(0): Dr(a). Marcus Vinicius M. Valaddo da Silva
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n* 111/07 (Este n®. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: “Anilise da hipermetilagio da E-caderina como preditor de beneficio clinico ao
mesilato de imatinibe ¢ de comportamento biolégico em portadores de GIST metastitico™

Prezado Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer apds re-andlise
aprovou o Protocolo intitulado: Andlise da hipermetilagio da E-caderina como
preditor de beneficio clinico a0 mesilato de imatinibe ¢ de comportamento biologico
em portadores de GIST metastitico, em 07 de janeiro de 2008.

Ressaltamos que conforme descrito na folha de rosto (item 49), o pesquisador
responsivel deverd apresentar relatorios semestrais a respeito do seu protocolo que
estilo previstos para as seguintes datas: julho/2008 e janeiro/2009.

Estamos encaminhando a documentagiio pertinente para a CONEP com vistas a
registro ¢ arquivamento.

Atenciosamente

Apeea

Dra. Adriana Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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ANEXO IIl — Cartas de aprovagao das emendas apresentadas

P FINCA

g —
5 INSTITUTO MACIORAL DE CANCER

-, COMCTE BF £TO0L EX PATIISA

A(0): Dr. Marcus Vinicius M. Valaddo Rio de Janeiro, 21 de julho de 2008.
Pesquisador Principal

Registro CEP n° 111/07 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Estudo: Analise da hipermetilagio da E-caderina como preditor de beneficio clinico ao
mesilato de imatinibe e de comportamento biolégico em portadores de GIST metastatico

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer analisou

e aprovou a Emenda n° 1, relacionada ao estudo acima, em sua reunido de 14 de julho de

2008.

Atenciosamente,

Dra. Adriana Scheliga

Coordenadora do Comité de Etica-em Pesquisa
: CEP-INCA
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o] 008 D it INSTITETO MACIONAL BT CANCER
A(o): Dr. Marcus Vinicius M. Valadao Rio de Janeiro, 6 de fevereiro de 2009.
Pesquisador Principal

Registro CEP n* 111/07 (Este n®. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estda)
Titulo do Estudo: Andlise da hipemmilacﬂo da E~caderina como preditor de beneficio clinico a0
ilato de imatinibe ¢ de 0 bioldgico em portadores de GIST metastitico

Ly

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céincer analisou
¢ aprovou a Emenda n® 2, relacionada ao estudo acima, em sua reuniiio de 26 de janeiro
de 2009.

Atenciosamente,

4—' & 7
Ve a (//(
Dra, Adriana Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA

Anexos
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ANEXO IV- Carta de aprovacao relatério anual

i (INCA

NSTRT0 AR 0E Chvizd

A(0): Dr(a). Marcus Vinicius M, Valadéo Rio de Janeiro, 1° de margo de 2010,
Pesquisador Principal

Registro CEP n® 111407 (Este n° deve ser citado nas correspendincias referentes a este estudo)
Titulo do estudo: Andlise da hipermetilagho da E<caderina como preditor de beneficio clinico ao
mesilato de imatinibe ¢ de comportamento bioldgico em p ! de GIST metastitico

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer
analisou ¢ aprovou o Relatério anual datado de 3/2/10, relacionado ao estudo acima, em

sua reunido de 22 de fevereiro de 2010,

Atenciosamente,

hv/a) —
Jwcze
Dra, Adriana Scheliga
Coordesadora do Comitd de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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ANEXO V- Perfil mutacional (genes KIT e PDGFRA) da amostra estudada

Status mutacional

Paciente (genes KIT e PDGFRA) Tipo da mutagao
1 Mutacgéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
2 Mutacgéo gene KIT éxon 11 Q556_L576del
4 Mutacao gene KIT éxon 11 K558_ES561delinsEK
5 Mutacgéo gene KIT éxon 11 V559 V560del
8 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
9 Selvagem Selvagem
10 Mutacgéo gene KIT éxon 11 K550_W557del
11 Mutacao gene KIT éxon 11 L576P
12 NA NA
13 Mutacgao gene KIT éxon 9 G499D
14 Mutag¢do gene PDGFRA éxon 18 Delecgao intrénica (intron 17/18)
17 Selvagem Selvagem
18 Mutacao gene KIT éxon 11 Q556_1571del
19 Mutagéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
20 NA NA
21 Mutacgéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
22 Mutagéo gene KIT éxon 11 Q556 _T574del
23 Selvagem Selvagem
24 Mutagéo gene PDGFRA éxon 18 R817C
26 Mutacgéo gene KIT éxon 11 Q556 _K558del
29 Mutacéo gene KIT éxon 11 R586K
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Status mutacional

Paciente (genes KIT e PDGFRA) Tipo da mutagao
31 Mutag¢do gene PDGFRA éxon 12 R554K
33 Mutacéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
35 Mutag¢do gene PDGFRA éxon 14 E644K
36 Mutacgéo gene KIT éxon 11 V559D
37 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
38 Mutacao gene KIT éxon 11 P547_ES550del
40 NA NA
41 Mutacgéo gene KIT éxon 11 K558 V560del
43 Mutagéo gene KIT éxon 17 1817V
44 Mutacao gene KIT éxon 11 Y569_L576del
45 Mutagéo gene KIT éxon 11 Duplicagédo codons 574 e 575(YD)
47 Mutacgao gene KIT éxon 9 K509l
48 Mutacao gene KIT éxon 11 Q556_K558del
50 Mutacao gene KIT éxon 11 W&557_K558del
51 Mutacao gene KIT éxon 11 L576P
52 Mutagéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
53 Mutacao gene KIT éxon 11 Q556_K558del
54 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
55 Mutagao gene KIT éxon 11 Q575R
57 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
58 Mutagdo gene PDGFRA éxon 18 C814Y
59 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
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Status mutacional

Paciente (genes KIT e PDGFRA) Tipo da mutagao
60 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
62 Mutacéo gene KIT éxon 11 P585T
63 Mutacao gene KIT éxon 11 K558_V559delinsN
64 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_K558del
65 Mutacgéo gene KIT éxon 9 A502_Y503dup
66 Mutacgéo gene KIT éxon 17 D820Y
67 Mutacgao gene KIT éxon 9 A502_Y503dup
68 Mutacao gene KIT éxon 11 K550_W&557delinslL
69 Selvagem Selvagem
70 Mutacgéo gene KIT éxon 11 Y553_K558del
71 Mutacao gene KIT éxon 11 K558delinsNP
73 Mutagéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
74 Mutagéo gene KIT éxon 11 W557 _V559delinsC
75 Mutacao gene KIT éxon 11 Q556_E561delinsP
76 Mutacgéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
78 Mutacgao gene KIT éxon 11 W557_K558del
79 Mutacgao gene KIT éxon 9 A502_Y503dup
80 Mutacao gene KIT éxon 11 W557_V559delinsC
81 Mutacao gene KIT éxon 11 D579N
82 Mutacgéo gene KIT éxon 11 W557_K558del
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ANEXO VI- Perfil imuno-histoquimico (expresséo de IGF-1R, PKCB8 total, PKCH
fosforilada e RKIP) da amostra estudada

.| Surede | Epesio | OB | gy | SWECE .| Surede
pacre | EE i | FICTe g FPC bl s
fotal Fosforilada
1 Néo NA NA NA NA NA NA
2 Sim 70 Sim 200 Sim 0 Sim 300
4 Néo Nao Nao Nao
) Nao Sim 2 Nao Sim 200
8 Sim 100 Sim 200 Nao Sim 200
9 Sim 100 Nao Nao Sim 200
10 Sim 200 Sim 300 Néo Sim 10
1 Sim 100 Sim 300 Nao Sim 300
12 Sim 120 Sim 300 Nao Sim 20
13 Sim 200 Sim 300 Sim 70 Sim 200
14 Nao Néo Néo Néo
17 Sim S0 Sim 40 Sim 30 Sim 20
18 Sim 200 Sim 100 Néo Sim 80
19 Sim 100 Sim 200 Nao Sim pLl|]
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« | Scorede . Score de
i | 00 | s | e | Mk | RS | Mk | g | R
IGF1R GFIR Total PKC Theta Theta PKC Theta RKIP RKIP
fotal Fosforilada

20 Sim 200 Sim 300 Sim 10 Sim 70
2 Sim 70 Sim 200 Nao Sim 40
2 NA NA NA NA NA NA NA NA
pAl Sim 200 Sim 80 Nao Sim 2
e Sim 80 Sim 200 Sim 140 Sim 40
2% Sim 30 Sim 300 Sim 100 Sim 100
P NA NA NA NA Nao NA NA
3 Sim 100 Sim 160 Néo Néo
B Sim S0 Sim 200 Sim 30 NA NA
% Ndo Sim 200 Sim 140 Sim 100
3 Sim 100 Sim 100 Sim 10 Sim 100
k1 Sim 100 Sim 300 Néo Sim 200
B Sim 100 Sim 300 Sim 100 Sim 200
40 Sim 80 NA NA Sim 60 NA NA
41 Sim 80 Sim 200 Sim 80 Sim 40
43 Sim 200 Sim 200 Sim 70 Sim 150
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) T . Seorec!e . Smge ) Score de
puie | e o E%E?& = ?ﬁ == B e
total Fosforilada
4 Sim 140 Sim 160 Sim 100 NA NA
45 Nao Sim 100 Nao Sim 210
47 Sim 100 Sim 200 Nao Sim 100
48 Sim 100 Sim 160 Sim 100 Sim 210
30 Sim 100 Sim 300 Sim S Nao
&) Nao Sim 140 Nao Sim 40
Y Sim 90 Sim 90 Sim 70 Sim 240
3 Sim 100 Sim 60 Nao Sim 210
4 Sim 100 Sim 200 Nao Sim 70
% Sim 200 Sim 200 Sim 70 Sim 300
) Sim 40 Sim 160 Nao Sim 200
3 Nao Sim 160 Nao Sim 30
59 Nao Sim 100 Nao Nao
60 Sim 30 Sim 60 Sim 20 Sim 70
62 Sim 300 Sim 200 Nao Sim 300
63 NA NA NA NA Nao Nao
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) Sorede | Exprossio Seored.e Expresio Smge ) T
Pacinte E’:gﬁ;“ Mg:go ng ol'llleta m FosTLo ;KC m E’m‘” M:tl:;io
ol Fosfrlada
B Sim 100 NA NA Sin 0 Sin N0
6 S 0 Sim N0 Sin 0 Sim 300
6 Sim 100 NA NA NA NA NA NA
7 Sim 100 Nio Nio Sin 0
6 Sim 0 Sin N0 Sin 140 Sin 300
6 Sim 30 Sin 300 Sin 100 Sin 300
10 Sim 0 Sin N0 Nio Sin 140
7 Sim 30 Sin N0 Sin 100 Sin 140
7 Sim 0 Sin 00 Nio Sin 100
0 No Sin 100 Nio Nio
75 NA NA Sin 100 Nio Sin 300
7 Sim 0 Sin 300 Néo NA NA
78 Sim 200 Sim 100 Nao Sim 2
7 NA NA NA NA NA NA Sin N0
8 Sim 100 Sin N0 Nio Nio
1 Sim 30 Sin N0 Nio Sin 100
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- Score de - Score de
- Scorede | Expressao Matac Expressao Marcack Eart Score de
Paciente S Marcagdo | PKC Theta Fosfo PKC Marcagdo
IGF1R GFR Total PKC Theta Theta PKC Theta RKIP RKIP
total Fosforilada
82 Sim 100 Sim 100 Sim 100 Sim 300
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Imatinib therapy has undoubtedly contributed to the treatment of metastatic gastrointes-
tinal stromal (GIST) tumors that were previously untreatable. However, disease progression
during treatment with tyrosine kinase inhibitors remains an issue in clinical practice not
fully explained by KIT and PDGFRA mutation status. We investigated the role of three
important signaling molecules (insulin-like growth factor 1 receptor [IGF1R], protein kinase
C-8 [PKC8], and Raf kinase inhibitor protein [RKIP]) that have been implicated in GIST path-
ogenesis as potential biomarkers for prediction of response to imatinib treatment. We
retrospectively reviewed 76 patients with metastatic GIST submitted toimatinib treatment
between 2002 and 2007, and analyzed 63 of them. Insulin-like growth factor 1, total PKC8,
phosphorylated PKC8, and RKIP immunohistochemical expression were correlated with
objective response to imatinib treatment and progression-free and overall survival. Median
follow-up was 31.2 mo (95% confidence interval, 26.3-36.1 mo). There was a statistically
significant association betweenIGF1R expression and type of response to imatinibtreatment
(P =0.05)—that is, higher IGF 1R expression was related to lower objective response. However,
IGF1R higher expression did not affect progression-free and overall survival. Insulin-like
growth factor 1, but not PKC6 and RKIP, emerges as a potential biomarker for prediction of
response to imatinib treatment in metastatic GISTs. Validation studies are warranted.

@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Historically, the median survival of patients with metastatic
gastrointestinal stromal tumors (GIST) is 18-24 mo [1,2].
Fortunately, the management of advanced GIST has been
revolutionized by the implementation of tyrosine kinase
inhibitor (TKI) therapy (3], particularly imatinib, which
provides better survival outcomes [4,5] and quality of life,
even in disseminated disease [6]. Despite all of these benefits,
approximately 75% of patients develop disease progression
during imatinib treatment owing to drug resistance [5,7],
which has become an increasingly relevant problem in din-
ical practice. Primary resistance is observed in approxi-
mately 10% of patients [5,7] and is most likely related to KIT
exon 9 mutation and PDGFRA D842V mutation [4]. Unlike
primaryresistance, delayed imatinibresistance is most often
associated with the expansion of tumor clones camying
secondary KIT or PDGFRA mutations [8-10]. However,
secondary KIT mutations do not account for all imatinib-
resistance cases, and other mechanisms must be regulating
therapy response [6,11). Recent evidence indicates that
asignaling pathway other than KIT might be involved in GIST
pathogenesis, and has been implicated as potential mecha-
nism of resistance [9]. In particular, three signaling mole-
cules (insulin-like growth factor 1 receptor [IGF1R], protein
kinase C-6 [PKC#|, and Raf kinase inhibitor protein [RKIP])
have been implicated in GIST tumorigenesis as potential
mechanisms of imatinib resistance and as potential thera-
peutic targets [9].

Insulin-like growth factor 1 receptor is overexpressed in
GIST tumors, and the inhibition of IGF1R activity in vitro or
down-regulation of IGF1R expression leads to cytotoxicity
and induced apoptosis in GIST cell lines via protein kinase B
and mitogen-activated protein kinase signaling [12,13).
Protein kinase CH can be expressed at higher levels in GIST
[14], and PKC6 tyrosine phosphorylation was shown to be
inhibited by imatinib and PKC412 (PKC# kinase inhibitor) in
GIST cell lines [15]. Attenuation of RKIP function is impli-
cated in several human cancers [16]. Martinho et al. [17]
showed that loss of RKIP expression was associated with
poor disease-spedfic survival and with tumor necrosis in
GISTs.

The evidence presented above points to multiple protein
interactions and multiple layers of crosstalk between the
signaling pathways of IGF1R, PKC6, and RKIP in GIST patho-
genesis; thus, it is logical to investigate these three markers
together as potential predictive factors for imatinib therapy.
Therefore, our aim was to evaluate the role of IGF1R, PKC#
(total PKCH and phosphorylated PKC6), and RKIP expression
as biomarkers for prediction of the response to imatinib
treatment in metastatic GIST.

2. Patients and methods
2.1.  Patients and study design

We retrospectively reviewed 76 cases of metastatic GIST
treated with imatinib from three Brazilian cancer centers

(Instituto Nacional de Cancer, Hospital do Cancer de Barretos,
and Faculdade de Medicina do ABC) from 2002 to 2007. All
patients had a previous histopathological diagnosis of GIST,
confirmed by morphology and immunophenotype, and were
treated with imatinib for metastatic GIST. All analyzed
samples were extracted from the primary tumors before
imatinib therapy. The metastatic tumor sample was available
in only four cases. We excluded KIT-negative tumors by
immunohistochemistry (CD117; 1:100 dilution; Dako Corp,
Carpinteria, CA). To assess treatment response, we used
standard Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
(RECIST) criteria [18). We dichotomized this variable (complete
or partial response, or stable disease versus progression) for
purposes of analysis. We used computed tomography and
magnetic resonance imaging to assess response. The institu-
tional ethics committees approved the study.

2.2.  DNA extraction and mutation analysis

We extracted the genomic DNA from formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue blocks (primary tumor) using standard
methods. We analyzed KIT mutational status by polymerase
chain reaction (PCR) amplification and subsequent DNA
sequencing of exons 9, 11, 13, and 17. We further analyzed
tumors with wild-type KIT for PDGFRA mutations in exons 12,
14, and 18. Furthemmore, we analyzed KIT/PDGFRA wild-type
cases for the presence of BRAF mutations. Tables 1 and 2
detail the oligonucleotide sequences and amplification
conditions. We purified PCR products using GFX TM PCR DNA
and Gel Band Purification Kit H (GE Healthcare, Sao Paulo,
Brazil) and subsequently sequenced them with DYEnamyc TM
ET Terminator Cycle Sequencing Premix Kit H (GE Healthcare).
Products were electrophoresed in ABI PRISM TM 377 or 3130
DNA automatic sequencers (Applied Biosystems, Foster City,

Table 1 — Primers used for PCR and DNA sequencing (KIT

and PDGFRA).

Target gene Primer Sequence (5'-3)
target

KT Exon 9F TTCCTAGAGTAAGCCAGGGC
Exon 9R ACAGAGCCTAAACATCCCCT
Exon 11F CCAGAGTGCTCTAATGACTGAGAC
Exon 11R AGGTGACATGGAAAGCCCCTG
Exon 13F CTGCATGCGCTTTGACATCAG
Exon 13R CTAGCATTGCCAAAATCATATT
Exon 17F GTTTTCTTTTCTCCTCCAACCT
Exon 17R CCTTTGCAGGACTGTCAAGC

PDGFRA Exon 12F CTCTGGTGCACTGGGACTTT
Exon 12R AAAGGGAGTCTTGGGAGGTT
Exon 14F TGGTAGCTCAGCTGGACTGAT
Exon 14R GGGATGGAGAGTGGAGGATT
Exon 18F ACCATGGATCAGCCAGTCTTGC
Exon 18R GTCAGGACGTACACTGCCTTTCGA

Polymerase chain reaction amplification consisted of one initial
denaturing step of 2 min at 34°C, followed by 40 cycles of 94°C for
30s, 60°Cfor 30 s, 72°C for 60, and a final extension step of 10 min
at 72°C.
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Table 2 — Primers used for PCR and DNA sequencing
(BRAF).

Targetgene  Primer Sequence (5'-3)
target
ERAF Exon 11IF  AGGTTTTCTTTTTCTGTTTGGC
Exon 11R  ACTTGTCACAATGTCACCACATTAC
Exon 1SF  TAATGCTTGCTCTGATAGGA
Exon 1SR GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA

Polymerase chain reaction amplification consisted of one initial
denaturingstepof Smin at95°C, followed by 38 cyclesof 95°C for45s,
annealing (58°C for exon 11 and 60°C for exon 15) for 45 s, extension
at 72°C for 45 s, and afinal extension step at 72°C for 10 min.

CA) and analyzed by Sequencher version 4.1 software (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI).

2.3 Immunohistochemistry and tissue microarray

We used formalin-fixed, paraffin-embedded tumor regions of
representative tumor samples for preparation of tumor tissue
microarray blocks. We made the tissue microarray block by
using a 1.0-mm-diameter core biopsy needle. The tissue
microarray block was cut into 4-uym sections followed by
section deparaffinization in xylene and subsequently
rehydrated in a graded series of ethanol. We performed heat-
induced epitope retrieval using a steamer and citrate buffer
(pH, 6.0; 10 mol/L) or pressure cooker or waterbath. We
allowed the sections to cool and then immersed them in 3%
hydrogen peroxide for 20 min to block endogenous peroxi-
dase. The sections were incubated with primary antibody at
4°C ovemight. Table 3 lists the primary antibodies used. We
incubated the sections with secondary reagents, and then
washed them in phosphate-buffered saline. We used the
diaminobenzidine chromogen (Dako) for detection. Positive
control was used as follows: prostate carcdnoma (IGF1R and
RKIP) and lymph node (total PKC6 and phosphorylated PKCH).
We scored immunohistochemical staining, taking into
account both staining intensity and extent, as described else-
where [19]. We graded intensity of staining as follows: negative
(score 0), weak (+, score 1), moderate (++, score 2), and strong
(+++, score 3). We evaluated the extent of staining as the
percentage of cells with cytoplasmic immunoreactivity. A
final score was calculated by multiplying intensity by extent
scores foreach sample.Oneexpert pathologist (S.R.) performed
all immunohistochemistry evaluation in ablinded manner.

2.4.  Statistical analysis

We performed statistical analysis using SPSS, version 18.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL). We used objective response as the
primary endpoint of the study. We estimated progression-free
survival (PFS) and overall survival (OS) by the Kaplan-Meier
survival method and compared them by log-rank test.
Univariate analysis was done to assess the relationship
between age, gender, site of the primary tumor, site of the
metastases, immunohistochemical expression, KIT, and
PDGFRA mutational status and PFS. Moreover, we investigated
the correlation of these variables with OS and type of response
to imatinib treatment (according to RECIST criteria) [18]. We
assessed the role of immunohistochemical expression by
using the absolute score number of each sample and dichot-
omizing the score in two different ways: below versus above
the median expression score (we used the median expression
score as the cutoff) and positive versus negative expression for
each marker.

To assess the relationship between variables, we used the
t-test (categorical versus numeric variable), chi-square or
analysis of variance (categorical versus categorical variable),
and Speamman rank coefficient (numeric versus numeric
variable). A P value of <0.05 was considered statistically
significant.

3. Results
3.1.  Clinicopathological and demographic data

Over the course of the study, we excluded from further anal-
ysis 13 of 76 patients initially intended for the study, which
resulted in a cohort of 63 patients for the final study pop-
ulation. The reasons for exclusion were incomplete clinical
information (seven cases) and suboptimal quality of the DNA
(six cases). Table 4 shows the distribution of patients’ clini-
copathological and demographic characteristics.

3.2. KIT, PDGFRA, and BRAF mutations

We analyzed 60 patients for mutation status. (It was not
possible to perform mutation analysis in three cases owing to
the poor quality of the DNA sample.) Table 4 shows the
frequency of KIT, PDGFRA, and BRAF mutations.

Table 3 — Antibody spedifications.

Antigen Clone Dilution Source ART DS
IGFIR Polyclonal 1200 Cell Signaling (Beverly, MA)  Pressure cooker  Novolink polymer (Novocastra
Laboratories Ltd., Newcastle, UK)
Total PKC8 27 1200 BD Biosciences PharMingen  Steamer Novolink polymer
(San Diego, CA)
Phospho-PKC8 (Thr538) 19 1200 Cell Signaling Pressure cooker  Nowvolink polymer
RKIP Polyclonal 1600 Upstate Biotechnology Water bath UltraVision Large Volume
(Lake Placid, NY) Detection System Anti-Palyvalent,

HRP (Lab Vision Corporation)

ART = antigen retrieval technique; DS = detection system.
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Table 4 — Clinicopathological and molecular features of
GISTs.

Characteristics n
Mean age (standard deviation) (y) 56 (+11.6)
Gender
Malke 33 (52.4%)
Female 30 (47.6%)
Site of primary tumor
Stomach 26 (41.3%)
Small bowel 23 (36.5%)
Other 14 (22.2%)
Site of metastases
Liver 31 (49.2%)
Peritoneum 20 (31.7%)
Both liver and peritoneum 12 (19.1%)
Mutation
KIT Exon 11 44 (73.3%)
KIT Exon 9 5 (8.3%)
KIT Exon 17 2(3.3%)
KIT Exon 13 0
PDGFRA Exon 18 3 (5.0%)
PDGFRA Exon 14 1(1.6%)
PDGFRA Exon 12 1(1.6%)
Wild-type 4(6.6%)
BRAF Exon 11 0
BRAF Exon 15 0
IGF1R expression
Positive 48 (82.8%)
Negative 10 (17.2%)
Total PKCH expression
Positive 51 (92.7%)
Negative 4(7.3%)
Phosphorylated PKCS expression
Positive 25 (42.4%)
Negative 34 (57.6%)
RKIP expression
Positive 47 (85.5%)
Negative 8 (14.5%)

3.3.  IGFIR, total PKC6, phosphorylated PKCO at Thr538,
and RKIP immunohistochemical expression

Table 4 details the frequency of expression of these markers,
and Fig. 1 illustrates the immunohistochemical expression
(strong staining). Insulin-like growth factor 1 receptor, total
PKCH, phosphorylated PKCH, and RKIP expression median
score were, respectively, 100, 200, 80, and 200. Insulin-like
growth factor 1 receptor, total PKC6, phosphorylated PKC6
and RKIP expression did not cormelate with age, site of
metastases, or KIT and PDGFRA mutation status. Only IGF1R
expression comrelated with gender—that is, IGF1R-positive
expression was more common in the male group (93.8%
versus 69.2%, P = 0.014). Moreover, the mean IGF1R expression
score was higher in the male group compared with the female
group, but not statistically significant (147 versus 130; P = 0.475).

3.4.  IGFIR, total PKC6, phosphorylated PKC@ at Thr538,
and RKIP expression and response to imatinib

We observed a statistically significant association between
IGF1R expression and the type of response to imatinib

treatment (P = 0.05). The higher IGF1R expression was related
to the lower objective response rate to imatinib therapy. The
other tested variables did not correlate with objective
response (Table 5).

3.5. Biomarkers and disease outcomes

Median follow-up was 31.2 mo (95% confidence interval [CI],
26.3-36.1) and the estimated median PFS was 34 mo (95% CI,
22.2-45.8mo). Age, gender, site of tumor metastases, and site
of the primary tumor did not correlate with PFS and OS.
Univariate analysis yielded no significant assodation of PFS
and OS with IGF1R, total PKC8, phosphorylated PKC8, and RKIP
expression (Table 5).

There was a significant assodation between KIT mutation
type and PFS. Indeed, patients with KIT exon 9 mutation
tumors had worse PFS than did other mutations (P = 0.027).
Theimpact of the type of mutation on OS was not statistically
different (P = 0.074).

4. Discussion

Knowledge of imatinib-related determinants of sensitivity is
of paramountimportance for the selection of patients likely to
derive benefit from imatinib treatment. Moreover, this infor-
mation could influence the surgical management of these
patients once it is known that only responders benefit from
surgical approach in the setting of resectable metastatic GIST
[20-22]. Insulin-like growth factor 1 receptor, PKCH (total and
phosphorylated), and RKIP are known to have an important
role in GIST tumorigenesis. These proteins are involved in the
mitogen-activated protein kinase pathway, which has been
demonstrated to have an important role in GIST pathogenesis,
imatinib resistance, and the mechanism of tumor progression
[9,12]. Recently, IGF1R, PKC6 (total and phosphorylated), and
RKIP have been recognized as prognostic markers [17,23] and
as potential therapeutic targets in GIST tumors [9,12,14]. Yet,
so far, these molecules have not been investigated as predic-
tors of the response to imatinib therapy.

The population analyzed here mirrors metastatic GIST
series reported elsewhere. First, our demographic findings are
in accordance with published data regarding age, gender, site
of the primary tumor, and metastases, as well as the KIT,
PDGFRA, and BRAF mutation profiles in GIST patients [6,7,24].
Second, our data conceming the worse PFS related to KIT exon
9 mutation compared with other mutations corroborates with
the MetaGIST findings [25] and confirms the role of KIT
mutation status as a predictive factor.

On our hands, IGF1R, total PKC#, phosphorylated PKC6, and
RKIP expression were not associated with age, site of metas-
tases, or KIT and PDGFRA mutation status. Previous studies
have shown that PKCH and RKIP were expressed in GIST
tumors regardless of KIT and PDGFRA mutation status [14,17).
Concerning IGFIR expression, conflicting data have been
reported in the literature. Tarn et al. [12] showed higher IGF1R
expression in wild-type GISTs compared with mutant GISTs.
Conversely, in a larger series, Braconi etal. [23] detected IGF1R
expression in all cases regardless of mutational status. Taken
together with our current observations, these findings suggest
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Fig. 1 — Immunohistochemical expression (strong staining) of (A) IGF1R, (B) RKIP, (C) total PKC6, and (D) phosphorylated

PKCo.

thatboth wild-type and mutant GISTs may be atleast partially
under the same oncogenic stimulation.

Our findings showed that higher IGF1R expression was
related to a lower objective response rate to imatinib therapy
(P = 0.05). This finding reinforces the hypothesis that IGF1R
expression may be an active oncogenic pathway in GIST and
have a role in GIST cell proliferation, thereby contributing to
the lower sensitivity of imatinib. Nevertheless, this higher
IGFR1 expression was not translated into a worse PFS and
0S, which may be due to the small sample size. Moreover,
although it would be dlinically relevant to evaluate the
cormrelation between objective response and the conversion
rate (a prediction from unresectable to resectable disease), it
was not possible in our series owing to the retrospective
nature of the study; there were different treatment strate-
gies among the partidpating centers and sample heteroge-
neity (different percentages of unresectable cases before
imatinib therapy, different performance status, and
different tumor loads). Some features of this study might
have led to bias, because our series estimated median PFS
was 34 mo (95% CI, 22.2-45.8), higher than the 24 mo

Table 5 — Association of IGF1R, total PKCo,

phosphorylated PKCo, and RKIP expression with PFS, OS,
and objective response to imatinib therapy.

Variable PFS* os* Objective

(Pvalue) (Pvalue) response®
(P value)

IGF 1R expression 0.63 039 0.05

Total PKCH expression 0.49 040 0.13

Phosphorylated 0.89 060 048

PKCH expression
RKIP expression 0.22 073 0.30
a Log-rank test.

b Chi-square test.

reported in previous publications [5,7]. This higher PFS could
be explained by the retrospective nature of the study, and to
the participation of three different cancer centers with
different imaging follow-up intervals. Probably, some cases
of disease progression could have been diagnosed earier if
the imaging follow-up had been done at a shorter interval.
Moreover, we used the RECIST criteria [18] to assess disease
progression because the criteria of Choi et al. [26] have only
recently become the standard choice to evaluate disease
response in GIST patients. It is well known that Choi et al’s.
criteria are more accurate for detecting disease progression
than the RECIST criteria [27]; this might have influenced the
PFS outcomes.

To date, this is the first study to analyze the role of IGF1R,
total PKCH, phosphorylated PKC6, and RKIP expression as
biomarkers for prediction of the response to imatinib therapy
in metastatic GIST patients. Our results suggest that IGFIR
expression may be a biomarker for prediction of the response
to imatinib treatment in metastatic GIST patients. Taking
into consideration the need for a biomarker in this context
and limits of our study (retrospective analysis, multicenter
study, and small sample size), we believe that more studies
are warranted to confirn and extend our findings of the role
of IGFIR in the predictive response to imatinib therapy.
However, the present study draws attention to the promising
issue of identifying more reliable biomarkers of response
prediction to imatinib and other TKls, and prompts addi-
tional investigations addressing this question in prospective,
larger series.
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