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RESUMO

Tumores Estromais Gastrintestinais (GIST) sdo os tumores estromais mais comuns do
trato gastrointestinal. Ao contrario de outras neoplasias malignas nao existem
associacdes confirmadas que favoregam o aparecimento da doenca, mesmo para
comportamentos sabidamente carcinogénicos, tais como fumo e alcool. O diagndstico €
determinado por estudo histologico e imuno-histoquimico e a terapia depende da
possibilidade ou ndo de resseccdo tumoral. Existindo essa possibilidade, a cirurgia
permanece como tratamento padrdo. Para o tratamento de doenga avangada, terapia neo-
adjuvante, ou terapia adjuvante utiliza-se o mesilato de imatinib, uma pequena molécula
inibidora de tirosino quinase com potente atividade contra o receptor transmembrana
Kit. Atualmente, além dos inibidores de tirosino quinase, investigam-se estratégias
terapéuticas anti-angiogénicas, estando esses agentes, contudo, ainda no plano das
investigacdes clinicas. Posterior a cirurgia, o paciente deve ser controlado clinica e
laboratorialmente e, também, por meio de exames de imagem visando avaliar se houve
recorréncia local ou metastases. O oncogene MYC (C - MYC) tem sido descrito como
elemento chave em diversos processos carcinogénicos humanos e sua amplificacdo pode
ser um preditor de agressividade e desfecho desfavoravel. Objetivo: o presente trabalho
investigou a amplificagdo de C — MYC em laminas histoloégicas de pacientes com
diagnéstico imunofenotipico de GIST, atendidos no Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto entre janeiro de 1999 e outubro de 2009. Mdétodo: estudo
epidemioldgico, descritivo-analitico, retrospectivo, de fonte secundaria, realizado
através da coleta de informagdes em prontudrios médicos disponibilizados pelo
DAME/HUJBB. Foram confeccionadas sete ldminas de pacientes com GIST e
submetidas a hibridiza¢ao in situ por fluorescéncia (FISH), conforme o método descrito
por Pinkel et al. (1986) com modifica¢des introduzidas por Calcagno et al. (2005).
Resultados: ndo foram encontradas aberragdes numéricas, delecdoes e amplificagdes
génicas. Conclusao: os resultados negativos para amplificacdo de C — MYC sugerem
que, talvez, esse ndo seja o mecanismo principal envolvendo sua participagdo na
patogenia de GIST, demandando, contudo, novas investigacdes com casuisticas maiores
para confirmar esse achado, ainda com poucos resultados positivos descritos na
literatura.

Palavras-chave: GIST; amplificacdao génica; FISH; C - MYC.



ABSTRACT

Gastrointestinal Stromal Tumors (GIST) is the most common stromal tumor of the
gastrointestinal tract. Unlike other malignancies no associations that favor the onset of
the disease are confirmed, even for know carcinogenic behaviors, such as tobacco
smoke and alcohol. Diagnosis is determined by histological and immunohistochemical
analysis and therapy depends on tumor resection’s possibility. For treatment of
advanced disease, neo-adjuvant care, or adjuvant care imatinib mesylate is used. It’s a
small molecule that inhibits tyrosine kinase with potent activity against transmembrane
Kit receptors. Currently, in addition to tyrosine kinase inhibitors, anti-angiogenesis
therapeutics are researched, however, those agents are still under clinical investigations.
After surgery, the patient must be monitored by clinical, laboratorial and image exams
in order to assess whether there was local recurrence or metastasis. The oncogene MYC
(C - MYC) has been described as key element in several human carcinogenic processes
and its amplification might be a predictor of aggressive and unfavorable outcome.
Aims: to investigate the C — MYC amplification in histological slides of
immunophenotypic diagnosed GIST patients of Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto, between January 1999 and October 2009. Methods: Epidemiological,
analytical, descriptive and retrospective study, of secondary sources, done by data
acquirement from patient files available at the DAME/HUJBB. Seven histological slides
of GIST patients were made and subjected to Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH), according to the method described by Pinkel et al (2005) and modified by
Calgano et al (2005). Results: there were no numerical aberrations, deletions and
amplifications. Conclusions: the negative results for C — MYC amplification suggests
that, perhaps, this is not the main mechanism involving C - MYC in GIST pathogenesis
demanding, however, further researches with bigger samples to confirm this find, still
with few positive results described in literature.

Keywords: GIST; genomic amplification; FISH; C - MYC.
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1. INTRODUCAO

Tumores Estromais Gastrointestinais (GIST) sd3o os tumores mesenquimais mais

comuns do trato gastrintestinal (REDDY; BOCI; CHARBONNEAU, 2007).

Contudo, s3o consideradas neoplasias raras e representam cerca de 1 a 3% de
todos os tumores malignos do trato gastrintestinal, com incidéncia estimada em 10 — 20
casos para cada 1.000.000 de pessoas. Corresponde a 5% de todos os tipos de sarcoma e
a 80% das neoplasias mesenquimais do trato gastrointestinal (MONTAGNINI et al,
2006; DEMATTEO et al, 2000; JOENSUU et al, 2002).

Tryggvason et al (2005), em estudo realizado na Islandia abrangendo um periodo
de 14 anos, estimaram que a incidéncia anual de GIST ¢ de 1,1 casos por 100.000. Para
Nilsson et al (2005), em estudo de base populacional realizado na Suécia ocidental, a
incidéncia anual ¢ de 14,5 por milhdo e a prevaléncia ¢ de aproximadamente 129 casos
por milhdo. Ainda segundo essa pesquisa, para os varios grupos de risco, a prevaléncia
foi estimada da seguinte maneira: muito baixo risco (22,2 por milhao), baixo risco (51,9
por milhdo), risco intermediario (24,2 por milhdo), alto risco (22,2 por milhdo) e

abertamente maligno (8,7 por milhdo).

A maioria dos pacientes acometidos pela doenga possui mais de 50 anos, mais
precisamente entre 60 ¢ 70 anos, sendo incomum a instalagdo da doenga nos extremos
de idade, especialmente durante os 20 primeiros anos. O diagnostico ¢ feito em média
entre 55 e 63 anos ¢ a freqiiéncia por gé€nero ¢ relativamente equilibrada, sendo de 52%
em homens e 48% em mulheres, variando de acordo com raca, etnia, local geografico e
ocupag¢do. Todavia, dentre os pacientes com doenga metastatica, o nimero de homens
ultrapassa consideravelmente o de mulheres e ¢ mais comum entre jovens
(MONTAGNINI et al, 2006; STEIGEN; EIDE, 2008; CICHOZ-LACH; KASZTELAN-
SZCZERBINSKA; SEOMKA, 2008).

O sitio primario de acometimento da lesdo obedece a seguinte ordem de
freqliéncia, respectivamente: estobmago, intestino delgado, intestino grosso, reto e anus e
esofago. Mesentério, omento, retroperitonio e outras por¢des do trato digestivo

raramente sao sitios para GIST. Figado e mesentério sao os locais mais comuns de
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metatases, sendo as linfonodais bastante raras, podendo, também, albergar sitios
primarios de lesdo. A recente identificagdo de positividade para Kit em células
semelhantes as células intersticiais de Cajal sugere que tais unidades estdo mais
difundidas no organismo do que comumente apreciamos, podendo contribuir para a
difusdo de GIST por fora das paredes gastrointestinais (MONTAGNINI et al, 2006;
DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; BRACONI; BRACCI; CELLERINO, 2008; QUEK;
GEORGE, 2009; CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004).

Os sinais e sintomas de GIST dependem do sitio primario da lesdo, mas,
invariavelmente, estdo relacionados ao trato gastrintestinal e ao efeito de massa dentro
da cavidade abdominal, que pode causar: desconforto, saciedade precoce, massa
palpavel, sintomas secundarios oriundos de sangramento tumoral e anemia associada,
ulceracdes de mucosa, obstrucao intestinal, perfuracao, disfagia, nausea, vomitos, perda

de peso e distensdo abdominal (MONTAGNINI et al, 2006; QUEK; GEORGE, 2009).

Cerca de metade dos casos de GIST sao diagnosticados em pacientes clinicamente
sintomaticos, sendo que 2/3 queixam-se de sintomas inespecificos devido & massa
abdominal ou ruptura de tumor. Cerca de 1/5 dos tumores ¢ descoberto incidentalmente
por endoscopia, métodos de imagem ou cirurgias por outras razdes €, em torno de 1/10,

por autopsia (DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; DEMETRI et al, 2007).

Atualmente, ao invés de segregar GIST em categorias distintas de benignidade e
malignidade, considera-se que todos tenham potencial de malignidade. Os indices mais
aceitos para predizer o desfecho, dentre os diversos fatores analisados, sdo: tamanho do
tumor e taxa de mitoses. Além desses parametros histoldgicos, fatores clinicos e
patoldgicos adicionais t€m sido descritos como influenciadores da sobrevida global e/ou
da progressao livre de doencga: localizagdo tumoral, sexo masculino, ressecgoes R1 ou
ruptura de tumor e, em menor grau, o subtipo da célula patologica (QUEK; GEORGE,
2009; DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009).

A determinagdo genética de uma patologia se da através de mutagdes com heranga
mendeliana simples. Todavia, permanecem relativamente obscuras as razdes pelas quais
uma doenga pode variar seu espectro clinico nos individuos com a mesma mutagdo. As

explicagdes plausiveis baseiam-se em fatores ambientais, de risco ou prote¢do, ou na
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existéncia de uma segunda mutacdo, ou polimorfismo, o qual estaria interferindo na

evolucdo da doenga (ROCHA et al, 2007).

1.1. PROBLEMA

E mister desenvolver estudos a nivel local que permitam, por meio da
identificagdo de caracteristicas genéticas peculiares aos tumores estromais
gastrointestinais, ampliar o conhecimento sobre o comportamento dessa neoplasia e,
dessa forma, garantir o estabelecimento de condutas mais precisas e afinadas a realidade

local.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a ocorréncia de alteragdes numéricas no gene C - MYC em uma
amostra de pacientes com diagnostico de GIST do Hospital Universitario Jodo de

Barros Barreto.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descrever dados de género, idade, localizagdo tumoral e padrao
histopatolégico relacionadas ao tumor de pacientes com GIST atendidos

no HUJBB;

= Avaliar a existéncia de amplificagdes génicas de C - MYC por FISH em

pacientes com GIST atendidos no HUJBB;

= Avaliar a existéncia de perdas ou dele¢des génicas por FISH em

pacientes com GIST atendidos no HUJBB.
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1.3. JUSTIFICATIVA

As novas drogas terapéuticas, utilizadas de forma adjuvante ou neo-adjuvante,
permanecem com impacto reduzido quando utilizadas de maneira exclusiva. Sendo
assim, a cirurgia continua sendo a principal arma terapéutica para GIST

(MONTAGNINI et al, 2006).

A despeito do avango terapéutico ocorrido na Ultima década, o manejo dos
pacientes permanece desafiador, uma vez que a carcinogénese ¢ um processo complexo
que envolve multiplas etapas e ocorre, em parte, de maneira subclinica. Nesses termos,
a medicina molecular ganha forca, uma vez que, ao modificar o paradigma “celular”
para o “molecular”, permite superar as limitacdes do exame morfologico que ndo
refletem suficientemente toda a heterogeneidade de eventos moleculares subjacentes aos
processos neoplasicos € que sdo responsaveis por comportamentos biologicos
significativamente diversos entre tumores com aspecto histologico semelhante

(MONTAGNINI et al, 2006; KOWALSKI, 2006; STIEPCICH, 2008).

No que tange GIST, para a patologia molecular, o desafio atual é compreender a
progressdao da doenga apesar do uso de inibidores de tirosino quinase, os quais, para
alguns pacientes, demonstram-se bastante eficazes com beneficios clinicos duraveis.
Sabe-se que os mecanismos de resisténcia estdo relacionados ao surgimento de

mutacdes secundarias nos receptores de tirosino quinase (ITALIANO; BUI, 2008).

Nesse contexto, a utilizagdo de técnicas vanguardistas que permitam identificar
diferentes tipos de mutagdes genéticas e determinar o real papel da adjuvancia e neo-
adjuvancia nos grupos de pacientes para atribuir terapéutica adequada individualmente,
poderdo predizer a resposta € a evolucdo do paciente antes mesmo da execucdao do

tratamento (MONTAGNINI et al, 2006).

Tais consideragdes subsidiam a relevancia do estudo proposto, sobretudo pelo seu
ineditismo no contexto regional, bem como pela possibilidade de seus resultados

servirem, futuramente, para a defini¢do de condutas e protocolos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer possui etiologia multifatorial e é conseqiiente de alteragdes moleculares
que garantem as células modificagcdes em seu comportamento, resultando em alteragdes
na fisiologia celular, cujos desdobramentos culminam na génese de células
imortalizadas, transformadas e capazes de gerar metastases. O processo de
desenvolvimento neoplasico pode ser dividido em trés etapas: iniciagdo, promog¢do e
progressdao. A primeira corresponde as modificacdes no genotipo da célula que levam a
imortalizacdo e a segunda a geracdo de clones com vantagens proliferativas que

promoverdo a progressao tumoral (FERREIRA; CASTRO, 2008).

A tumorigénese reflete uma progressiva transformag¢do da célula normal para
célula maligna em que, a despeito dos mecanismos de reparo do DNA, a transformagao
gendmica ocorrida permite que a alteragdo se perpetue para células filhas de maneira
que os mecanismos de controle da divisdo e proliferagdo celular tornam-se
descontrolados, gerando células capazes de se dividir e proliferar de maneira irrestrita.
Tal capacidade ¢ obtida mediante a subversdo de sinais antiproliferativos, evasdao de
apoptose, escape da imunidade inata do organismo e inducdo de angiogénese
intratumoral. Além disso, no cancer, ocorrem mutagdes graduais e progressivas que
favorecem a instabilidade gendmica contribuindo para a aquisi¢do de novas capacidades

a célula cancerigena (ibid).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) classifica o cancer dentro do grupo das
doengas ndo comunicantes, sendo o responsavel por 21% (7.6 milhdes) das mortes
desse grupo e estima que mais de dois tercos dessas mortes ocorram em paises
subdesenvolvidos ¢ em desenvolvimento, explicado, parcialmente, pelo aumento da
expectativa de vida e diminui¢do das mortes por doencas cardiovasculares e
infectocontagiosas. (Figura 2.1). Nos paises subdesenvolvidos os canceres de pulmao e
mama figuram como causas de desfecho tragico, no entanto os canceres de etiologia
relacionada a infecg¢des (e.g: cervix, estdmago e figado) predominam no que concerne
as taxas de incidéncia. Nos paises em desenvolvimento observam-se padrdes
intermedidrios, com destaque aos canceres de figado, esdfago e colo-retal. Nos paises

desenvolvidos, os canceres de prostata e mama sdo os mais diagnosticados em homens e
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mulheres, respectivamente, tendo em seguida os canceres de pulmao e colo-retal como
os tipos mais comuns em ambos 0s sexos. Tais estatisticas evidenciam que os tipos
predominantes em paises desenvolvidos guardam melhor prognodstico do que os mais
prevalentes em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (WHO, 2011;

FERLAY et al, 2010).

Male Female
AustraiaMew Zealand

Morthern America
Western Europs
Morthern Europe

More developed regions
Southern Europe

Central and Eastern Europe
Polyresia

Southern Africa

Eastern Asia

World

Caribbean

South Armerica

Micronesia

Less developed regions
South-Eastern Asia
Melanesia

Western Asia

Central America

Eastern Africa

Western Africa
South-Central Asia
Morthern Africa

Middle Africa

400 300 200 100 0 100 200 300 400

B [ncidence

GLOBOCAN 2008 (14RC) W Mortality

Fonte: FERLAY et al, 2010.

Figura 2.1 - Incidéncia e mortalidade por cincer
para o ano de 2008 nas diferentes regioes do globo
entre homens e mulheres.

No ano de 2008 ocorreram aproximadamente 12.7 milhdes de novos casos em
todo o mundo e as estimativas para 2030, baseado os padrdes atuais, apontam aumento
na incidéncia da doencga, chegando a cifra de 21,4 milhdes de casos. Tais dados sugerem
fortemente que o cancer permanecerda como uma importante causa de morbidade e

mortalidade pelas proximas décadas em todo o globo e, combinado ao envelhecimento
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populacional, o aumento das taxas de prevaléncia ¢ inevitavel, a despeito de acdes

atuais e futuras ou niveis de investimento (WHO, 2011).

O Brasil encontra-se no padrio intermedidrio, tipico dos paises em
desenvolvimento, no que concerne a distribuicdo epidemiolodgica do cancer. Tal fato
sugere um periodo de transicdo entre os canceres associados a baixos niveis sécio-
econdmicos ¢ os relacionados a niveis mais elevados de educacdao e renda. Sendo o
cancer uma doenca multifatorial, essa distribui¢do, decerto, decorre da exposicdo a
diferentes estimulos ambientais relacionados aos processos de urbanizacdo e

desigualdades sociais caracteristicos de nagdes nesse estdgio de desenvolvimento

(KOIFMAN; KOIFMAN, 2003).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, as estimativas
para o ano de 2010 serdo também validas para 2011 e aponta para a ocorréncia de
489.270 casos novos de cancer, sendo o cancer de prdstata e de pulmio os mais
incidentes no sexo masculino € o de mama e colo do tutero os mais incidentes no sexo
feminino, excetuando-se o cancer de pele do tipo ndo melanoma. Tal perfil ¢ semelhante
ao observado no restante da América Latina. Desse total, 236.240 casos novos sdo do

sexo masculino e 253.030 do sexo feminino (INCA, 2009).

A ordem decrescente de incidéncia do cancer na populacdo brasileira segue o
seguinte ordenamento: cancer de pele do tipo ndo melanoma (114 mil casos novos),
prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), célon e reto (28 mil), pulmdo (28 mil),

estomago (21 mil) e colo do tutero (18 mil). (Figura 2.2) (ibid).
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Figura 2.2 - Incidéncia estimada para a populacio brasileira para o ano de
2010 de acordo com o tipo de cancer, exceto pele nio melanoma.

As tabelas 2.1 e 2.2 demonstram, respectivamente, as estimativas para o ano
2010 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de nimero de casos, em homens e

mulheres no Estado do Para e na cidade de Belém (ibid).

TABELA 2.1 - Taxas brutas de incidéncia por 100 mil e numeros de
casos por cancer, em homens, segundo localizacdo primaria* em Belém e
no Estado do Para.

Localizagio Primaria
Neoplasia Maligna

Subtutal 4
Pele nao Melanoma 870 | 24 | 67,98

Todas as Neoplasias 0,68 H 44

*Nimencs amedondades para 10 ou malltplos de 10
**Mencr que 15 casos.

Fonte: INCA, 2009.
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TABELA 2.2 - Taxas brutas de incidéncia por 100 mil e nimeros de casos
por cancer, em mulheres, segundo localizagdo primaria* em Belém e no
Estado do Para.

ey e Estimativa dos Casos Novos :
Neaplasia Mafigna Estado Capital
Casos Taxa Brata Casos Taxa Bruta

Mama Feminina 640 16,77 400 47.90
Golo do iero 740 20,82 330 39,36
Cdlon & Reto 160 414 40 11,18
Tragueia, Bronquio ¢ Pulmao 140 3,82 70 8,88
Estimago 230 6,15 120 14 94
| eycemias 120 3,08 &0 5,50
Cavidade Oral 70 1,73 40 4 68
Pele Melanoma 20 0.4 - 1,03
Esffago 20 0,47 - 1,08
Outras Localizagies 850 2504 620 74,36
Subtotal 3140 82,76 1.140 208,60
Pele nao Melanoma 1.140 29,99 380 4517
Todas as Neoplasias 4260 LT 2120 253,56

*Mimenes amedendades para 10 ou malliplos de 10
**Menor que 15 casos

Fonte: INCA, 2009.

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO GIST

GIST sao neoplasias raras e representam cerca de 1 a 3% de todos os tumores
malignos do trato gastrointestinal, com incidéncia estimada em 10 — 20 casos para cada
1.000.000 de pessoas. Corresponde a 5% de todos os tipos de sarcoma e a 80% das
neoplasias mesenquimais do trato gastrintestinal (MONTAGNINI et al, 2006;
DEMATTEO et al, 2000; JOENSUU et al, 2002).

Tryggvason et al (2005), em estudo realizado na Islandia abrangendo um periodo
de 14 anos, estimaram que a incidéncia anual de GIST ¢ de 1,1 casos por 100.000. Para
Nilsson et al (2005), em estudo de base populacional realizado na Suécia ocidental, a
incidéncia anual ¢ de 14,5 por milhdo e a prevaléncia ¢ de aproximadamente 129 casos
por milhdo. Ainda segundo essa pesquisa, para os varios grupos de risco, a prevaléncia
foi estimada da seguinte maneira: muito baixo risco (22,2 por milhdo), baixo risco (51,9
por milhdo), risco intermediario (24,2 por milhdo), alto risco (22,2 por milhdo) e

abertamente maligno (8,7 por milhdo).
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Nos Estados Unidos, o rdpido acréscimo de pacientes aos ensaios clinicos de fase
IT e IIT do STI — 571 (mesilato de Imatinib) levaram a revisdo das estimativas informais
da incidéncia anual de novos casos clinicamente detectaveis de, 300 a 500 casos por ano

para, talvez, 5000 a 6000 casos por ano (FLETCHER et al, 2002).

O estudo de Rubin et al (2011) revela que nesse pais a incidéncia anual média foi
de 0,32 por 100.000; a prevaléncia anual em 15 anos foi de 1.62 por 100.000; e a
sobrevida média em trés anos para os casos diagnosticados entre 1993 e 2002 foi de
73%. Ainda segundo esse estudo GIST estdo associados a cuidados médicos
substanciais, com custos que ultrapassam a cifra de US$ 100.000. Nesses termos, os
tratamentos que reduzem ou atrasam a recorréncia podem reduzir, sobremaneira, o fardo

da doenga.

O estudo European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC)
analisou dados de 14 diferentes paises e calculou a taxa de incidéncia em
aproximadamente 4-5 casos por milhdo por ano. A prevaléncia de GIST clinicamente
significativo — inoperavel, metastatico, ou de alto risco — chega a 20-30%, equivalente a
aproximadamente 3-4 casos por milhdo (LACH, SZCZERBINSKA, SEOMKA, 2008).
No Brasil, até o momento, inexistem dados epidemioldgicos especificos acerca de GIST

(CERSKI, 2010).

A maioria dos pacientes acometidos pela doenga possui mais de 50 anos, mais
precisamente entre 60 e 70 anos, sendo incomum a instalacdo da doenga nos extremos
de idade, especialmente durante os 20 primeiros anos. O diagnostico ¢ feito em média
entre 55 e 63 anos e a freqiiéncia por género € relativamente equilibrada, sendo de 52%
em homens e 48% em mulheres, variando de acordo com raga, etnia, local geografico e
ocupag¢do. Todavia, dentre os pacientes com doenga metastatica, o nimero de homens
ultrapassa consideravelmente o de mulheres e ¢ mais comum entre jovens
(MONTAGNINI et al, 2006; STEIGEN; EIDE, 2008; CICHOZ-LACH; KASZTELAN-
SZCZERBINSKA; SEOMKA, 2008).
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2.3. GIST

De acordo com Stout (1962) tumores estromais do trato gastrointestinal foram
classificados, a partir da década de 1940, como neoplasmas de células musculares lisas,
sendo referidos por diversas entidades, tais como: leiomiosarcoma, leiomioblastoma e
leiomiomas bizarros, até a década de 1960. No fim dessa década, com o advento da
microscopia eletronica, a origem da entidade passou a ser questionada, pois se percebeu,
apenas, apresentacdes ocasionais de musculo liso em células com GIST (QUEK;

GEORGE, 2009).

No inicio da década de 1980, com o advento da imunohistoquimica, observou-se
que faltavam a esses tumores apresentagdes imunofenotipicas caracteristicas de musculo
liso e, inversamente, uma propor¢do razoavel era positiva para a proteina S-100, um
marcador de diferenciagdo neuroectodérmica. Nesses termos, Mazur e Clark (1983 apud
MONTAGNINI et al, 2006) sugeriram que o sistema nervoso mientérico seria uma
possivel fonte e introduziram o termo genérico “tumor estromal” (QUEK; GEORGE,

2009).

Em 1989 uma apresentagdo de GIST exibindo caracteristicas neurais autonomicas
foi descrita e designada “plexosarcoma” e, posteriormente, tumor gastrintestinal de
nervo autondémico (GANT). Sendo assim, no inicio da década de 1990 inexistia
compreensdo nas linhas de diferenciagdo desses tumores, posto que alguns eram
claramente neurogénicos, outros miogénicos, outros com diferenciacdo bidirecional e

outros de fendtipo nulo (LINHARES; VALADAO, 2006; QUEK; GEORGE, 2009).

Em 1994 uma proporg¢ao consideravel de GANT foi descrita como imunopositiva
para o antigeno CD34, uma glicofosfoproteina expressa em células tronco
linfohematopoiéticas e células progenitoras em desenvolvimento primario, que logo foi
alcado a condigdo de marcador de GIST. Nos anos seguintes, todavia, percebeu-se que
ndo mais que 70% dos casos eram realmente positivos para CD34. Porém, tal achado
elevou a possibilidade de que esses tumores estivessem relacionados as células
intersticiais de Cajal, também conhecidas como células precursoras do trato
gastrointestinal. Tais células possuem caracteristicas imunofenotipicas e ultra-

estruturais tanto de células musculares lisas, como de células do sistema nervoso
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autdbnomo e sao responsdveis pela motilidade intestinal. Funcionam como interface
entre o sistema nervoso autbnomo e¢ a musculatura lisa (QUEK; GEORGE, 2009;
KRAUSE et al, 1996; CICHOZ-LACH; KASZTELAN-SZCZERBINSKA; SEOMKA,
2008; LINHARES; VALADAO, 2006).

A publicagdo de Hirota et al (1998) estabeleceu duas descobertas chave para a
compreensdo de GIST: a expressdo quase que universal de receptores de tirosino
quinase, KIT, e a presenga de mutagdes ativadoras no proto-oncogene C - KIT,
localizado no cromossomo 4q11-21. A pesquisa revelou mutagdes na regido entre os
dominios transmembrana e de tirosino quinase em que, todas as proteinas mutantes Kit,
eram constitutivamente ativadas sem o ligante Kit, o fator de células tronco (SCF).
Além disso, o papel oncogénico de Kit foi confirmado quando se executou a
transferéncia de DNA complementar de mutantes C - KIT, os quais foram capazes de
induzir transformagdes em células linféides “murine”. O estudo em questdo também
confirmou a positividade para CD34 e Kit nas células intersticiais de Cajal e GIST,

sugerindo proximidade morfologica entre essas entidades.

Na década de 1990 intimeras descobertas ocorreram no que tange ao entendimento
e terapéutica de GIST, culminando, no ano de 2000, com o advento dos inibidores de
tirosino quinase, mais precisamente do mesilato de Imatinib, cujos resultados
melhoraram, sobremaneira, a qualidade e sobrevida dos pacientes, estabelecendo-o
enquanto terapia padrdo, juntamente com a cirurgia. Contudo, apesar dos inegaveis
beneficios, tal terapéutica ¢ passivel de sofrer resisténcia primdria e secunddria,
sinalizando a necessidade de desenvolver novas investigacdes, principalmente enquanto

terapia adjuvante e neo-adjuvante (DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009).

Embora raros GIST podem ocasionalmente ter apresentacdo pediatrica e familiar.
A apresentacao pediatrica ocorre preferencialmente em mulheres e as evidéncias
sugerem que essa configuragcdo seja biologicamente distinta da apresentagdo adulta,
pois, muito embora o tipo Kit selvagem da apresentacdo pediatrica mantenha niveis de
ativagdo Kit similar ao Kit mutante do adulto, a resposta a terapia padrado com Imatinib
¢ inferior, o que sugere que o mecanismo bioldgico envolvido, responsavel pela
oncogénese, quica, possa ser alternativo (MONTAGNINI et al, 2006; JANEWAY et al,
2007; QUEK; GEORGE, 2009).
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A apresentagdo familiar tem sido reportada na literatura na condi¢do de mutagdes
herdadas em Kit e PDGFRa, possivelmente, como uma heranga autossémica dominante.
As familias afetadas com esse subtipo podem apresentar: doenga multifocal e, em certos
casos, associadas a hiperpigmentacdo cutdnea e de membrana mucosa; doenca dos
mastdcitos; urticaria pigmentosa; e hiperplasia fusiforme difusa no plexo mioentérico

do trato gastrointestinal (QUEK; GEORGE, 2009).

Carney (1999 apud QUEK; GEORGE, 2009) reportou uma associacao entre GIST
gastrico, condromas pulmonares e paraganglioma extra-adrenal, cuja associa¢do
compoe a triade de Carney, que consiste em uma sindrome tumoral familiar rara, tipica
de mulheres jovens, e de mecanismo genético desconhecido. De acordo com Corless;
Fletcher; Heinrich (2004), os estudos preliminares a respeito da triade de Carney

sugerem que o GIST em questdo ndo ancore mutagdes em Kit ou PDGFRa.

O estudo de Miettinen; Lasota; Sobin (2005) ao analisar 44 pacientes concluiu que
GIST em pacientes jovens ndo esta associado a neurofibromatose tipo 1 ou ocorréncias
familiares e, somente um paciente possuia evidéncias da triade de Carney, sugerindo
que a sindrome ndo esta associada a maioria dos casos de GIST de inicio precoce.
Todavia, o estudo afirma que existe uma similaridade demografica proxima nos
pacientes portadores de GIST pediatrico géstrico, com ou sem sinais, ou triade de

Carney, o que sugere que esses grupos, talvez, estejam relacionados.

No que concerne a fatores de risco para GIST, at¢ o momento, diferente da
maioria das neoplasias malignas, inexistem associagdes confirmadas que favorecam o
aparecimento da doenga, mesmo para comportamentos sabidamente carcinogénicos, tal

qual o consumo de fumo e alcool (AGIST, 2011).

A localizagdo primaria das lesdes, em termos gerais, apresenta a seguinte ordem:
estomago (50 - 70%), intestino delgado (20 — 30%), intestino grosso (10%), reto e anus
(7%) e esdfago (5%). Retroperitonio, omento, mesentério e outros segmentos do trato
digestivo raramente sdo sitios para GIST. Figado e mesentério sdo locais habituais de

metastases, sendo as linfonodais bastante infreqiientes, podendo, todavia, albergar sitios
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primarios de lesdo. O recente reconhecimento de positividade para Kit em células
semelhantes as células intersticiais de Cajal sugere que tais unidades estdo mais
difundidas no organismo do que observamos, podendo contribuir para a difusdo de
GIST externamente as paredes gastrointestinais (MONTAGNINI et al, 2006;
DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; BRACONI; BRACCI; CELLERINO, 2008; QUEK;
GEORGE, 2009; CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004).

Sinais e sintomas de GIST dependem do sitio primario da lesdo, porém,
invariavelmente, estdo relacionados ao trato gastrointestinal e ao efeito de massa dentro
da cavidade abdominal, podendo acarretar: saciedade precoce, desconforto, sintomas
secundarios oriundos de sangramento tumoral e anemia associada, massa palpavel,
ulceragdes de mucosa, obstru¢do intestinal, perfuracdo, disfagia, ndusea, vomitos, perda

de peso e distensao abdominal (MONTAGNINI et al, 2006; QUEK; GEORGE, 2009).

Hodiernamente, ao invés de segregar GIST em benignos e malignos, considera-se
que todos tenham potencial de malignidade. Os indices mais aceitos para predizer o
desfecho, dentre os diversos elementos analisados, sdo: tamanho e taxa de mitoses.
Além desses parametros histologicos, fatores clinicos e patologicos adicionais t€m sido
descritos como influenciadores da sobrevida global e/ou da progressao livre de doenca:
localizagdo tumoral, sexo masculino, ressec¢cdes R1 ou ruptura de tumor e, em menor
grau, o subtipo da célula patolégica (QUEK; GEORGE, 2009; DIRNHOFER;
LEYVRAZ, 2009).

2.3.1. CKIT E PDGFRa

O progresso clinico na abordagem da doenca, at¢ entdo refratdria a terapias
sistémicas, deu-se a partir da descoberta do papel dos receptores de tirosino quinase,
KIT e PDGFRa, no processo de oncogénese. Ambos sdo glicoproteinas transmembrana
homologas e pertencem a subclasse III da familia de receptores de tirosino quinase,
cujas apresentacdes caracteristicas sdo (Figura 2.3): a presenca de cinco dominios
semelhantes ao das imunoglobulinas no dominio extracelular, que se conecta ao
dominio citoplasmatico através de uma regido transmembrana; dominio citoplasmatico

com regido justamembranar; e dominio tirosino quinase divido em regido de
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ancoramento de adenosina trifosfato (TK1) e regido fosfotransferase (TK2). A presenca
de 70 a 100 residuos de inser¢do de dominio quinase, longos e hidrofilicos, na regido
citoplasmatica tem importante papel na geragdo de sinais (FLETCHER; RUBIN, 2007;
CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004; SAFDAR; SHER, 2007; LASOTA;
MIETTINEN, 2008).
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Figura 2.3 — Ativa¢do do receptor por mutacoées de
ganho funcional (pontos azul, amarelo e vermelho)
independente do ancoramento do ligante (L) induzir
dimerizacido do receptor, autofosforilacio de tirosinas e
causar ativacdo das vias de sinalizacio a jusante.
Localizacio de mutacdes primaria (esporadico e
hereditario) e secundaria (detectado durante
tratamento) de receptor alpha de KIT e PDGFRa esta
indicada pelos pontos azul, amarelo e vermelho,
respectivamente.
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KIT, de 145-kd, ¢ expresso através do proto-oncogene C - KIT, localizado no
cromossomo 4ql1-21, que codifica a proteina CD117 (C - KIT). Atua como receptor
para SCF - stem cell factor — o qual apresenta diversas designagdes na literatura, tais
como: fator de crescimento de mastocitos (COPELAND et al, 1990; ANDERSON et al,
1990 apud SAFDAR; SHER, 2007), ligante kit (HUANG et al, 1990 apud SAFDAR;
SHER, 2007) e fator de ago (WITTE et al, 1990 apud SAFDAR; SHER, 2007). Trata-se
de um homodimero ndo covalente, composto de dois protdmeros ligeiramente
encravados que atuam por dimeriza¢do através de interagdes polares e apolares. O
ancoramento de SCF em KIT induz uma rapida e completa ativacdo, por meio de
autofosforilagdo, da tirosino quinase catalitica para transdu¢do de sinal (ZHANG, Z. et
al, 2000; CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004; SAFDAR; SHER, 2007;
DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009).

Tal fato culmina com a cascata de fosforilagdo dos residuos de tirosina ocorrendo
em multiplas moléculas de sinalizagdo a jusante e ativagdo de percursos de transdugdo
de sinais como Ras / MAP quinase, Rac / Rho-JNK, PI3K / AKT e das redes de
sinalizacdo SFK/STAT (LASOTA; MIETTINEN, 2008).

O percurso do fosfatidilinositol — 3 — quinase (P13 K), composto por uma
subunidade regulatéria e uma catalitica, interage sobre C-KIT levando a ativacdao de
AKT, uma proteina moduladora da fun¢do de numerosos substratos envolvidos na
regulacdo da sobrevivéncia celular, progressdao do ciclo celular e crescimento celular
(Figura 2.4). Em seguida da-se a inibicdo de Bad, um fator pr6 apoptotico, promovendo,
assim, em ultima instancia, a sobrevivéncia celular (LASOTA; MIETTINEN, 2008;
VARA et al, 2004).
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Figura 2.4 — Ativacdo da proteina tirosino quinase.
PI3K é recrutado a membrana por ancoramento
direto, acarretando em ativacdo alostérica da
subunidade catalitica. A ativacdo resulta na
produc¢io do segundo mensageiro PIP3, cujos
produtos lipidicos recrutam uma série de proteinas
sinalizadoras, incluindo Akt, a qual media a ativacido
e inibicio de diversos alvos, resultando em
sobrevivéncia celular, crescimento e proliferacao,
através de diversos mecanismos.

Em suma, a estimulagdo desregulada do receptor de tirosino quinase que cursa
com a ativagdo da via supracitada, mais JAK ¢ MAP, promove a proliferagio celular,
crescimento tumoral e inibicdo de apoptose (BRACONI; BRACCI; CELLERINO,
2008).

Pelo fato de C - KIT desempenhar importante papel na eritropoiese, linfopoiese,
desenvolvimento e funcdo dos mastdcitos, gametogénese e melanogénese e, estar
envolvido, intimamente, com a regula¢do da divisdo celular, suas alteragdes tém sido
implicadas na origem de alguns neoplasmas humanos, como: tumores de mastocitos,
tumores de células germinativas, carcinomas de ovario, melanomas malignos, cancer de
pulmdo de células pequenas, neuroblastoma, carcinoma de mama e GIST, sendo que,
somente nesse ultimo grupo de tumores, detectou-se mutagdes no dominio
justamembranar (SAFDAR; SHER, 2007; GONZALES et al, 2004; HIROTA et al,
1998).
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De acordo com Lasota e Miettinen (2008) as seguintes mutagdes ja foram
identificadas em KIT e PDGFRa em GIST: delegdo, substituicao, duplicacao, insergdo e
mutagdo complexa, incluindo delecdo - inser¢do. Tais mutagdes podem ser classificadas
em primdria e secundaria. A primeira ocorre quando a mutagdo ¢ detectada em tumores
ainda ndo tratados com inibidores de tirosino quinase e a segunda ocorre no decorrer da
terapia. Chen et al (2004) apontam que, tanto as mutagdes primarias quanto as

secundarias, afetam o mesmo alelo.

As mutagdes oncogénicas em KIT e PDGFRa ativam os receptores de tirosino
quinase através de uma fosforilagao constitutiva, as quais, de acordo com a localizacao,
podem ser divididas em duas categorias: mutacdes no dominio receptor regulatorio,
extracelular e justamembranar, as quais ndo afetam os aminoacidos que diretamente
formam o sitio enzimatico, mas sim as por¢des da molécula que regulam a atividade
quinase; ¢ mutagdes no dominio enzimatico, tirosino quinase um e dois (exon 13, 17
para KIT). Em GIST, a grande maioria das mutagdes ocorre no exon 11 e no exon nove.
O exon 11 ¢ responsavel pelo dominio justamembranar e mutagdes nesse dominio
afetam sua fun¢do regulatoria e promovem ativagdo quinase espontanea. Enquanto que
no exon nove, responsavel pelo dominio extracelular, alternativamente, as mutagdes
podem, ao romper a antidimerizagdo, levar a uma homodimerizagdo espontanea do
receptor. Ademais, mutacdes no exon nove de KIT parecem ter sinalizagGes
intracelulares mais diversas do que as do exon 11 (LONGLEY; REGUERA; MA, 2001;
LASOTA; MIETTINEN, 2008; DUENSING et al, 2004).

Em PDGFRo as mutagdes primarias ocorrem no exon 12, responsavel pelo
dominio justamembranar, € nos exons 14 e 18, responsaveis pelos dominios tirosino
quinase um e dois. Mutacdes secundarias foram descritas para: dominios tirosino
quinase um e dois de KIT (exons 13, 14 e 17); inser¢do quinase (exons 15 e 16); e

dominio tirosino quinase dois de PDGFRa (exon 18) (LASOTA; MIETTINEN, 2008).

Segundo Heinrich et al (2003) as mutagdes em KIT e PDGFRa aparentam ser
mecanismos oncogénicos alternativas e mutuamente exclusivos. Somente uma mutacao,

KIT ou PDGFRo, deve ser encontrada em GIST primdrio e em metastases
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subseqiientes. Lasota e Miettinen (2008) reportam, no entanto, tumores primarios com

mutagdes secundarias silenciosas em KIT, missence ou nonsense.

Estudos mutagénicos de KIT demonstraram que pequenas dele¢des, inser¢des, ou
mutacdes pontuais na regido justamembranar, cuja fungdo visa inibir a dimerizagao do
receptor na presenga de SCF, perturbam esse funcionamento, permitindo a dimerizacao
do receptor independentemente da presenca de ligante (CORLESS; FLETCHER;
HEINRICH, 2004).

No que concerne as freqiiéncias nas mutagdes do exon 11 existe um amplo
espectro que, segundo Corless; Fletcher; Heinrich (2004), varia de 20% a 92%, sendo os
de maior rendimento os oriundos de estudos baseados em cDNA obtidos de tumores
congelados. A pesquisa de Rubin et al descobriu mutagdes somaticas em 44 tumores
(92%), das quais 34 (71%) eram mutagdes em regido justamembranar. Na maioria dos
estudos com DNA gendmico extraido de tecidos tumorais embebidos em parafina o
espectro de freqliéncias foi bastante inferior, na faixa de 20% a 57% (CORLESS;
FLETCHER; HEINRICH, 2004; MOSKALUK et al, 1999; SINGER, 2002).

Delegdes e insercdes costumeiramente afetam a primeira por¢do do exon,
particularmente os cédons 557 ao 559. Mutagdes pontuais sdo limitadas a apenas quatro
coddons no interior do exon (557, 559, 560 e 576), ao passo que duplicagdes sdo

observadas proximas ao término do exon (CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004).

Lux et al (2000) foram os primeiros a descrever a mutacdo no dominio
extracelular de KIT: a inser¢do de seis nucleotideos que resulta na duplicagao de Ala501
e tir502. Tal mutacao foi confirmada por Hirota et al (2001) em alguns subconjuntos de
GIST e demonstrado que a isoforma resultante de KIT tem uma quinase

constitutivamente ativada.

A freqiiéncia de mutagdes no dominio quinase I em KIT ¢ consistentemente baixa,
variando de 0,8% a 4,1% e existem evidéncias de que essa mutagdo resulta, no receptor,
em ativacdo independente de ligante. Todavia ndo ¢ claro se a homodimerizacdo
espontdnea ¢ o mecanismo em questdio (CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004;
HEINRICH et al, 2003).
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Delegdes “in-frame” € o tipo mais comum de mutagao primaria de KIT em GIST,
tendo sido observadas quase que exclusivamente no exon 11. Consistem na perda de
trés a 30 ou mais nucleotideos e levam a dele¢cdes ou, em alguns casos, a delecdes-
insercdes. As substitui¢des unicas de nucleotideos sdo a segunda mutagcdo de KIT mais
comum em GIST e em sua grande maioria afetam o exon 11. Tipicamente, essas
mutagdes aglomeram-se em quatro codons, contudo outras substituigdes, em outras
localidades, ja foram observadas. Existem relatos na literatura de mutagdes de
nucleotideo unico nos exons 13 ¢ 17 (LASOTA; MIETTINEN, 2008; RUBIN et al,
2001; LUX et al, 2000).

Duplicagdes sdo o terceiro tipo mais comum de mutacdes de KIT em GIST e ja
foram identificadas no exon 9 e no exon 11, onde sdo estruturalmente heterogéneas. Seu
tamanho varia de um a 18 codons. Inser¢des em KIT sdo muito raras e somente foram
encontradas no exon 11, mais especificamente no cédon 558. Da mesma maneira,
enquadram-se as mutagdes complexas, em uma ou mais delecdes ou duplicacdes de
nucleotideos coexistem com pequenas inser¢des (LASOTA; MIETTINEN, 2008;
MOSKALUK et al, 1999).

Em PDGFRa a substitui¢ao tunica de nucleotideos sdo as mutagdes mais comuns,
sendo a maioria identificada no exon 18. Contudo, os exons 12 e 14 também podem ser
mutados, sendo esse ultimo de ocorréncia extremamente rara. Em seguida estd as
delegdes “in-frame” no exon 18 e 12. Duplicacdes e inser¢des sdo raras e somente trés
duplicagdes e uma inser¢ao foram identificadas em PDGFRa para o exon 12. Mutagdes
complexas foram reportadas para o exon 18 (LASOTA; MIETTINEN, 2008; LASOTA;
STACHURA; MIETTINEN, 2006; HEINRICH et al, 2003).

No que tange a localizacdo tumoral e o perfil mutagénico, sabe-se que uma grande
maioria das duplica¢des no exon 11 foram diagnosticadas no estdmago, enquanto que a
maioria das duplicagdes do exon 9 ocorrem no intestino, porém nenhuma correlacao
significativa entre essas mutagdes e¢ a morfologia do tumor foram estabelecidas.
Todavia, ¢ certo que os mutantes do exon 11 mais comumente sdo do tipo fusiforme que

epitelial (LASOTA; MIETTINEN, 2008; WARDELMANN et al, 2002).
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GIST do intestino delgado apresentam freqiiéncia duas vezes maior de mutantes
do exon 17 se comparados aos GIST gastricos e mutantes dos exons 9, 13 e 17
costumam ter morfologia fusiforme, muito embora existam descrigdes de variantes
epiteliais em GIST intestinais com essas mutagdes, o que se acredita representar uma
transformagdo maligna e, portanto, ndo deve ser considerada semelhante ao tumor
gastrico. As mutagdes de PDGFRa ocorrem quase que exclusivamente no estdmago e
omento, muito embora haja relatos de GIST intestinais e mesentéricos com essa
modificagdo (LASOTA, 2008 apud LASOTA; MIETTINEN, 2008; DIRNHOFER;
LEYVRAZ, 2009).

2.3.2.C-MYC

O oncogene MYC (C-MYC) tem sido descrito como elemento chave em
diversos processos carcinogénicos humanos e ¢, sabidamente, um importante regulador
da proliferagdo, crescimento, diferencia¢ao celular e apoptose. Presente em genomas de
diferentes organismos, de moscas a humanos, participa mais especificamente da
regulacdo do ciclo celular, parada do crescimento celular, adesdo celular, metabolismo,
biogénese dos ribossomos, sintese protéica e fungdo mitocondrial (CALGAGNO et al,

2008; VITA; HENRIKSSON, 2006; FERNANDEZ et al, 2003; OSTER et al, 2002).

Faz parte da familia de oncogenes MYC, sendo homologo do oncogene
retroviral v-Myc. Em roedores foram identificados os genes B-Myc e S-Myc e, em
neoplasias humanas, ja foram amplificados outros dois genes: N-MY C — amplificado de
neuroblastomas — e L-MYC - amplificado de carcinoma pulmonar oat cells
(SHEINESS; BISHOP, 1979; KOHL et al, 1983; SUGIYAMA et al.,, 1989;
MELKOUMIAN et al., 2002; NAU et al., 1985; INGVARSSON et al., 1988).

Localiza-se na regido cromossdmica 8q24.1, tem 3 exons, possui 5359 pares de
bases nucleotidicas e codifica uma fosfoproteina nuclear (ENTREZ GENE, 2008). Sua
transcricdo ¢ controlada por quatro promotores: PO, P1, P2 e P3, sendo a contribui¢do de
P1 da ordem de 75-90% e a de P2 da ordem de 10-25%, no que concerne a formagao de
RNAm citoplasmaticos de MYC (STEWART et al,, 1984; TAUB et al., 1984) O
promotor 3 colabora apenas com 5% e o promotor 0, presente apenas em humanos,

possui atividade semelhante (BENTLEY; GROUDINE, 1988; RAY; ROBERT-
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LEZENES, 1989).

Possui controle direto da replicagdo do DNA, uma vez que interage com o
complexo pré replicativo e localiza sitios precoces de sintese de DNA. Todavia, para
adquirir atividade de ligagdo ao DNA, necessita se heterodimerizar com MAX, uma
proteina expressa constitutivamente, sendo que os dimeros MYC/MAX ligam-se a
promotores especificos de genes alvo e, assim, estimulam suas transcri¢des (Figura 2.5)
(PERSSON; LEDER, 1984 apud CALGAGNO et al, 2008; DOMINGUEZ-SOLA et al,
2007 apud CALGANO et al, 2008; COWLING; COLE, 2006 apud CALGANO et al,
2008).
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Fonte: CALGAGNO et al, 2008.

Figura 2.5 — Ativacdo dos genes alvo de
MYC pela intera¢io entre MYC/MAX ou
repressiao por MAD/MAX.

MYC/MAX, além de ativar a transcricdo, promovem proliferacdo celular e
transformacgdo. O gene para a proteina MAX, a despeito do estadgio de proliferacao
celular, € expresso em niveis basais e, na forma de homodimero, pode bloquear o efeito
biologico do complexo supracitado por ocupagdo competitiva dos sitios de ligacao.
Nesses termos, em células quiescentes (Go), onde os niveis de MYC sdo minimos, esta
favorecida a formagdo de homodimeros de MAX e, conseqiientemente, a repressao da
transcri¢do. (DANG, 1999). Todavia, em resposta a estimulos para crescimento celular,
os niveis de MYC se clevam demasiadamente, facilitando a formagao dos
heterodimeros MYC/MAX, os quais, por sua vez, podem ativar a transcricdo de genes

de crescimento celular. O complexo MAD/MAX, formado com outra proteina, reprime
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a transcrigdo e bloqueia as transformagdes induzidas por MYC (MARIS; MATTHAY,
1999).

Fatores de crescimento e componentes da matriz extracelular, bem como fatores
internos de ativacdo do ciclo celular regulam a atividade de MYC, sendo, durante o
desenvolvimento embriondrio normal, essencial a expressdo de MYC (FERNANDEZ et
al., 2003). A proteina MYC e seu RNAm tem meia-vida efémera, sendo ambos
expressos em niveis constantes durante o ciclo celular. A fosforilagio de MYC também
¢ descrita de forma invaridvel ao longo do ciclo celular (HANN et al., 1985;

THOMPSON et al., 1985).

Dentre os varios tipos de canceres em que o gene MYC esta implicado, destaca-
se o cancer gastrico, cuja participacdo parece ser fundamental no processo
carcinogénico. A amplificagdo do 16cus C-MYC pode ser um preditor de agressividade
e desfecho desfavoravel no adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal, além de ter
importante papel no desenvolvimento e progressao dessa neoplasia (CALGANO et al,

2010)

Calgano et al (2005, 2006) observaram que a amplificagio de MYC ¢ uma
alteracdo genética comum em amostras de adenocarcinoma gastrico de individuos do
norte do Brasil, variando o ganho de MYC na faixa de 43% a 83% das células em
paciente com mais de 40 anos. Tal estudo sugere inclusive que a alteracdo clonal de
MYC seja considerada como um fator de risco para o cancer gastrico (CALGANO et al,

2010).

A presenca de metdstases esta associada com maior expressdao de MYC, sendo
detectados maiores niveis de RNAm de MYC nesse estagio de doenga do que em lesdes
primarias. (KOZMA, 2001; YANG,2004; ONODA, 1996). Han et al (1999) detectaram
que pacientes com expressao de altos niveis de MYC possuem sobrevida livre de
doenca comprometida, o que sugere que a expressao de MYC pode representar um

subtipo agressivo de cancer gastrico (CALGANO et al, 2008).

O estudo de Tatsuta et al (1994) avaliou a expressao de RNAm de MYC por

hibridizagdo in situ de 31 lesdes géstricas. Os pacientes com lesdes limitrofes com ou
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sem super expressao de MY C foram acompanhados por endoscopias seriadas e biopsias
gastricas. Os resultados apontaram que 46% dos pacientes com lesdes elevadas tinham
super expressao de MYC e adenocarcinoma, ao passo que, em pacientes com lesdes
elevadas sem super expressdo de MYC, nenhum céncer foi encontrado. O periodo de

acompanhamento dos pacientes foi em média de 15 meses (CALGANO et al, 2008).

Desregulacao de MYC

MYC regula a transcricdo dos seus alvos através de diversos mecanismos:
recrutamento de histonas, proteinas moduladoras de cromatina, fatores de transcricdo
basais e metiltransferase de DNA. Os produtos protéicos dos genes alvos de MYC
medeiam os efeitos a jusante, sendo MYC rapidamente degradado quando MAX
dimeriza com a familia MAD - antagonistas de MYC - Tal controle pode ocorrer na
transcricdo (iniciacdo e elongacdo), pods transcricdo (translacdo e estabilidade de
RNAm), ou pos translacao (estabilidade protéica) (AYER; KRETZNER; EISENMAN,
1993; SEARS, 2004; MCMAHON, 1998 apud CALGANO et al, 2008).

Segundo Prochownik e Li (2007) a oncoproteina MYC, somada ao seu papel
transformador direto, pode mediar instabilidade gendmica por meio de espécies reativas
de oxigénio, ou pela promog¢do de instabilidade cromossdmica total, levando a
tetraploidia e aneuploidia. MYC ao induzir iniciagdo incorreta da replicagdo, quebra de
DNA, alteracdes em seu reparo e mutagdes pontuais, causa remodelamento da
configuracdo nuclear 3D de telomeros e cromossomos, criando, dessa forma, condi¢des

topologicas para instabilidade genomica (LOUIS, 2005).

As alteragbes em MYC s3ao amiude induzidas por: mutagdes pontuais,
amplificacdo génica, transloca¢do cromossdmica, inser¢do viral no locus de MYC,
resisténcia a proteina MYC por protedlise mediada por ubiquitina e transcri¢do, ou
translacdo aprimorada por vias sinalizadoras de outros oncogenes (VITA;

HENRIKSSON, 2006).

A super expressdo de MYC esta associada com mais de 50% dos canceres
humanos e ¢ freqiientemente associada a um pior prognostico e fenotipos mais

invasivos. Evidenciou-se que a expressao desregulada de MYC pode levar ao
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crescimento celular e angiogénese, reduzir adesdo celular, promover metastases e
instabilidade gendmica. Por outro lado, a perda da proteina MYC ndo somente inibe a
proliferagdo e o crescimento celular, mas também acelera a diferenciacdo, aumenta a
adesao celular e leva a uma resposta excessiva a danos do DNA. Tais fatos, amparados
em estudos em modelos animais, sugerem MY C como um alvo potencial para terapia de
canceres humanos. Todavia, ainda ¢ incerta se essas drogas serdo uteis (BURBANO et

al, 2006; ADHIKARY:; EILERS, 2005).

2.3.3. MARCADORES MOLECULARES

Sao proteinas, ou porgdes de proteinas, oriundas do tumor, sangue, ou outros
materiais biologicos, produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo em resposta
a doenca. Funcionam como indicadoras da presenca de cancer, uma vez que sua
apari¢do, ou variagdo de concentragdo estdo relacionadas a origem e desenvolvimento

de células neoplésicas (ALMEIDA et al, 2007; CAPELOZZI, 2001).

Sua afericdlo ou caracterizagdo se dd por meios bioquimicos,
imunohistoquimicos e por testes genéticos, os quais podem detectar: oncogenes,
alteracdes genéticas e genes supressores de tumor. Além de auxiliar enquanto método
diagnostico, tais marcadores servem também para estadiamento, avaliagdo de resposta

terapéutica, ocorréncia de recidivas e desfecho clinico (ALMEIDA et al, 2007).

2.3.4. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Cerca de metade dos casos de GIST sao diagnosticados em pacientes clinicamente
sintomaticos, sendo que 2/3 queixam-se de sintomas inespecificos devido a massa
abdominal ou ruptura de tumor. Cerca de 1/5 dos tumores ¢ descoberto incidentalmente
por endoscopia, métodos de imagem ou cirurgias por outras razdes e, em torno de 1/10,
por autopsia. (DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; DEMETRI et al, 2007). Em casos de
suspeita de GIST, a ultrassonografia endoscopica ¢ uma ferramenta bastante 0til, por

permitir a realizagdo de biopsias dirigidas (SINAIS, 2011).

A suspeita diagndstica ocorre, amiude, pela avaliagdo histologica, posto que a

grande maioria dos casos possui apresentacdo notavelmente uniforme, sendo descritas
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na literatura trés apresentagdes possiveis: tipo fusiforme (70%), tipo epitelidide (20%) e

tipo misto (Figura 2.6) (FLETCHER et al, 2002).

Fonte: FLETCHER et al, 2002.

Figura 2.6 — Tipos histologicos: fusiforme, epitelidide e misto,
respectivamente.

O tipo fusiforme ¢ composto por células eosinofilicas relativamente uniformes,
dispostas em fasciculos curtos, sendo o citoplasma mais palido e o niicleo mais ovoide
ou curto e, freqiientemente, com uma cromatina vesicular, quando comparados ao
usualmente observado em neoplasias de musculo liso. Os de tipo epitelidide sdo
compostos por células redondas com citoplasma de eosinofilia varidvel, até mesmo
ausente, mas, semelhante as de tipo fusiforme, tendem a apresentar nucleos redondos a
ovoides com cromatina vesicular. Este tipo de tumor, particularmente, apresenta uma
arquitetura aninhada, o que aumenta o risco de confundi-los com neoplasias epiteliais
ou melanociticas. As lesdes mistas podem exibir transicdes abruptas entre os dois tipos

citados, ou uma mistura complexa desses tipos celulares (ibid).

O diagnostico final, todavia, é determinado por estudo histolégico e imuno-
histoquimico através de biopsias das lesdes, ou do estudo das pegas resultantes da
resseccdo cirargica. Dentre os marcadores para diagnostico diferencial dos tumores
mesenquimais, destacam-se: CD34 (glicoproteina da superficie celular presente em
células precursoras de tecido mieldide e linfoide, presente em 60 a 70% dos GIST e
ausente em tumores de origem epitelial); CD 117 ou C - KIT (receptor da membrana
tirosino quinase. Presente em até 95% dos casos ¢ considerado o marcador mais
importante, sendo sua presenga obrigatoria para o diagnostico); actina (marcador
especifico de células nervosas, presentes no leiomioma e no leiomiosarcoma. Nao ¢

especifico de células musculares, podendo estar presente em 15 a 60% dos GIST);
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Proteina S-100 (marcador especifico de células nervosas, presente no schwannoma e no

GANT e ausente no GIST) (Tabela 2.3) (SINAIS, 2011).

TABELA 2.3 — Esquema imuno-histoquimico para diagndstico diferencial de células
tumorais fusiformes do trato gastrointestinal.

Kit (CD 117) CD 34 ACTINA DESMINA S-100
GIST + +(60% a 70%) +(50% a40%) Muitoraro 5% +
Tumor de musculo liso - +(10% a 15%) + + Raro
Schwanoma - + - - +
Fibromatose Incerto* Raro + Céls. Raras

* A maioria, mas nem todos os autores relatam que Fibromatose é negativa para Kit.

Fonte: Adaptacdo de FLETCHER et al, 2002.

Em 2007 os GIST foram classificados, de acordo com as diretrizes do National
Comprehensive Network Cancer, em relagdo ao risco de progressdo da doenca, indice
mitdtico, localizagdo e tamanho tumoral (Tabela 2.4) (Liegl, Hornick, Lazar (2009)
apud CERSKI, 2010).

TABELA 2.4 — Risco de progressdo da doenca em GIST de acordo com o
indice mitotico, tamanho e localizagdo da neoplasia.

Parimetros Tumorais Risco de Progressio da Doenca (%0)
Tamanho Gastrico Duodeno Jejuno/Tleo Reto
=X em 0 0 0 0
indi Muito
n. -:'e 2<5 cm baixo Baixo (8.3) Baixo (4.3) Baixo (8.3)
Mitotico (1.9)
= 5 por 3210 Baixo Drados Moderado Dados
S0 CGA cin (3.6) Insuficientes (24) Insuficientes
Moderado e : o,
10 e ;l[D]d""“‘* Alito (34) Alto (52) Alto (57)
2 o 0 Elndii. - Alto Alto (54)
suficientes
Indice —_— Mederado Rp— P —
Mitotico 2<5cm (16) Alto (50) Alte (73) Alto (52)
= 5 por 5 =10 35y Dados sy Dades
50 CGA cin it ) Insuficientes ) Insuficientes
10 cm Alte (88) Alto (86) Alte (90) Alto (71)

Fonte: Liegl, Hornick, Lazar (2009) apud Cerski, 2010.
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Atualmente a terapia de GIST depende de sua situagdo em relagdo a possibilidade
ou ndo de ressec¢do tumoral. Tal como outras neoplasias solidas, possui o indicador
clinico patologico de estadiamento proposto pela American Joint Committee on Cancer,
conhecido como TNM (tumor, ndédulo, metastase) (ANEXO B). Existindo essa
possibilidade, a cirurgia permanece como tratamento padrio e deve ter como meta
extirpar completamente o tumor, preservando a pseudo-capsula, com margens
microscopicas negativas. Todos os esforcos devem ser executados para garantir a
auséncia de doenga residual, todavia margens excessivamente amplas ndo se mostram
benéficas. A abordagem laparoscopica pode ser realizada para tumores pequenos a
intermedidrios, menores que cinco centimetros. A linfadenectomia ¢ justificavel
somente para os casos em que haja evidente comprometimento linfonodal, posto que
GIST raramente sdo implicados em metastases pelos linfonodos, sendo a via
hematolégica, usualmente para o figado, a via de disseminacdo preferencial
(LINHARES; VALADAO, 2006; DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; GOLD;
DEMATTEO, 2006).

Tumores de tamanho inferior a dois cm, sem possibilidade de diferenciagdo
diagnodstica, podem ter conduta expectante, desde que sejam reavaliados a cada trés
meses e, em caso de crescimento, a cirurgia deve ser indicada. Se maiores que dois cm,
ou confirmados como GIST, a cirurgia esta indicada por conta dos riscos de
malignidade da lesdo. Nao se preconiza quimioterapia e radioterapia convencionais,

uma vez que para essas neoplasias a resposta nao ¢ satisfatoria (SINAIS, 2011).

Para o tratamento de doenga avangada, terapia neo-adjuvante, ou terapia adjuvante
utiliza-se o mesilato de imatinib, uma pequena molécula inibidora de tirosino quinase
com potente atividade contra o receptor transmembrana KIT. Ele ocupa o ATP “binding
pocket” de KIT, protegendo assim a fosforilacdo do substrato, sinalizagdo a jusante e
inibe a proliferacdo celular e sua sobrevivéncia. Apresenta maior responsividade a
mutagdes no exon 11 do que no 9 e deve ser substituido para a segunda linha de
tratamento, sunitinib, ap6s progressdao de doenga mesmo com altas doses de imatinib, ou
intolerancia ao medicamento de primeira linha. O sunitinib € um inibidor multiquinase e
representa o tratamento padrdo aos pacientes refratarios ao imatinib. Atualmente, além

dos inibidores de tirosino quinase, estudam-se estratégias terapéuticas anti-
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angiogénicas, estando esses agentes, no entanto, ainda no plano das investigacdes
clinicas (QUEK; GEORGE, 2009; ITALIANO; BUI, 2008; DIRNHOFER; LEYVRAZ,
2009, BRACONI; BRACCI; CELLERINO, 2008).

Apos a cirurgia, o paciente deve ser controlado clinica e laboratorialmente e,
também, por meio de exames de imagem (e.g: Tomografia computadorizada,
Ressondncia magnética por imagem, Tomografia por emissdo de pdsitrons e Ultrassom)

visando avaliar se houve recorréncia local ou metastases (AGIST, 2011).

2.3.5. TERAPIA GENICA

A doenga neopldsica ¢ oriunda do acimulo de mutagdes decorrentes,
principalmente da exposi¢dao a agentes genotdxicos do meio ambiente, sendo esse um
evento progressivo ¢ didaticamente dividido em duas fases: iniciagdo e promog¢do. A
primeira fase caracteriza-se pela ocorréncia da mutagdo, bem como pela alteragdo da
velocidade de divisdo celular, ja a segunda consiste na evolucdo do processo, onde o
tumor tornar-se-4 observavel. Os descendentes desta célula mutada recebem a
denominac¢do de clones neopléasicos (SQUIRE et al., 1998; VOGELSTEIN, KINZLER,
1998).

Oncogenes, genes de estabilidade e genes supressores de tumor, sdo os alvos da
carcinogénese. Mutagdes em seus sitios representam fator critico para desenvolvimento
de doenca neoplasica (YANG et al, 2010). Nesses termos, na ultima década, diversos
receptores de tirosino-quinases foram identificados enquanto participes ativos na
patogénese de variados canceres humanos, com destaque para EGRF, ERRB-B2, K -

RAS e C - MYC (QIN et al., 2006; HOPFNER; SCHUPPAN; SCHERUBL, 2008).

Hodiernamente, medicamentos que atuam em proteinas envolvidas na regulagdo
da proliferacdo e/ou apoptose celular sdo a vanguarda nas terapias contra o cancer. Tal
abordagem: sobre as diversas vias de sinalizacdo que compde o processo tumoral,
combinadas a terapias convencionais, t€m um futuro extremamente promissor (VITA,

HENRIKSSON, 2006).
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O gene MYC tém sido amplamente estudado, tornando-o um dos genes mais
cobicados enquanto alvo para as terapias anti-cancer. O motivo principal que o torna
digno de tal papel, baseia-se no fato de que as proteinas transcritas por ele sdo
fundamentais para regular: prolifera¢ao celular, apoptose e diferenciacdo. Uma vez que
sua acdo se dd em diferentes niveis, as estratégias terapéuticas poderiam atuar tanto
inibindo a via de proliferacdo celular quanto aumentando a de apoptose. Além disso,
julgando que o gene MYC esta implicado em uma gama de tumores, o desenvolvimento
de drogas especificas para esse gene poderdo beneficiar um grande niimero de pacientes

(ibid).

Sendo assim, ¢ de grande importancia elucidar o papel dos oncogenes na
carcinogénese, posto que tais descobertas fomentardo o desenvolvimento de novas
linhas terapéuticas, melhorando sobremaneira o tratamento € manejo das diferentes

neoplasias humanas (ibid).

A andlise genética e citogenética ganham a forga, & medida que se fazem
necessarios a realizagdo de diagnodsticos cada vez mais precoces e buscam-se bases cada
vez mais solidas para explicar as alteracdes ao nivel de células, tecidos, o6rgdos e

sistemas (KOWALSKI et al., 2006).

No que tange GIST, para a patologia molecular, o desafio atual é compreender a
progressdo da doenca apesar do uso de inibidores de tirosino quinase, os quais, para
alguns pacientes, demonstram-se bastante eficazes com beneficios clinicos duraveis.
Sabe-se que os mecanismos de resisténcia estdo relacionados ao surgimento de

mutagdes secundarias nos receptores de tirosino quinase (ITALIANO; BUI, 2008).
3. CASUISTICA E METODO
- Tipo de Estudo:
O método utilizado na pesquisa foi o epidemiologico, descritivo, do tipo
transversal de fonte secundaria, tendo sido submetido a apreciagio do Comité de Etica e

Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. Todos

os pacientes da presente pesquisa foram estudados segundo os preceitos da Declaracao
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de Helsinque e do Codigo de Nuremberg, respeitadas as Normas de Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude.

- Local do Estudo:

A pesquisa foi realizada no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(HUJBB), Laboratério de Anatomia Patoléogica do HUJBB e Laboratorio de

Citogenética Humana da Universidade Federal do Para.

- Populacio de Referéncia e de Estudo:

A populagdo do estudo conteve os pacientes atendidos no Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto com diagnostico imunofenotipico de GIST, no periodo de 1999
a 2009. Foram compilados os dados de todos os pacientes que se integraram nos
critérios de inclusdo e exclusdo desta pesquisa, atendidos no periodo estabelecido.
Foram verificados 12 prontuarios, dos quais apenas 09 tinham diagnostico
imunofenotipico de GIST. Destes, 02 foram excluidos por preenchimento
incorreto/incompleto  de informagdes médicas e/ou por auséncia de laudo

imunofenotipico que confirmasse a presenca de GIST.

- Periodo ao qual o projeto destinou-se a pesquisar:

A pesquisa obteve informag¢des dos pacientes atendidos no periodo de janeiro de

1999 a outubro de 2009.

- Critérios de inclusao:

e Ter sido atendido no HUJBB no periodo de janeiro de 1999 a outubro de 2009;

e Possuir diagndstico de GIST confirmado por imunofenotipagem.

- Critérios de exclusio:
e Na3o apresentar comprovagao imunofenotipica de GIST;

e Todo prontudrio cuja andlise esteja prejudicada pelo mal preenchimento dos
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dados clinico-cirurgicos do paciente;
e Auséncia de outras neoplasias diagnosticadas;
- Variaveis a serem estudadas

No estudo, foram analisadas as seguintes variaveis (APENDICE B): sexo, idade

dos pacientes, localizagdo tumoral, padrao histopatolégico e amplificagdo de C - MYC.

3.1. OBTENCAO DA AMOSTRA

As amostras foram obtidas através de laminas histologicas a partir de blocos
parafinados, oriundos do Laboratorio de Imuno-histoquimica do Servico de Anatomia
Patologica do HUJBB, sendo em seguida submetidas ao FISH no Laboratorio de

Citogenética Humana da Universidade Federal do Para.
3.2. HIBRIDIZACAO POR FLUORESCENCIA IN SITU (FISH)

Nucleos interfasicos tumorais, fixados em ldminas histologicas, foram
hibridados com sonda unica, comercial, diretamente marcada para a regido do gene
MYC (8qg24). O protocolo utilizado foi o de Pinkel et al. (1986) com modificagdes
introduzidas por Calcagno et al. (2005).

3.3. ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR

A analise citogenética molecular foi realizada em microscopio de fluorescéncia

OLYMPUS BX41, com filtro triplo DAPI/FITC/TRICT.

3.4. CAPTURA E ANALISE DE IMAGENS

Os sistemas de captura e de analise de imagens utilizado foi o da Applied

Spectral Imaging. Para cada amostra, foram analisados 200 nucleos interfasicos.
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3.5. CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS

Linfocitos de sangue periférico e células da linhagem HL60 foram utilizados

como controle negativo e positivo, respectivamente, para amplificacdo do gene MYC.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Nao submetido a tratamento estatistico por apresentar um nimero reduzido de

casos, limitando-se a descri¢cdo dos achados sob investigacao.

4. ASPECTOS ETICOS

O estudo levou em consideragdo os principios €ticos basicos das diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa em seres humanos. Foi submetido & avaliacdo do
Comité de Ftica em Pesquisa com seres humanos do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barretos, filiado ao CONEP (Comité Nacional de Etica em Pesquisa) de Brasilia
(DF), conforme resolucdo 196/96, havendo sigilo absoluto quanto ao meio de

identificagdao dos pacientes pertencentes a amostra estudada.

A presente pesquisa obteve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa na

reunido do dia 30/03/2010, protocolo n° 4113/09. (ANEXO A).

S. RESULTADOS

Foram analisadas amostras parafinadas de sete pacientes atendidos no HUJBB

com diagnostico imunofenotipico de GIST.

A tabela 5.1 apresenta o percentual de amplificagdes de C - MYC observadas
para cada caso estudado em relagdo a diferentes nimeros de alelos, bem como a
validagdo do método mediante a apresentacdo dos resultados obtidos para controle
negativo e para controle positivo. A analise levou em conta a observagdo de 200 células

em cada amostra analisada.
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O controle negativo apresentou 98,5% de amplificacao para dois alelos, ao passo
que o controle negativo obteve amplificagdo total da ordem de 85,5%, o que denota alta

amplificag¢do para C - MYC.

Em todos os casos observou-se marca¢ao em apenas dois alelos. Tal fato pode
ser considerado dentro dos padrdes de normalidade, se consideramos como patologico

uma perda superior a 10%, ou um ganho superior a 20%.

No caso sete, a despeito de uma amplificacdo da ordem de 89%, ndo podemos
considerd-la como patoldégica, uma vez que nao se observam perdas ou ganhos

relevantes nos outros casos analisados.

TABELA 5.1 — Percentual de amplificacdes de C - MYC observadas para cada caso
estudado, bem como a validacao do método mediante a apresentacdo dos resultados
obtidos para controle negativo e para controle positivo.

Numero de sinais/

CASOS

Porcentagem de nucleos

1 2 3 4 5 >6 HA®
Controle Negativo® 1 98.5 0.5 - - - -
Controle Positivo” 0 4 1.5 1.5 2 55 855
Caso 1 1 95 1,5 2,5 - - -
Caso 2 0,5 90 5 4,5 - - -
Caso 3 4 90 3.5 2,5 - - -
Caso 4 3,5 93 2,5 1 . - -
Caso 5 2 94,5 3 0,5 - - -
Caso 6 3,5 92,5 3 1 - - -
Caso 7 45 89 4,5 2 - - -

“Linfocitos; "Células HL60; °Alta amplificagao.

Fonte: O autor.
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A figura 5.1 expoe o ensaio de FISH para GIST e controles: negativo e positivo.

(a) (b) (©)

Fonte: O autor.

Figura 5.1. - Ensaio de FISH para GIST e controles: negativo e positivo. (a) Controle
negativo: nucleos de linfocitos em interfase apresentando dois sinais MYC; (b)
Controle Positivo: nucleos de células HL60 em interfase apresentando alteracio
numérica dos sinais de MYC; (c) GIST: nucleos em interfase apresentando dois sinais
de MYC.

A titulo de comparagdo acerca do que seria um resultado positivo para FISH,
citamos a publicagdo de RAIOL et al (2008) que investigou a inter relagdo entre
aberragdes numéricas do gene MYC e sua expressao protéica em individuos do norte do
Brasil com adenocarcinoma gastrico precoce. Os resultados obtidos demonstram trés
sinais e imunorreatividade de MYC em todas as amostras analisadas, o que levou os
autores a concluir que, no cancer gastrico precoce, as alteragdes numéricas de MYC
ocorrem no inicio da carcinogénese e, nesses termos, poderia ser utilizado como alvo

terapéutico (Figura 5.2).
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(a) (b)

Fonte: RAIOL et al, 2008.

Figura 5.2. — Ensaio de FISH para adenocarcinoma gastrico precoce e
células controle normais. (a) Controle negativo: niucleos em interfase
apresentando dois sinais MYC; (b) adenocarcinoma gastrico: nucleos em
interfase apresentando trés sinais de MYC.

No que concerne aos dados relativos a género, idade, localizacdo tumoral e

padrdo histopatologico, obtivemos o explicitado no quadro abaixo (Quadro 5.1).

1 F 50 RETROPERITONIO IGNORADO
2 M 59 ESTOMAGO FUSIFORME
3 F 61 ESTOMAGO FUSIFORME
4 F 47 ESTOMAGO FUSIFORME
5 M 20 INTESTINO GROSSO FUSIFORME
6 F 50  ESTOMAGO E OMENTO FUSIFORME
7 F 53 ESTOMAGO MISTO

Fonte: O autor.

Quadro 5.1. — Perfil dos casos analisados em relacio a género, idade, sitio tumoral e
padrao histopatoldgico.
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6. DISCUSSAO

Representando cerca de 1 a 3% de todos os tumores malignos do trato
gastrointestinal, GIST correspondem a 5% de todos os tipos de sarcoma e a 80% das
neoplasias mesenquimais do trato gastrointestinal (MONTAGNINI et al, 2006;
DEMATTEQO et al, 2000; JOENSUU et al, 2002). Sao responsaveis por um espectro de
tumores com extrema variagdo do ponto de vista clinico e patolégico e nenhum achado

histolégico ou parametro clinico pode predizer o progndstico (TORNILLO et al, 2005).

A maioria dos pacientes acometidos pela doenga possui mais de 50 anos, com
média de idade entre 60 e 70 anos, sendo incomum a instalacdo da doenga nos extremos
de idade, especialmente durante os 20 primeiros anos. O diagnostico ¢ feito em média
entre 55 e 63 anos e a freqiiéncia por género € relativamente equilibrada, sendo de 52%
em homens e 48% em mulheres, variando de acordo com raga, etnia, local geografico e
ocupacdo (MONTAGNINI et al, 2006; STEIGEN; EIDE, 2008; CICHOZ-LACH;
KASZTELAN-SZCZERBINSKA; SEOMKA, 2008).

Em nossa casuistica a maior parte dos pacientes enquadrou-se na faixa etaria
superior aos 50 anos, porém inferior a média descrita na literatura que, conforme
observado, gira em torno dos 60 aos 70 anos. Registramos apenas um caso em paciente
jovem e nossa média de detecg¢do diagnostica foi semelhante ao observado por outros
estudos. Ao contrario de outras publicagdes, no que concerne ao género, obtivemos um

predominio do sexo feminino (cinco pacientes em sete).

Tais observagdes acerca de sexo e idade demandam atengdo, haja vista estarmos
em uma regido reconhecidamente de alta incidéncia para neoplasias do trato digestivo,
em especial o adenocarcinoma gastrico. Raiol et al (2008) e Lima et al (2004) afirmam
que no norte do Brasil, o Estado do Para apresenta uma alta incidéncia dessa neoplasia e
sua capital, Belém, esta ranqueada como a 11* em termos de taxa de incidéncia de
cancer gastrico, dentre todas as cidades do mundo em que tais dados sdo disponiveis.
Leal et al (2011) em recente publicagdo acerca de alteracdes multiplas em linhagens de
cancer gastrico confirmaram a amplificacdo de MYC enquanto um dos mecanismos

mais comuns da oncogénese de tumores do estdmago. E necessario salientar que tais
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achados ndao podem, simplesmente, ser extrapolados para GIST, uma vez que se trata de

tumores diferentes no que concerne a origem e patogenia.

Em termos gerais, o sitio primario de acometimento da lesdo obedece a seguinte
ordem: estomago (50 - 70%), intestino delgado (20 — 30%), intestino grosso (10%), reto
e anus (7%) e esofago (5%). Mesentério, omento, retroperitonio e outras por¢des do
trato digestivo raramente sdo sitios para GIST. A recente identificacdo de positividade
para Kit em células semelhantes as células intersticiais de Cajal sugere que tais unidades
estdo mais difundidas no organismo do que comumente apreciamos, podendo contribuir
para a difusdo de GIST por fora das paredes gastrointestinais (MONTAGNINI et al,
2006; DIRNHOFER; LEYVRAZ, 2009; BRACONI; BRACCI; CELLERINO, 2008;
QUEK; GEORGE, 2009; CORLESS; FLETCHER; HEINRICH, 2004). Em nosso
estudo observamos, conforme a maior parte das publicacdes, predominio em topografia
gastrica, havendo apenas um caso para, respectivamente: retroperitonio, intestino grosso

e omento, sendo essa ultima associada ao estomago.

No que tange a avaliacdo histologica, a despeito de uma descri¢do ignorada,
observamos apenas uma descricdo de tipo misto, sendo todo o resto da amostra
classificado como fusiforme, corroborando a estatistica vigente. De acordo com Fletcher
et al (2002), a freqiiéncia dos padroes histologicos apresenta-se da seguinte maneira:

tipo fusiforme (70%), tipo epitelidide (20%) e tipo misto (FLETCHER et al, 2002).

Do ponto de vista epidemiologico, tais achados ndo devem ser interpretados com
significancia estatistica, dado ao limitado nimero de casos, sendo sugerida a execugdo

de novos estudos com esse perfil utilizando casuisticas maiores.

Aberracdes cromossomicas freqiientes tém sido identificadas por estudos
citogenéticos e por hibridizacdo gendmica comparativa, todavia os genes alvos dessas
modificagdes permanecem desconhecidos, bem como as possiveis associagcdes com o
comportamento clinico. At¢é o momento a literatura médica descreve, além das
aberragOes citogenéticas e das mutacdes em Kit e PDGFRa, as seguintes aberragdes
moleculares: perda de heterozigose de p16 e pl4, metilacdo de p15, perda homozigébtica

do gene Hox11L1 e amplificagdo de C-MYC, MDM2, EGFR1 e CCNDI.
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Hodiernamente, carecem informagdes sobre o papel dos oncogenes individualmente e

sua prevaléncia de amplificagdo (TORNILLO et al, 2005; YANG et al, 2008).

O oncogene MYC (C-MYC) ¢, sabidamente, um importante regulador da
proliferagdo, crescimento, diferenciacdo celular e apoptose. Participe da regulagdo do
ciclo celular, parada do crescimento celular, adesdo celular, metabolismo, biogénese dos
ribossomos, sintese protéica e fungdo mitocondrial, t€m sido descrito como elemento
chave em diversos processos carcinogénicos humanos (CALGAGNO et al, 2008;
VITA; HENRIKSSON, 2006; FERNANDEZ et al, 2003; OSTER; HO; SOUCIE;
PENN, 2002).

Tornillo et al (2005) investigaram através de FISH a amplificagdo génica de
HER2, EGFR1, ¢ - MYC, CCDNI1 e MDM2, obtendo resultado positivo para C - MYC
em apenas trés casos dos 90 analisados. O estudo concluiu, ao analisar os genes
individualmente, que amplificagdes dos genes CCND1 e MDM2 sdo detectadas apenas
em tumores malignos ou de alto risco, podendo ter relevancia prognostica em GIST,
enquanto que os outros genes - raramente amplificados - ndo demonstraram correlacao
com malignidade, sugerindo que outros proto oncogenes ainda desconhecidos poderiam
ser o alvo das amplificagdes. A pesquisa demonstrou que a amplificagdo génica ¢ um
evento freqliente em um subconjunto de GIST, no entanto ndo observou associacio
significativa entre a presenga de amplificagdo génica e o tipo histologico do tumor, bem

como em relacao a sua localizacao.

Yang et al (2008) estudaram o significado clinico potencial da amplifica¢dao dos
oncogenes: C-MYC, MDM2, GLI1, CDK4, HER2, EGFR1, CCNDI, FGF3 ¢ EMS
através de FISH e obtiveram, semelhante ao estudo supra citado, a amplificagcdo de C -
MYC em trés casos dentre 90 analisados. Os resultados obtidos demonstram que a
amplifica¢do génica ocorre em um subgrupo de GIST, com destaque para os oncogenes

MDM?2 e CCNDI.

A auséncia de positividade para amplificagdo de C - MYC no presente estudo, a
despeito da limitagdo numérica dos casos analisados, ¢ compativel com os resultados
obtidos por outros grupos com linhas de pesquisa semelhante, uma vez que nesses

grupos a amplificacdo de C — MYC também ndo foi expressiva, muito embora exista e
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possa ter algum papel relevante na evolugdo da doenga.

Entretanto, ¢ sabido que o oncogene C - MYC pode atuar na tumorigénese
através de outros mecanismos além da amplificacdo génica. Burbano et al (2006)
afirmam que, no cancer gastrico do tipo difuso, além da amplificacdio, MYC, pode
sofrer translocagdo. A oncoproteina MYC, somada ao seu papel transformador direto,
pode mediar instabilidade gendmica por meio de espécies reativas de oxigénio, ou pela
promocdo de instabilidade cromossdmica total, levando a tetraploidia e aneuploidia
(PROCHOWNIK; LI, 2007). MYC ao induzir iniciagdo incorreta da replicagdo, quebra
de DNA, alteragdes em seu reparo e mutagdes pontuais, causa remodelamento da
configuracdo nuclear 3D de teldmeros e cromossomos, criando, dessa forma, condigdes

topologicas para instabilidade genomica (LOUIS, 2005).

As alteragdes em MYC s3o amiude induzidas por: mutagdes pontuais,
amplificacdo génica, transloca¢do cromossdmica, inser¢do viral no locus de MYC,
resisténcia a proteina MYC por protedlise mediada por ubiquitina e transcri¢do, ou
translagdo aprimorada por vias sinalizadoras de outros oncogenes (VITA;
HENRIKSSON, 2006). A perda da proteina MYC também € nociva, pois, ndo somente
inibe a proliferacdo e o crescimento celular, mas pode acelerar a diferenciagdo,
aumentar adesdo celular e guiar uma resposta excessiva de danos ao DNA (BURBANO

et al, 2006).

O fato de nao terem sido evidenciadas em nossas amostras alteragoes numéricas
de C - MYC, ndo excluem a eventual participagdo desse importante oncogene na
carcinogénese de GIST. Nao obstante o pequeno nimero amostral, insuficiente para
excluir a existéncias de alteragdes numéricas, o mecanismo patogénico mediado por C -
MY C poderia decorrer de outros eventos genéticos, ndo identificaveis pelo método aqui
utilizado. Nesse sentido, cita-se a ocorréncia de translocag¢des, ou inser¢oes, conforme
descrito por Calcagno et al (2005) para adenocarcinomas gastricos do tipo difuso de
Lauren. Ressalta-se que translocagdes envolvendo o gene C - MYC constituem
importante mecanismo carcinogénico em outros tumores humanos, em especial no

linfoma.
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O conhecimento e adequada caracterizagdo de translocagcdes em outras
neoplasias, como leucemia mieldide cronica, proporcionaram o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas inovadoras, dirigidas a alvos moleculares especificos do tumor,
modificando inteiramente a abordagem terapéutica e seus resultados, com beneficios

incontestaveis aos pacientes.

Diante do exposto, ¢ mister estimular a investigagdo adicional da participag¢dao do
gene C-MYC na carcinogénese do GIST, sobremaneira, por meio da aplica¢do de outras

técnicas citogenéticas e moleculares.

E indubitavel que a vanguarda das pesquisas no campo da oncologia reside na
compreensao molecular da doenga, tornando-se essencial o desenvolvimento de estudos
que elucidem os mecanismos implicados em sua evolucao. Este ¢ um trabalho pioneiro

na literatura mundial investigando o gene C — MYC em pacientes portadores de GIST.

7. CONCLUSOES

Nao foram identificadas alteracdes numéricas do gene C - MYC nos casos de
GIST investigados. Todavia, em vista do limitado nimero amostral e da possibilidade
da carcinogénese mediada por C — MYC ser oriunda de outros mecanismos diferentes

da amplificacdo gé€nica, ndo se exclui a participacao desse gene na oncogénese de GIST.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na Resolucao N° 196 de 10/10/1996 do Conselho Nacional de Satide)

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com os de outros pacientes, ndo sendo
divulgada qualquer informagéo que possa levar a sua identificagao.

Titulo:

A proposta em estudo consiste em investigar a amplificacdo de C - MYC no GIST de pacientes
atendidos no HUJBB. Os resultados obtidos serdo preenchidos em protocolos de pesquisa e,
posteriormente, submetidos a analise estatistica, havendo casuistica adequada para tal.

Em qualquer momento do estudo o(a) paciente, seus responsaveis ¢ familiares tero acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa, para esclarecimento de duvidas.

O principal investigador é o Dr. Paulo Pimentel de Assump¢io CRM-PA 4743, que pode
ser encontrado no endereco: Al. Paulo Maranhao, 180 ou pelo telefone 81214274.

GARANTIAS

O (a) paciente tem a garantia de que seu nome nao sera divulgado no trabalho.
Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo.

Este trabalho sera realizado com recursos proprios dos autores.

Também nédo havera nenhum pagamento por sua participagao.

O pesquisador utilizara os dados coletados somente para esta pesquisa.

DECLARACAO
Declaro que compreendi as informagdes que li ou que me foram explicadas sobre o trabalho em
questao.
Ficaram claros para mim, quais sdo os propdsitos da pesquisa, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos.
Ficou claro também que minha participagdo ndo tem despesas.
Concordo voluntariamente em participar desse estudo podendo retirar meu consentimento a qualquer
momento sem necessidade de justificar o motivo da desisténcia, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste servico.

Belém, ,de de 20 .

Assinatura do paciente

Assinatura de testemunha
Declaro que assisti a explicag@o do autor da pesquisa a paciente, que compreendeu e retirou suas davidas,
assim como eu, sobre o que sera realizado na pesquisa.

Dr. Paulo Pimentel de Assumpgao

Declaramos que obtivemos de forma apropriada e voluntaria o consentimento livre e esclarecido deste(a)
paciente ou representante legal para participag@o no presente estudo.
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APENDICE B
QUESTIONARIO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

UFPA — INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - FACULDADE DE
MEDICINA

PESQUISA:

INVESTIGAGAO DA AMPLIFICAGAO DO GENE C-MYC NO GIST DE
PACIENTES ATENDIDOS NO HUJBB, NO PERIODO DE 1999 A 2009, EM
BELEM-PA

PROTOCOLO DE PESQUISA

Data da internacgdo: / /

Prontuario N°:
1. Sexo: ( ) M ( ) F

2. Idade: anos

3. Cor/Raca: ( ) Branco ( ) Negro ( ) Pardo ( ) Amarelo (
) Indigena

4. Municipio de nascimento: Unidade Federada
(UF):

5. Municipio de sua residéncia atual:

UF:

8. Etilista: ( )Sim ( ) Nao

9. Fumante: ( )Sim ( ) Néo

10. AMF: Historia de GIST na familia: () Nao ( )Sim
Grau do parentesco:
11. Co-Morbidades:

( ) Diabetes ( ) Hipertensao ( ) hipercolesterolemia ( )
hipertrigliceridemia ( ) Obesidade - IMC:
( ) Cirrose hepatica ( ) Outras:

12. Sinais/ Sintomas Clinicos pré-operatoérios:

( ) Saciedade Precoce ( ) Nauseas ( ) VOmitos ( ) Febre ( ) Massa

Palpavel ( ) Desconforto Abdominal ( ) Sangramento Tumoral ( ) Anemia
() Ulceragdes de Mucosa () Obstrugdes Intestinais ( )Perfuragdes (

) Disfagia () Perda de peso () Distensdao Abdominal( )

Outros:

13. Tempo de sintomatologia: (em meses)




14. Exames Pré-operatorios realizados:
( ) EDA

Computadorizada

Ressonancia Magnética

(

( ) Laparoscopia

) Rx

71

Torax

) Tomografia
) USG Abdémen e Pélvis

15. Cirurgia Realizada:

16. Tempo Cirargico: (em horas)
17. Achados Intra-operatorios:

( ) Sem achados () Com achados:

(

)

18. Sinais e Sintomas Clinicos Pds-operatorios:

() Auséncia de sinais e sintomas ( ) Ictericia

() Nauseas (

Vomitos ( ) Febre ( ) Desconforto Abdominal

Diarréia () Dor Abdominal difusa ( )

Outros:

(

) Mal-estar

)

19. Tempo do ileo paralitico: (em horas)

20. ComplicagbGes pos-operatorias:

( ) Sem complicagdes ( ) Fistula Pancreatica (

Esb6fago-Jejunal () Sepse ( ) Sangramento

fleo paralitico () Morte

) Fistula de Anastomose

(

) Pneumonia

(

)

(

)Outros:

21. Tempo de internacgao: (dias)
22. Data de alta: / /

23. Reoperacao: ( ) Sim ( ) Nao
Motivo

24. Diagnéstico Histopatologico:
() GIST - Tipo histoldgico:




25.

26.

27.

Estadiamento tumoral:
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Grau de diferenciagao

tumoral:

Resultado imunofenotipico do c-Kit:




ANEXOS
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ARUADER UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

ANEXO A

CEP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL

HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

TERMO DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Joao de Barros
Barreto da Universidade Federal do Para analisou 0 projeto de pesquisa
intitulado “Investigagdo de polimorfismos genéticos no Gist de
pacientes internados no HUJBB, no periodo de 1999 a 2009, em
Belém-Pa”, protocolo n°4113/09, sob a responsabilidade dos pesquisadores
Felipe Guilherme Hamoy Kataoka, orientagédo do Prof Dr.Paulo Pimentel de
Assumpgéo, obtendo APROVAGAO na reunigo do dia 02.02.2010, por estar de
acordo com a Resolugéo n°196/96 e suas complementares do Conselho

Nacional de Saude / Ministério da Salde do Brasil.
Situagéo: Aprovado.

Belém, 30 de margo de 2010.

odo Soares Felicio
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa/ HUJBBIUFPA

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HUJBBIUFPA
Rua dos Mundurucus, 4487 - Guama CEP. 66.073-000 Belém [ Para - Brasil Fone/Fax: (91)3201 6652/ PABX:
(91)3201 6600 Ramal: 6653

E-mail: :eghu'hb@uf}ga.hrrceghu‘hh@yahoo.com.hr
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ANEXOB
ESTADIAMENTO TNM (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010).

T categories for GIST

TX: The primary (main) tumor cannot be assessed.

TO: No signs of a primary tumor.

T1: The tumor is 2 cm or less in size (2 cm is about 4/5 or an inch).

T2: The tumor is larger than 2 cm but not larger than 5 cm (5 c¢m is about 2 inches).
T3: The tumor is larger than 5 cm but not larger than 10 cm (about 4 inches).

T4: The tumor is larger than 10 cm (4 inches) in size.

N categories for GIST

NX: Regional (nearby) lymph nodes cannot be assessed.
NO: The cancer has not spread to nearby lymph nodes.
N1: The cancer has spread to nearby lymph nodes.

M categories for GIST

MO: The cancer has not spread (metastasized) to distant organs or sites.
M1: The cancer has spread to distant organs or sites (like the liver or the lung).

Stage grouping for GIST that start in the stomach or the omentum*
*The omentum is an apron-like layer of fatty tissue that covers the abdomen

Stage IA: T1 or T2, N0, M0, low mitotic rate: The tumor is no larger than 5 cm across
(T1 or T2). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites (MO).
The mitotic rate is low.

Stage IB: T3, N0, M0, low mitotic rate: The tumor is larger than 5 cm but not larger
than 10 cm across (T3). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or
distant sites (M0). The mitotic rate is low.

Stage II: either: T1 or T2, NO, M0, high mitotic rate: The tumor is no larger than 5
cm across (T1 or T2). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant
sites (M0). The mitotic rate is high. OR T4, N0, M0, low mitotic rate: The tumor is
larger than 10 cm (4 inches) across (T4). The cancer has not spread to nearby lymph
nodes (NO) or distant sites (M0). The mitotic rate is low.

Stage IIIA: T3, NO, M0, high mitotic rate: The tumor is larger than 5 cm but not
larger than 10 cm across (T3). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or
distant sites (MO0). The mitotic rate is high.
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Stage 1IIB: T4, N0, MO0, high mitotic rate: The tumor is larger than 10 cm (4 inches)
across (T4). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites
(MO0). The mitotic rate is high.

Stage IV: either

Any T, N1, M0, any mitotic rate: The tumor can be any size (any T) and the cancer
has spread to nearby lymph nodes (N1). It has not spread to distant sites (M0O). The
tumor can have any mitotic rate. OR Any T, any N, M1, any mitotic rate: The tumor
can be any size (any T) and it may or may not have spread to nearby lymph nodes (any
N). The cancer hés spread to distant sites, such as the liver or the lungs (M1). The tumor
can have any mitotic rate.

Stage grouping for GIST of the small intestine, esophagus, colon,
rectum, and peritoneum**

**The peritoneum is a layer of tissue that coats the contents of the abdomen.

Stage I: T1 or T2, NO, M0, low mitotic rate: The tumor is no larger than 5 cm across
(T1 or T2). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites (MO).
The mitotic rate is low.

Stage II: T3, N0, M0, low mitotic rate: The tumor is larger than 5 cm but not larger
than 10 cm across (T3). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or
distant sites (MO0). The mitotic rate is low.

Stage IIIA: either

T1, N0, MO0, high mitotic rate: The tumor is 2 cm or less in size (T1). The cancer has
not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites (M0). The mitotic rate is high.
OR T4, N0, M0, low mitotic rate: The tumor is larger than 10 cm (4 inches) across
(T4). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites (M0). The
mitotic rate is low.

Stage 1IIB: T2 to T4, N0, M0, high mitotic rate: The tumor is larger than 2cm across
(T2 to T4). The cancer has not spread to nearby lymph nodes (NO) or distant sites (MO).
The mitotic rate is high.

Stage IV: either:

Any T, N1, M0, any mitotic rate: The tumor can be any size (any T) and the cancer
has spread to nearby lymph nodes (N1). It has not spread to distant sites (M0O). The
tumor can have any mitotic rate. OR Any T, any N, M1, any mitotic rate: Any T, any
N, M1, any mitotic rate: The tumor can be any size (any T) and it may or may not have
spread to nearby lymph nodes (any N). The cancer has spread to distant sites, such as
the liver or the lungs

(M1). The tumor can have any mitotic rate.
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