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RESUMO

Fanelli MF. Analise de fatores moleculares envolvidos na progressao de
cancer gastrico. Sao Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagéao

Antdnio Prudente].

O tratamento do adenocarcinoma gastrico € baseado em cirurgia para as
lesdes precoces, cirurgia seguida de quimioterapia e radioterapia adjuvante
ou tratamento sistémico perioperatério em tumores em estadio Il e Ill. Para
doenca em estadio avancado a quimioterapia é preconizada. Entretanto, em
qualquer uma dessas situacbes 0 sucesso terapéutico é limitado pela
evolugdo metastatica. Diante de tais resultados, a identificacdo de fatores
moleculares capazes de indicar prognostico ou até mesmo direcionar um
tratamento mais especifico e eficaz se faz necessaria. Objetivos: Este
trabalho teve como objetivos: avaliar a expressao das proteinas [3-catenina,
APC, MMP-7, MMP-9, CD44v6, TGF-a, COX-2 e CXCR4 nos diferentes
estadios do adenocarcinoma gastrico e; identificar eventual relagdo do perfil
de expressao destas proteinas com estadio da doenca e sobrevida apds
tratamento oncolégico. Métodos: Estudo retrospectivo, de pacientes
operados por adenocarcinoma gastrico, no Hospital A C Camargo, entre
1998 e 2006. Todas as laminas referentes as pegas cirurgicas foram revistas
e analisadas quanto ao estadiamento e expressdo das proteinas
pesquisadas. Resultados: Foram incluidos 137 pacientes portadores de
adenocarcinoma gastrico. A analise da expressao protéica segundo a
profundidade de invasdo do tumor na parede do estébmago (T) revelou
significancia estatistica apenas para [(3-catenina de membrana (p= 0,024).
Nos diferentes niveis de comprometimento linfonodal (NO, N1, N2 e N3) foi
notada expressao diferencial estatisticamente significante para COX-2 (p=
0,017), que encontrou-se mais expressa em N2 e N3. O mesmo se repetiu
para expressdao de COX-2 em relacdo a presenga (M1) ou auséncia de

metastase (MO0), sendo que houve maior expressao desta proteina em M1.



Os dados de expressao das proteinas por estadio clinico mantiveram
significancia para COX-2 (p = 0,011) e B-catenina de membrana (p = 0,036).
Na analise de sobrevida global em 5 anos, de acordo com a expresséo
positiva ou negativa de proteinas, ndo foi notada diferenga estatisticamente
significativa para B-catenina de membrana, B-catenina citoplasmatica, B-
catenina nuclear, APC e CD44v6. Entretanto, quanto a expressao de TGF-a
(p = 0,017), COX-2 (p < 0,001), CXCR4 (p = 0,010), MMP-7 (p = 0,020) e
MMP-9 (p = 0,015), tal diferenga foi constatada, sendo que a expresséo
positiva de todas essas proteinas acarretou em piores sobrevidas globais.
Conclusées: A maior expressao das proteinas COX-2 e de B-catenina em
nossa amostra apresentou correlagdo estatisticamente significativa com
estadios mais avancados de adenocarcinoma gastrico. A expressao de
COX-2, TGF-a, MMP-7, MMP-9 e CXCR4 nos tumores relacionou-se a pior

sobrevida global dos pacientes.



SUMMARY

Fanelli MF. [Analysis of molecular factors involved in gastric cancer
progression]. Sdo Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagéo

Antdnio Prudente].

Treatment of gastric adenocarcinoma is based on surgery for early lesions,
surgery followed by adjuvant chemotherapy and radiotherapy, or
perioperative systemic treatment of stage Il and Ill tumors. For advanced
stage disease, chemotherapy is recommended. However, in any of the above
situations, therapeutic success is limited by metastatic evolution. Therefore,
the identification of molecular factors capable of identifying prognosis or even
to direct more efficacy and specific treatment, are necessary. Objectives:
This study had the objective to verify the expression of B-catenin, APC,
MMP-7, MMP-9, CD44v6, TGF-a, COX-2 and CXCR4 proteins on different
stages of gastric adenocarcinoma and also to identify eventual relationships
between the expression profile of these proteins with disease stage and
survival after oncologic treatment. Methods: Retrospective study of patients
who underwent surgery for gastric adenocarcinoma at Hospital A.C.
Camargo, between 1998 and 2006. All slides from surgery biopsy pieces
were revised and analysed for staging and expression of researched proteins.
Results: One hundred thirty-seven patients with gastric adenocarcinoma
were included. The analysis of protein expression by deepness of tumor
invasion on stomach wall (T) revealed statistical significance only for
membrane (-catenin (p= 0.024). On different levels of lymph node
commitment (NO, N1, N2 and N3), differential expression with statistical
significance for COX-2 (p= 0.017) was observed. COX-2 ws more expressed
on N2 and N3. The same was true for COX-2 expression in relation to
presence (M1) or absence (MO) of metastasis, where COX-2 expression was
more correlated to M1. The data from protein expression by clinical stage

maintained statistical significance for COX-2 (p = 0.011) and membrane [3-



catenin (p = 0.036). On analysis of overall survival in five years, according to
positive or negative protein expression, there was no significant statistical
difference for membrane [(-catenin, cytoplasmatic [-catenin, nuclear (-
catenin, APC and CD44v6. However, statistical difference was noted on
protein expression of TGF-a (p = 0.017), COX-2 (p < 0.001), CXCR4 (p =
0.010), MMP-7 (p = 0.020) and MMP-9 (p = 0.015). The expression of all
proteins were correlated to poor overall survival. Conclusion:
Overexpression of COX-2 and [B-catenin in our sample showed significant
statistical correlation with more advanced stages of gastric carcinoma. The
expression of COX-2, TGF-a, MMP-7, MMP-9 and CXCR4 on tumors was
linked to poor patient overall survival.
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1 INTRODUGAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer gastrico (CG) € uma das neoplasias mais comuns, sendo a
quarta mais freqlente, ficando atras do cancer de mama, pulmao e intestino
grosso. Sao estimados, no mundo, 870.000 casos novos de CG e 650.000
obitos decorrentes desta neoplasia (FERLAY et al. 2001), representando
9,9% de todos os casos novos de cancer (PARKIN 1998).

Apesar dos dados estatisticos apontarem taxas expressivas (21.860
casos novos diagnosticados nos Estados Unidos em 2006 por JEMAL et al.
a incidéncia mundial da doenga tem declinado significativamente nas ultimas
décadas. Parte desse resultado deve-se ao reconhecimento de certos
fatores de risco como o H. pylori, fatores ambientais e nutricionais (Haenszel
et al. 1998). Medidas como melhor conservagao de alimentos e o tratamento
efetivo do H. pylori sdo fatores decisivos na diminuicdo da incidéncia do
cancer gastrico em alguns paises (PARKIN et al. 2005).

Mesmo considerando diminuicdo no numero de casos em paises
desenvolvidos, a doenga ainda é muito comum em regides mais pobres
como Asia, leste da Europa, América Central e América do Sul (PARKIN et
al. 2009). No Japéao, devido aos programas de rastreamento a incidéncia
vem diminuindo. INOUE e TSUGANE (2005) publicaram uma revisao

mostrando uma incidéncia na populagao japonesa masculina de 62 casos



para 100.000 habitantes e na feminina de 26/100.000. Neste mesmo
trabalho foi sugerido que os aspectos nutricionais tém influéncia direta na
incidéncia da doencga, uma vez que a populagido japonesa que migrou para
os Estados Unidos apresentou taxas semelhantes a populagdo norte
americana. Por outro lado, os japoneses que imigraram para o Brasil tiveram
incidéncia semelhante a da populagdo de origem, pois mantiveram habitos

alimentares tradicionais.

1.2 ETIOLOGIA

A maioria dos tumores malignos do estdbmago constitui
adenocarcinomas. Os subtipos histolégicos sdo o intestinal e o difuso. O
primeiro acomete preferencialmente o antro gastrico, estando associado com
gastrite atrofica, infecgdo pelo H. pylori e metaplasia intestinal. O subtipo
difuso, de forma geral, apresenta o pior prognodstico (MCDONALD et al.

1992).

1.3 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO

O cancer gastrico € uma neoplasia silenciosa quando estd nos
estadios iniciais, fato que justifica o grande numero de diagndstico da
doenca em estadios avancados. A sintomatologia é variavel, podendo
apresentar-se como perda de peso, epigastralgia, nauseas, vomitos, fadiga e

saciedade precoce (HUNDAHL et al. 2006).



A avaliagao inicial é feita por endoscopia digestiva alta (método que
fornece material para exame anatomo-patoldgico e localiza a doenga
topograficamente), tomografia de abdémen e térax. Apesar da alta acuracia
em detectar lesdes viscerais, a tomografia computadorizada € limitada na
capacidade de deteccao de lesdes peritoneais menores que 5 mm. Cerca de
20 a 30% dos pacientes com tomografia negativa para comprometimento
peritoneal tém achado positivo na exploragao cirurgica por laparoscopia ou
laparotomia (LOWY et al. 1996). Além disso, a avaliagédo da penetragao do
tumor na parede do estdmago também é limitada, com taxas de acerto de 50

a 70% dos casos (DAVIS et al. 1997).

1.4 TRATAMENTO DA DOENCA LOCALIZADA

A cirurgia € a modalidade terapéutica capaz de proporcionar as
melhores perspectivas de sobrevida a longo prazo e cura para o cancer
gastrico. Entretanto, a doenca € localizada e operavel em apenas 20 a 30%
dos pacientes ao diagndstico.

A despeito dos avangos nas técnicas cirurgicas e suporte poés-
operatério, os pacientes submetidos a resseccbes completas curativas
frequentemente apresentam recidiva da doenga. As recorréncias devem-se a
presenca de doenca micrometastatica a distancia ou disseminagao
locorreginal. De forma geral, sem tratamento adicional, pacientes com
cancer gastrico ressecado apresentam sobrevida mediana de

aproximadamente 25 meses e sobrevida global em 5 anos de apenas 20 a



30% (HUNDAHL et al. 2000). Os resultados inconsistentes com cirurgia
isolada levaram ao desenvolvimento de estudos clinicos empregando
tratamento adjuvante ou neoadjuvante a ressecgao cirurgica.

O papel da quimioterapia adjuvante para cancer gastrico foi avaliado
por diversos estudos e meta-analises. Os resultados ndo demonstraram
beneficios quando comparados com a cirurgia isolada (HERMANS et al.
1993; EARLE e MAROUN 1999; PANZINI et al. 2002).

Em 2001 foi publicado o estudo INT 0116, randomizado, fase Ill, com
603 pacientes, avaliando quimiorradioterapia no tratamento adjuvante do
cancer gastrico. Pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico ou da
transicao gastro-esofagica foram randomizados para:

1) receberem quimioterapia com 5-fluorouracil (5FU) e leucovorin com
radioterapia no contexto pds-operatorio ou;
2) cirurgia isolada.

A sobrevida livre de doengca e a sobrevida global foram
significantemente melhores para o grupo que recebeu tratamento combinado.
Com tempo de seguimento mediano superior a 6 anos, o beneficio
demonstrado inicialmente por este estudo persiste, como mostra a
atualizacdo publicada em 2004, com sobrevida mediana para
quimiorradioterapia de 35 meses versus 26 meses para cirurgia isolada
(Hazard Ratio (HR)=1,31(1,08-1,61); p= 0,006). Baseados nos dados do INT
0116, quimiorradioterapia adjuvante tem sido recomendada como padrao de
tratamento para pacientes operados com cancer gastrico ndo metastatico

(MCDONALD et al. 2001).



No contexto do tratamento peri-operatério, o estudo MAGIC
conduzido por CUNNIGHAM et al. (2006) randomizou 503 pacientes
portadores de adenocarcinoma gastrico ou gastroesofagico ressecavel para
receber quimioterapia neoadjuvante com esquema ECF (Epirrubicina 50
mg/m? D1; Cisplatina 60 mg/m? D1; 5-FU 200 mg/m? em infusdo continua
por 21 dias, por 3 ciclos pré-operatorios seguidos de cirurgia e 3 ciclos de
ECF pds-operatorios. A avaliagdo anatomo-patoldgica revelou redugéo
tumoral significativamente maior no grupo que recebeu quimioterapia
neoadjuvante, tanto na dimensdo da lesdao primaria quanto na invaséo
linfonodal (p<0,001). Este estudo, de forma mais importante, foi capaz de
demonstrar que o uso de ECF perioperatério aumentou a sobrevida global
(end-point primario) com reducdo de 25% no risco de morte, o que
corresponde a taxa de sobrevida em 5 anos de 36% para o grupo de
quimioterapia e 23% para o grupo tratado com cirurgia exclusiva (HR= 0,75
(0,60-0,93); p=0,009). A sobrevida livre de progressdao também foi
significativamente maior para o grupo tratado com quimioterapia (HR= 0,66
(0,53-0,81); p<0,001). O beneficio na sobrevida observado neste estudo foi
similar ao demonstrado pelo estudo INT0116, embora os resultados destes
dois estudos nédo possam ser diretamente comparados, pois os pacientes
foram recrutados em diferentes fases do tratamento e receberam terapias
muito distintas.

Atualmente, tanto a quimiorradioterapia poés-operatéria como a

quimioterapia perioperatéria sao estratégias de tratamento para céancer



gastrico sustentaveis e amplamente empregadas. A definicdo da melhor
opcao depende das caracteristicas do servigo e condigdes do paciente.

Além de fatores prognésticos ja consagrados como o tamanho do
tumor, status linfonodal e presenga de metastases ao diagnéstico, a
identificacao de fatores moleculares capazes de classificar a doenga em
relacdo ao progndéstico ou capazes de predizer uma eventual evolugéo
(recidiva local e a distancia ou carcinomatose peritoneal), pode ser uma

estratégia util na definigdo do tratamento a ser empregado.



2 ALVOS MOLECULARES

Nos ultimos anos temos assistido a um grande fluxo de informacgdes
que visam melhorar o entendimento evolutivo das neoplasias, buscando
aumentar nossa capacidade de diagnostico precoce, determinacao de
fatores progndsticos que realmente tenham impacto na pratica diaria e
individualizar o tratamento oncologico.

No céncer gastrico, assim como na grande maioria dos carcinomas
que acometem a espécie humana, a evolugao para o estado metastatico € o
fator que causa Obito na maioria dos pacientes. O processo de
metastatizacdo € complexo, desenvolvido por meio de uma cascata de
eventos que se iniciam com invasao local, seguido pela disseminagao de
células malignas e invasdao de o6rgdos alvo. Durante esse processo, as
células cancerigenas atravessam varios compartimentos anatémicos,
levando a invasao da membrana basal pelo tumor nos tecidos adjacentes,
invasdo dos vasos sanguineos ou linfaticos, transporte pela circulacao e
ocupacgao dos orgaos distantes, onde se estabelecerdo como metastases.
As funcdes de muitas das proteinas envolvidas nos processos descritos se
sobrepbem e, mais importante, na auséncia de uma delas pode haver
perdas de processos fisiologicos fundamentais. Além disso, uma mesma
proteina pode participar em diferentes vias e fungdes na mesma célula
(MAREEL et al. 2009).

A habilidade de um tumor invadir localmente qualquer tecido € um

requisito basico para o inicio da cascata de metastatizacdo. A invasido das



células neoplasicas nas estruturas do tecido hospedeiro adjacente € um
processo bastante dinamico que envolve alteragdes nas interacdes célula-
célula e célula-matriz, degradagcdo e remodelagem da matriz extracelular
(MEC) pela produgao de proteases degradadoras de matriz, reorganizagao
do citoesqueleto e ganho da capacidade migratéria que proporcionaréo a
translocagao das células tumorais (MEREEL et al. 2003).

Se for analisada a area de contato do tumor com o tecido hospedeiro,
as células compactadas do epitélio desse ultimo quebram as juncdes
intracelulares do hospedeiro e adquirem um fendtipo migratério que favorece
a separagado de algumas dessas células da massa do tumor primario. O
fronte invasivo de alguns tumores se mostra nitidamente diferente de sua
porcdo central: o primeiro € menos diferenciado e tem uma estrutura
arquitetural menos coesa, onde algumas células isoladas ou em pequenos
agrupamentos aparecem sem contato com o estroma peri-tumoral. E nessa
area de contato que as células do tumor estabelecem uma relacédo dindmica
e reciproca com o hospedeiro, mediada por fatores de crescimento, citocinas,
componentes da matriz e proteases que a degradam (GUARINO et al. 2007).

O processo onde as células epiteliais modulam o seu proprio fendétipo
e adquirem um fendtipo mesenquimal-like, com propriedades para romper a
adesao celular ganhando mobilidade é chamado de transicdo epitélio-
mesénquima (TEM, do inglés, epithelial mesenchimal transition). No
processo de progressao tumoral, o TEM exerce papel crucial, dando as
células tumorais mobilidade e habilidade para invasdo dos tecidos,

proporcionadas pela aquisicdo de uma caracteristica mesenquimal



embrionaria. A TEM também pode estar presente em outras etapas da
cascata de metastatizacdo (BOYER et al. 2000).

A desestabilizacdo coordenada de interagdes célula-célula e a
estimulacao de associacbes matriz-célula necessarias para a mobilidade
celular sao eventos chave na TEM. Por sua vez, a TEM pode ser ativada ou
estimulada por fatores efetores da adesao célula-célula ou citoesqueleto,
mas em muitas situacdes, a ativacdo de fatores nucleares de transcrigcao
também esta envolvida (GUARINO et al. 2007).

A polaridade apico-basal das células epiteliais é definida pala
expressao de E-caderina, molécula localizada na porcdo basolateral das
células, nas jungbes de aderéncia. A porcao citoplasmatica da E-caderina
interage com outros componentes de jungdes de aderéncia, dentre elas a -
catenina.

Quando uma célula adere a estruturas adjacentes, moléculas de E-
caderina sado posicionadas entre as membranas, formando pontes pelo
espaco intercelular. A porgéo citoplasmatica da molécula de E-caderina liga-
se a proteinas da familia das cateninas. Forma-se entdo um complexo para
ligar os filamentos de actina do citoesqueleto e as E-caderinas. Quando as
pontes sao desfeitas, causadas por situacbes de sofrimento mecanico ou
sinalizagao intracelular, o complexo multiprotéico € quebrado e a E-caderina
€ internalizada e degradada.

Apos tal quebra, a B-catenina é convertida em um estado de
fosforilagdo. Nesta forma ela esta apta a interagir com outras moléculas,

podendo ser reorganizada e degradada por outros sistemas protéicos. O
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controle da concentragao intracelular de [(-catenina é importante na
preservacdao da arquitetura celular onde uma regulagdo positiva da [-
catenina livre no citoplasma e nucleo esta relacionada a migragao celular e a
transicao epitélio-mesénquima. Concentracbes em quantidades suficientes
de B-catenina citoplasmatica podem mover-se ao nucleo, interagindo com
fatores de transcrigdo capazes de promover a proliferacdo celular (RAMIS-
CONDE et al. 2008).

A integragao entre os sinais de contato célula-célula e o nucleo celular
ocorre pelo complexo Wnt/ B-catenina, que € um potente regulador da
proliferacéo e diferenciagao celular. Sua via de sinalizagao envolve proteinas
que participam diretamente da transcricdo génica e da adesao celular. O
papel principal € da B-catenina que, no nucleo, funciona como ativador do
LEF/TCF (do inglés, T cell factor/Lymphoid enhancing factor) na via Wnt e no
citoplasma, como proteina estrutural que liga E-caderina ao citoesqueleto na
adesao célula-célula.

A sinalizacdo Wnt convencional leva ao cumulo de 3-catenina em um
complexo com LEF/TCF que regula a expressao de genes alvo. Na falta de
sinalizacdo Wnt, o nivel de B-catenina permanece baixo por meio da
degradacgao citoplasmatica da B-catenina. A proteina degradada € a que
estd em excesso nos sitios de ligagdo, como as aderidas as caderinas da
membrana plasmatica. Por outro lado, a ativagdo da via Wnt resulta em
aumento da B-catenina citoplasmatica, tornando-a disponivel para ligagao

com a familia de fatores de transcricdo TCF/LEF e indu¢do de expressao de



11

genes alvo. Assim, os pontos fundamentais na sinalizacéo da -catenina sao
a sua estabilizacdo e acumulo no citoplasma.

A estrutura e integridade funcional do complexo caderina-catenina sao
controladas por fosforilagdo, resultando em estabilizacdo deste complexo. A
fosforilagdo por serina/treonina ou E-caderina resulta em aumento da
estabilizacdo. Por outro lado, a fosforilagdo via tirosina-quinases
citoplasmaticas rompem a ligacdo de B-catenina a caderina. Em geral, a
ativacao via tirosino-quinases resulta em perda da adesao célula-célula e
aumento no nivel citoplasmatico de B-catenina (NELSON e NUSSE 2004).
Esta proteina, quando livre no citoplasma, estabiliza-se e é translocada ao
nucleo, onde liga-se ao Tcf/LEF, ativando sua atividade transcricional. Disto
resulta a expressdo de alguns genes, como a ciclina D1, proteina de
resisténcia multidrogas 1, matrilisina, metaloproteinase 7 (MMP-7),
ciclooxigenase 2 (COX-2), fator de transcricdo de imunoglobulinas e c-myc
(CLAPPER et al. 2004; MARCHENKO et al. 2004; OLOUMI et al. 2004).

Na auséncia de sinalizacdo Wnt, um complexo de degradacao
composto por GSK-38, axina e APC (do inglés, adenomatous polyposis coli)
fosforila a B-catenina em multiplos sitios, promovendo sua ubiquitinagdo e
subsequente degradacdo (MARCHENKQO et al. 2004; OLOUMI et al. 2004).

O controle da p-catenina € um evento importante durante a formacéao
do tumor. Mutagdes no gene supressor de tumor (APC) e da B-catenina
frequentemente bloqueiam a degradacdo desta proteina nos tumores.
Aumentos nos niveis de B-catenina foram relacionados ao aumento de

proliferagéo celular e a transformacgéo neoplasica (ZHURINSKY et al. 2000b).
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Ja a perda de expressao de cateninas tem sido associada com progressao
metastatica e sobrevida reduzida em cancer epitelial de ovario (FALEIRO-
RODRIGUES et al. 2004).

Ainda sobre a capacidade de invasédo do cancer gastrico, a explicagao
mais usada para o fendmeno da metastase peritoneal é a de que as células
tumorais se destacam do sitio primario apds extensao para a superficie
peritoneal e sdo transportadas através desta cavidade pelo seu proprio fluido.
Até o momento ndo se sabe se estas caracteristicas metastaticas séo
inerentes ao tumor primario ou se estao presentes apenas em um subclone
de células dentro da massa do tumor. E necessario saber se alguma
“evolucao bioldgica” ocorre apds o desprendimento da célula da massa do
tumor primario (TAN et al. 2006). Além disso, é fundamental conhecer as
principais proteinas candidatas a este tipo de “evolugado bioldgica”.
Provavelmente, proteinas com mais de uma fungao dentro da célula sejam
mais propensas a alteracoes.

E sabido que a expressdo simultanea de fator de crescimento epitelial
(EGF, do inglés, epidermal growth factor), do fator transformador de
crescimento alfa (TGF-a, do inglés, transforming growth factor) e do receptor
de EGF correlaciona-se com invasdo profunda, estagio avancado e
prognostico ruim (YASUI et al. 2005). Pode-se dizer que o receptor de EGF
interage com a B-catenina. A ligacdo do EGF ao seu receptor ativa a via Src,
que faz com que a B-catenina se desligue da E-caderina, ficando livre no
citoplasma. A ligacdo EGF/EGF-R pode também ativar a via Ras, que por

uma cascata complexa leva a estimulacdo de fatores de transcricdo no
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nuacleo, como por exemplo, a B-catenina. A via Ras pode se deslocar por
outro caminho, ativando as PI3K/Akt, que por sua vez inibem GSK-38,
bloqueando a ligagdo APC/B-catenina, deixando a [(-catenina livre no
citoplasma para funcionar como fator de transcrigdo no nucleo (KALLURI e
NEILSON 2003). Assim, essa relagcao entre TGF-a e B-catenina talvez
explique o pior prognostico de pacientes cujos tumores expressam TGF-q,
uma vez que [-catenina estimula a transcricdo de genes ligados a
proliferacado celular e metastase.

Células gastricas cancerosas produzem varios fatores angiogénicos e
dentre eles encontra-se o fator de crescimento de fibroblasto basico (FGFb,
do inglés, Basic Fibroblast Growth Factor) e COX-2, que por sua vez, inibe
apoptose, controla o sistema imune e correlaciona-se com metastases
linfonodais (YASUI et al. 2005, DICKEN et al. 2006). Além disso, COX-2
estimula ativagdo de MMPs, como MMP-2 e MMP-9, o que facilita a invaséo
tumoral pela degradagcdo da membrana basal, permitindo acesso aos
espacos vasculares e linfaticos (KABASHIMA et al. 2000). Ainda sobre as
MMPs, sabe-se que o gene da MMP-9, assim como o da MMP-7, esta
correlacionado com invasao tumoral e metastase (YAMASHITA et al. 1998;
YASUI et al. 2005). MMP-7, MMP-9 e COX-2 tém a expressdo de seus
genes ativada pela p-catenina (CLAPPER et al. 2004; MARCHENKO et al.
2004; OLOUMI et al. 2004).

Voltando as moléculas de adesdo, CD44 e suas variantes, geradas
por splicing alternativo, modulam interagdo célula-célula e potencial

metastatico. Existe uma significativa vantagem em termos de sobrevida
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global em pacientes com baixa expressdao de CD44 com variante no exon 6
(CD44v6) comparado com a alta expressao (YAMAUCHI et al. 1998). Niveis
séricos de CD44v6 constituem fator progndstico em pacientes com cancer
gastrico pobremente diferenciado (SAITO et al. 1998).

Além da B-catenina e das moléculas ativadas por ela, pela via wnt ou
por ligacdo a receptor e de CD44, quimiocinas também parecem exercer
algum papel na progressdao do céncer e /ou metastase oOrgao seletiva
(MULLER et al. 2001; NAKAMURA et al. 2006; YASUMOTO et al. 2006).
Quimiocinas constituem uma familia composta por citocinas estruturalmente
homologas que induzem migragao direta das células por meio de interagdes
com receptores transmembranicos acoplados a proteina G. Sabe-se que
quimiocinas estdo envolvidas no rapido recrutamento de leucocitos em
respostas inflamatodrias, na sua migragdo direcionada aos tecidos e que
podem promover crescimento/sobrevida e metastases de diversos tumores
(YOSHIE 2001). Assim, a expressdao de receptores de quimiocinas,
especialmente CXCR4 (receptor 4 de quimiocinas), por células cancerosas
pode ser um importante fator de metastase 6rgao-especifica. Por exemplo,
células tumorais de mama expressam CXCR4, enquanto altas
concentragdes de CXCL12 (ligante de CXCR4) estdo presentes em sitios de
metastases comuns a este cancer (MULLER et al. 2001). A interagédo entre
CXCR4 e CXCL12 também tem sido implicada em metastases Osseas
provenientes de cancer de prostata (TAICHMAN et al. 2002).

YASUMOTO et al. (2006) por meio de cultura de sete linhagens

celulares de cancer gastrico humano observou que todas expressavam
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fortemente CXCR4, porém nenhuma expressava CXCL12. Pela analise do
ensaio de quimiotaxia, CXCR4 foi altamente quimiotatico para CXCL12. Para
determinar a relevancia clinica de CXCR4 no carcinoma gastrico, a
expressdo de CXCL12 foi examinada no peritbneo, figado, linfonodos e
mucosa gastrica representando os principais sitios de metastase de tumor
gastrico. CXCL12 teve sua expressao aumentada em 19 fluidos asciticos de
pacientes com carcinoma gastrico em relacdo a 6 exudatos fluidos
peritoneais ndo malignos. Foi também observado que a expressado de
CXCR4 nos tumores primarios de pacientes que evoluiram com metastases
peritoneais ou a distancia (ndo peritoneal) correlacionou-se de forma
significativa com o desenvolvimento de carcinomatose peritoneal.

HASHIMOTO et al. (2008) trabalhando com cultura de linhagem de
células de cancer gastrico humano, observaram pelo tratamento com
CXCL12 exdgena, que esta molécula era capaz de induzir alta expressao de
MMP-9, MMP-2 e MMP-7, ja citadas anteriormente como relacionadas a
invasao tumoral e metastase (YAMASHITA et al. 1998; YASUI et al. 2005).
Ainda, esse grupo demonstrou que CXCR4 induz a carcinomatose peritoneal
por meio da ativacdo da via Akt/mTOR, via esta também ativada por
EGF/EGF-R.

Desta forma, diante do que foi exposto, pode ser que algumas dessas
moléculas descritas possam estar envolvidas no processo de recorréncia
local, inducdo de carcinomatose peritoneal e metastases a distdncia em
cancer gastrico. Sabe-se que a expressao de certos alvos moleculares em

doencas que tenham perfil de evolugao visceral pode impactar diretamente
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no tratamento utilizado. Sob a analise proposta, a identificacdo de fatores
moleculares capazes de prever o comportamento da doenca poderia auxiliar

na escolha da opc¢ao terapéutica ideal.



17

OBJETIVOS

Avaliar a expressao das proteinas B-catenina, APC, MMP-7, MMP-9,
CD44v6, TGF-a, COX-2 e CXCR4 nos diferentes estadios do

adenocarcinoma gastrico;

Identificar eventual relacdo do perfil de expressdo destas proteinas

com estadio da doenga e sobrevida apdés tratamento cirurgico.
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4 PACIENTES E METODOS

41 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital A.C.

Camargo pelo numero 1061/08.

4.2 PACIENTES

Foi realizado um estudo retrospectivo, por meio de levantamento de
dados de prontuarios do SAME no periodo compreendido entre 1998 e 2006.
Foram considerados critérios de inclusdo, pacientes com adenocarcinoma
gastrico, que fizeram gastrectomia total ou subtotal pelo Departamento de
Cirurgia Abdominal do Hospital A.C. Camargo e que se trataram ou ndo com
quimioterapia e radioterapia no mesmo Hospital. Os critérios de exclusao
foram pacientes que nao realizaram gastrectomia ou que foram tratados em
outro hospital.

Todas as pecgas cirurgicas foram revistas no Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo e o diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico foi confirmado em todos os casos.

Para o reestadiamento foram utilizados os critérios definidos pela

American Joint Comittee on Cancer (AJCC) (GREENE et al. 2006).
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4.3- CONSTRUGAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

Para realizacdo das analises imunoistoquimicas foram construidos
dois Tissue Microarrays (TMA).

A organizagao dos blocos de TMA seguiu os passos tradicionalmente
descritos na literatura. Brevemente, a partir do corte do bloco de parafina
original corado por H&E (hematoxilina e eosina), as areas de tumor viavel
foram selecionadas e marcadas com caneta. Estas areas tinham
equivaléncia no bloco de parafina original, identificado como bloco doador. A
partir deste ponto, as areas selecionadas foram transferidas para o bloco
receptor através do uso do Tissue Microarrayer (Beecher Instruments
Microarray Technology, Silver Spring, MD, USA). Assim, foi confeccionado o
bloco de TMA com cilindros de 1,0 mm (Figura 2). Em cada caso foram
selecionadas duas regides (chamadas de core) para serem montadas no
TMA.

A partir destes blocos foram preparados cortes histologicos seriados
em laminas de vidro, previamente tratadas com pelicula aderente especial
(Instrumedics Inc, Hackensack, NJ USA) (Figura 2), em duplicatas. Os
blocos foram cortados por meio de microtomo mecanico na espessura de
4um, As laminas contendo os cortes histologicos foram banhadas em
parafina para evitar a oxidagdo e guardadas a —-20°C. Para controle da
representatividade do material, foram confeccionadas laminas coradas por

H&E em varios niveis de profundidade do bloco de TMA.
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Em seguida, as laminas obtidas foram submetidas a técnica de imuno
histoquimica para cada marcador. A técnica utilizada seguiu os passos
tradicionais e rotineiros do laboratério. Para cada marcador, foi usada a
melhor técnica testada e estabelecida de diluigdo, recuperagao antigénica,
revelagdo e cromogeno. Todas as reagdes foram acompanhadas de um
controle positivo, em tecido sabidamente positivo para cada anticorpo
testado e de um controle negativo da reagao (retirada do anticorpo primario

e retirada do complexo secundario).

4.4 IMUNOISTOQUIMICA (IHC)

Para a avaliar a expressdo das proteinas B-catenina, APC, MMP-7,
MMP-9, CD44v6, TGF-a, COX-2 e CXCR4, cortes histolégicos de 4um foram
obtidos do bloco de TMA. Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60
°C por 12 horas e em xilol, 3 banhos de 5 min cada e re-hidratados em
alcool (100%, 95%, 70%) e posteriormente agua corrente por 5 min. A
recuperagao antigénica foi realizada com tampéao Citrato ( pH 6,0) ou EDTA
+ TRIS ( pH 9,0) e aquecidos em panela de pressao por 15 min ou banho-
maria por 40 min de acordo com a necessidade de cada anticorpo. A Tabela
2 apresenta os tipos de recuperagdo antigénica e as solugdes utilizadas.
Depois da recuperacao antigénica as laminas histolégicas foram resfriadas
por 15 min em temperatura ambiente e lavadas com agua corrente por 5 min.

As laminas foram colocadas em peréxido de hidrogéneo 3% (10V) 3

vezes por 5 minutos cada, para o bloqueio da peroxidase enddgena e entéao
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lavadas em agua corrente por 5 minutos. Os cortes foram submetidos ao
bloqueio de proteinas inespecificas com caseina (Protein Block Serum-Free-
DakoCytomation, Carpinteria, USA) por 20 minutos a temperatura ambiente
em camara umida.

Os anticorpos primarios foram diluidos em diluente contendo 0,05
mol/L de tampé&o Tris-HCIl e 0,1% de Tween 20 (Antibody Diluent with
Background Reducing Components, DakoCytomation, Carpinteria, USA) e
as laminas foram entdo incubadas a 4 °C, overnight (12 a 14 horas) em
camara umida. A diluicdo dos anticorpos esta representada na Tabela 2.
Apods 3 lavagens com tampao PBS 1X por 5 minutos cada, as laminas foram
incubadas com anticorpo secundario, contendo pool de anticorpos anti-
camundongo, anti-coelho ou anti-cabra , utilizando-se o Kit Advance ™ HRP
(DakoCytomation, Carpinteria, USA), ou o kit LSAB+ System — HRP
(DakoCytomation, KO690, Carpinteria, CA, EUA), conforme as necessidades
do anticorpo primario (Tabela 2), por 1 hora em camara escura, e lavadas
com PBS 3 vezes por 5 minutos cada. A coloracéao foi realizada utilizando-se
3,3’ diaminobenzidine tetrachloride (DakoCytomation, Carpinteria, USA). Os
espécimes foram contra-corados com hematoxilina, desidratadas com alcool
e xilol e montadas com meio permanente e laminula.

Os anticorpos pesquisados, suas origens e diluigbes foram os
seguintes:

. B-catenina (clone 14), BD Transduction (San Jose /Califérnia, EUA),

1:800
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. APC (c20) k (policlonal), Neomarkers (Fremont/Califérnia, EUA),
1:600

. MMP7 (clone 1D2), Neomarkers (Fremont/Califérnia, EUA), 1:50

. MMP9 (policlonal), Neomarkers (Fremont/Califérnia, EUA), 1:200

. CD44v6 (clone VFF-1), Novocastra (New Castle, Inglaterra), 1:100

. TGF-a (policlonal), Neomarkers (Fremont/Califérnia, EUA), 1:100

. COX-2 (clone 4H12), Novocastra (New Castle, Inglaterra), 1:6000

CXCR4 (clone 44716.111), R & D Systems (Minneapolis, EUA), 1:100.

45- INTERPRETACOES DAS REACOES DE

IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes de imunoistoquimica foram analisadas conforme descrito
por Harvey et al. (1999). A imuno-expressao de cada proteina foi classificada
de acordo com dois critérios. O primeiro avaliava a intensidade da
expressao: se nenhuma (0), fraca (1), moderada (2) ou forte (3). O segundo
critério avaliava a porcentagem de células que expressavam as proteinas
pesquisadas: de 1 a 9% (1), de 10 a 49% (2), 50 a 75% (3) e maior que 76%
(4). Quanto a B-catenina, foi analisada a expressao diferencial na membrana,
citoplasma e nucleo, apenas em relagao a intensidade, e ndo a porcentagem
de células. Para as demais proteinas, para cada lamina analisada foram
gerados dois numeros que foram somados, resultando num valor final que

varioude 1a?’.
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Quando o valor da soma foi menor que 2, o resultado foi considerado
negativo; entre 2 e 3, positivo fraco; entre 4 e 5, positivo moderado, e igual
ou superior a 6, positivo forte. Para analise dos dados, os resultados
negativos e fracamente positivos foram considerados negativos e os
moderados ou fortemente positivos, como tais. Todas as laminas foram

analisadas por patologista treinado.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos prontuarios médicos e os imunoistoquimicos foram
armazenados em uma planilha (Excel ®, versdo 2003, Microsoft) e
analisados com o programa SPSS para Windows versédo 15,0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Foi usada estatistica descritiva para a caracterizagcao da
populagdo do estudo, por meio de porcentagens. Para verificar se havia
correlacdo entre as proteinas pesquisadas, foi feito o teste de correlagédo de
Spearman. A comparagao entre as diversas proteinas e os estadios foi
realizada pelo teste de qui-quadrado. Na analise univariada, foi calculada a
taxa de sobrevida global em 5 anos para as diversas variaveis, sendo a
diferenca entre as curvas comparada pelo teste de log-rank. Para tanto,
considerou-se a data transcorrida entre a data da cirurgia e a data do obito
de qualquer natureza. Classificaram-se sob censura os casos que
permaneceram vivos até o término do estudo. Para todas as analises

estatisticas foi estabelecido o nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Em nosso estudo, 137 pacientes portadores de adenocarcinoma
gastrico foram incluidos. Porém, na analise das proteinas, devido a
insuficiéncia de material, nem todos os pacientes puderam ser avaliados.

A idade mediana da populacédo geral foi de 65 anos (20 — 88 anos);
nos homens a idade mediana foi de 66 anos (21 -86 anos) e nas mulheres
de 65 anos (20 — 88 anos). Na amostra total, a propor¢ao segundo género,

foi de 1,4 mulheres para um homem (Tabela 1).

Tabela 1 - distribuicdo da populagado segundo idade e género

N Mediana Idade (variagao em anos)
Homens 57 (41,7%) 66 21-86
Mulheres 80 (58,3%) 65 20-88
Populagéao geral 137 (100%) 65 20 - 88

A sobrevida mediana em 5 anos da populacéo geral foi de 36,9 meses
(Figura 1). Dividindo-a de acordo com os estadios I, I, lll e IV, as sobrevidas
globais medianas n&do foram atingidas nos trés primeiros estadios e foi de

12,7 meses no estadio IV (p < 0,001) (Figura 2).
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Os dados histologicos mostraram que 52,6% das amostras eram do
tipo intestinal e 47,4% do tipo difuso. Quanto a localizagdo topografica no
estbmago, 38% dos casos estavam em antro, 10,9% em cardia, 40,1% no
corpo gastrico, 4,4% apresentavam-se como linite plastica e 6,6% em regido

de boca anastomotica de gastrectomia prévia (Tabela 2).

Tabela 2 - Achados Histopatolégicos.

n %

Tipo histolégico Difuso 65 47,4

Intestinal 72 52,6

Localizagao Antro 52 38

Cardia 15 10,9

Corpo 55 40,1

Linite Plastica 6 4,4

Boca Anastomotica 9 6,6

Invasao Positiva 67 48,9

Vasculo linfatica Negativa 69 50,4
Invasao Positiva 11 8
Vasculo sanguinea Negativa 125 92
Invaséo perineural Positiva 63 46
Negativa 73 54

T 1 27 19,7

2 17 12,4

3 87 63,5

4 6 44

N 0 49 35,8

1 39 28,5

2 30 21,9

3 19 13,9

M 0 110 80,3

1 27 19,7
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Figura 3 - Distribuicdo da populacédo de acordo com estadiamento.

A distribuicdo dos casos, segundo estadiamento clinico, revelou que
21,9% (n=30) dos casos eram estadio |, 19,7% (n= 27) estadio Il, 28,5% (n=
39) estadio Ill e 30% (n= 41) estadio IV (Figura 3). Também foram coletadas
informagdes quanto a invasdo vasculo-linfatica, vasculo-sanguinea e
perineural. Segundo critérios de positividade e negatividade, quanto a
invasao vasculo-sanguinea, observou-se que 92% dos casos eram negativos
e apenas 8% positivos, enquanto que nos dois outros tipos de invaséo a
analise revelou-se uniforme.

A analise da expressao protéica segundo a profundidade de invasao
do tumor na parede do estdmago (T) revelou significancia estatistica apenas
para p-catenina de membrana (p= 0,024) (Tabela 3).

Nos diferentes niveis de comprometimento linfonodal (NO, N1, N2 e

N3) foi notada expressao diferencial estatisticamente significante para COX-
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2 (p= 0,017) (Tabela 4). O mesmo se repetiu para expressdao de COX-2 em
relacdo a presencga (M1) ou auséncia de metastase (MO) (Tabela 5).

Os dados de expressao das proteinas por estadio clinico (Tabela 6)
mantiveram significancia para COX-2 (p = 0,011) e p-catenina (p = 0,036).

Na andlise de sobrevida global em 5 anos, de acordo com a
expressao positiva ou negativa de proteinas, ndo foi notada diferenca
estatisticamente significativa para B-catenina de membrana, B-catenina
citoplasmatica, B-catenina nuclear, APC e CD44v6. Entretanto, quanto a
expressado de TGF-a (p = 0,017), COX-2 (p < 0,001), CXCR4 (p = 0,010),
MMP-7 (p = 0,020) e MMP-9 (p = 0,015), tal diferenga foi constatada (Tabela

6; Figuras 4 a 13).



29

Figura 4 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando

a expressao positiva da proteina TGF-a em tumores gastricos. A, tumor

gastrico tipo intestinal. B, tumor gastrico tipo difuso.
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Figura 5 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando

a expressao positiva da proteina CD44v6 em tumores gastricos. A, tumor

gastrico tipo difuso. B, tumor gastrico tipo intestinal.
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Figura 6 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando

a expressao positiva da proteina APC em tumores gastricos. A, tumor gastrico

tipo intestinal. B tumor gastrico tipo difuso.
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Figura 7 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando

a expressao positiva da proteina COX-2 em tumores gastricos. A, tumor

gastrico tipo difuso. B tumor gastrico tipo intestinal.
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Figura 8 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica mostrando

a expressao positiva da proteina CXCR4 em tumores gastricos. A, tumor

gastrico tipo difuso. B tumor gastrico tipo intestinal.
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Figura 9 - Analise representativa da reacdo de imunoistoquimica mostrando

a expressdo positiva da proteina MMP-7 em tumores gastricos. A, tumor

gastrico tipo intestinal. B tumor gastrico tipo difuso.
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Figura 10 - Anadlise representativa da reagcdo de imunoistoquimica

mostrando a expressao positiva da proteina MMP-9 em tumores gastricos. A,

tumor gastrico tipo intestinal. B tumor gastrico tipo difuso.
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Figura 11 - Anadlise representativa da reagdo de imunoistoquimica
mostrando a expressao positiva da proteina B- catenina de membrana em

tumor gastrico tipo intestinal.

Figura 12 - Analise representativa da reagdo de imunoistoquimica
mostrando a expressao positiva da proteina (- catenina citoplasmatica em

tumor gastrico tipo difuso.
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Figura 13 - Anadlise representativa da reagdo de imunoistoquimica
mostrando a expressao positiva da proteina B- catenina nuclear em tumor

gastrico tipo difuso.



Tabela 3 - Expressao protéica segundo T.
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proteina T T2 T3 T4 p

TGFa positivo 16 (84,2%) 11(84,6%) 68 (90,7%) 6 (100%) 0,639
negativo 3 (15,8%) 2 (15,4%) 7 (9,3%) 0 (0%)

CD44 positivo 7 (38,2%) 6 (46,2%) 40 (51,9%) 3 (50%) 0,790
negativo 11 (61,1%) 7 (53,8%) 37 (48,1%) 3 (50%)

APC positivo  15(71,4%) 13(86,7%) 69 (87,3%) 6 (100%) 0,213
negativo 6 (28,6%) 2 (13,3%) 10 (12,7%) 0 (0%)

COX-2 positivo 4 (22,2%) 1 (7,7%) 14 (19,2%) 3 (60%) 0,099
negativo 14 (77,8%) 12(92,3%) 59 (80,8%) 2 (40%)

CXCR4 positivo 13 (68,4%) 8 (66,7%) 63 (85,1%) 6 (100%) 0,122
negativo 6 (31,6%) 4 (33,3%) 11 (14,9%) 0 (0%)

MMP7 positivo 8 (42,1%) 6 (46,2%) 48 (67,6%) 5(83,3%) 0,084
negativo 11 (57,9%) 7 (53,8%) 23 (32,4%) 1(16,7%)

MMP9 positivo 11 (68,8%) 8 (66,7%) 54 (78,3%) 5(83,3%) 0,708
negativo 5(31,3%) 4 (33,3%) 15(21,7%) 1 (16,7%)

B-catenina positivo 15 (75%) 13 (81,3%) 59 (71,1%) 1(16,7%) 0,024

membrana negativo 5 (25%) 3(18,8%) 24 (28,9%) 5 (83,3%)

B-catenina positivo 4 (20%) 6 (37,5%) 23 (28%) 2(33,3%) 0,699

citoplasmatica negativo 16 (80%) 10 (62,5%) 59 (72%) 4 (66,7%)

B-catenina positivo 8 (40%) 6 (37,5%) 29 (34,9%) 2(33,3%) 0,975

nuclear negativo 12 (60%) 10 (62,5%) 54 (65,1%) 4 (66,7%)
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Tabela 4 - Expressao protéica segundo comprometimento linfonodal (N).

proteina NO N1 N 2 N3 o]

TGFa positivo 37 (88,1%) 23 (82,1%) 24 (96%) 17 (94,4%) 0,353
negativo 5 (11,9%) 5(17,9%) 1 (4%) 1(5,6%)

CD44 positivo 21 (51,2%) 11 (35,5%) 15 (62,5%) 9 (50%) 0,251
negativo 20 (48,8%) 20 (64,5%) 9 (37,5%) 9 (50%)

APC positivo 34 (81%) 27 (81,8%) 25(92,6%) 17(89,5%) 0,506
negativo 8 (19%) 6 (18,2%) 2 (7,4%) 2 (10,5%)

COX-2 positivo 4 (10,3%) 3 (11,1%) 8 (30,8%) 7 (41,2%) 0,017
negativo 35(89,7%) 24 (88,9%) 18(69,2%) 10 (58,8%)

CXCR4 positivo 32 (82,1%) 22 (73,3%) 22(91,7%) 14 (77,8%) 0,38
negativo 7 (17,9%) 8 (26,7%) 2 (8,3%) 4 (22,2%)

MMP7 positivo 22 (55%) 18 (64,3%) 14 (58,3%) 13(76,5%) 0,473
negativo 18 (45%) 10 (35,7%) 10 (41,7%) 4 (23,5%)

MMP9 positivo 26 (70,3%) 20 (76,9%) 18 (75%) 14 (87,5%) 0,608
negativo 11 (29,7%) 6 (23,1%) 6 (25%) 2 (12,5%)

B-catenina positivo 32 (76,2%) 23 (67,6%) 17 (56,7%) 16 (84,2%) 0,154

membrana negativo 10 (23,8%) 11(32,4%) 13(43,3%) 3 (15,8%)

B-catenina positivo 11 (26,8%) 12 (35,3%) 9 (30%) 3 (15,8%) 0,498

citoplasmatica negativo 30 (73,2%) 22 (64,7%) 21 (70%) 16 (84,2%)

B-catenina positivo 15(35,7%) 15(44,1%) 11 (36,7%) 4(21,1%) 0,420

nuclear negativo 27 (64,3%) 19(55,9%) 19(63,3%) 15 (78,9%)
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Tabela 5 - Expressao protéica segundo auséncia (M0) ou presenga (M1) de

metastase.

proteina MO0 M1 p

TGFa positivo 78 (86,7%) 23 (100%) 0,055
negativo 12 (13,3%) 0 (0%)

CD44 positivo 42 (46,7%) 14 (58,3%) 0,216
negativo 48 (53,3%) 10 (41,7%)

APC positivo 81 (84,4%) 22 (88%) 0,463
negativo 15 (15,6%) 3 (12%)

COX-2 positivo 13 (14,9%) 9 (40,9%) 0,011
negativo 74 (85,1%) 13 (59,1%)

CXCR4 positivo 69 (78,4%) 21 (91,3%) 0,132
negativo 19 (21,6%) 2 (8,7%)

MMP7 positivo 50 (57,5%) 17 (77,3%) 0,070
negativo 37 (42,5%) 5(22,7%)

MMP9 positivo 58 (72,5%) 20 (87%) 0,123
negativo 22 (27,5%) 3 (13%)

B-catenina membrana positivo 70 (70,7%) 18 (69,2%) 0,530
negativo 29 (29,3%) 8 (30,8%)

B-catenina positivo 27 (27,6%) 8 (30,8%) 0,460

citoplasmatica negativo 71 (72,4%) 18 (69,2%)

B-catenina nuclear positivo 35 (35,4%) 10 (38,5%) 0,469

negativo

64 (64,5%)

16 (61,5%)




Tabela 6 - Expressao protéica segundo estadiamento clinico.
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proteina EC I EC I EC 1l EC IV p

TGFa positivo 21 (87,5%) 18(85,7%) 27 (84,4%) 35(97,2%) 0,313
negativo 3 (12,5%) 3(14,3%) 5(15,6%) 1(2,8%)

CD44 positivo 8 (34,8%) 13 (61,9%) 13(39,4%) 22 (59,5%) 0,107
negativo  15(65,2%) 8(38,1%) 20 (60,6%) 15 (40,5%)

APC positivo 18 (72%) 19 (86,4%) 31(88,6%) 35(89,7%) 0,220
negativo 7 (28%) 3(13,6%) 4 (11,4%) 4 (10,3%)

COX-2 positivo 4 (18,2%) 1 (4,8%) 4 (12,5%) 13 (38,2%) 0,011
negativo 18 (81,8%) 20(95,2%) 28 (87,5%) 21 (61,8%)

CXCR4 positivo 16 (69,6%) 17 (89,5%) 26 (78,8%) 31(86,1%) 0,312
negativo 7 (30,4%) 2(10,5%) 7 (21,1%) 5(13,9%)

MMP7 positivo 10 (43,5%) 13 (61,9%) 18(58,1%) 26 (76,5%) 0,089
negativo 13 (56,5%) 8(38,1%) 13 (41,9%) 8 (23,5%)

MMP9 positivo 14 (70%) 14 (73,7%) 21 (70%) 29 (85,3%) 0,453
negativo 6 (30%) 5(26,3%) 9 (30%) 5 (14,7%)

B-catenina positivo 17 (70,8%) 22 (91,7%) 21(56,8%) 28 (70%) 0,036

membrana negativo 7 (29,2%) 2 (8,3%) 16 (43,2%) 12 (30%)

B-catenina positivo 7 (29,2%) 5(21,7%) 13(35,1%) 10 (25%) 0,667

citoplasmatica negativo 17 (70,8%) 18 (78,3%) 24 (64,9%) 30 (75%)

B-catenina positivo 9 (37,5%) 8(33,3%) 15(40,5%) 13(32,5%) 0,887

nuclear negativo 15(62,5%) 16 (66,7%) 22 (59,5%) 27 (67,5%)
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Tabela 7 - Correlagdes ndo paramétricas (resumo).

Coeficiente de

Proteinas relacionadas

Relagéao Correlagao
( Intervalo)
Fraca 0a0,25
TFG-a e CD44
TGF-a e COX2
CD44 e APC
CD44 e CXCR4
Positiva CD44 e MMP7
Moderada 0,26 20,50 APC e COX2
APC e MMP7
APC e MMP9
COX2 e CXCR4
COX2 e MMP7
TFG-a e APC
TFG-a e CXCR4
TFG-a e MMP7
TFG-a e MMP9
Positiva Forte 0,51a0,75 CD44 e MMP9
APC e CXCR4
CXCR4 e MMP7
CXCR4 e MMP9
B-catenina nuclear e p-catenina citoplasmatica.
Positivamuito 4 74, 4 MMP7 & MMP9
Forte
. CD44 e B-catenina citoplasmatica
Negativa (012025
Fraca ’ ’ COX- 2 e B-catenina citoplasmatica.
TFG-a e B-catenina citoplasmatica
Negativa -026a-050 TFG-a e B-catenina nuclear
Moderada ’ ’ CXCR4 e B-catenina citoplasmatica
MMP-7 e B-catenina nuclear
Negativa Forte -0,51a-0,75 MMP-9 e B-catenina citoplasmatica
Muito forte ~076a- 1

negativa
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Aplicando-se o teste de correlagdo nao-paramétrica para determinar a
relacdo entre as proteinas estudadas, onde considera-se intervalos
matematicos (coeficiente de correlagdo) associados ao valor de p, foram
encontradas algumas associagdes com p < 0,001, conforme resumo na

Tabela 7.

Tabela 8 - Sobrevida global segundo expressao de proteina.

Proteina Expressao Sobrevida global P
TGFa Negativo 91,7% 0,017
Positivo 49,5%

CD44 Negativo 58,6% 0,052
Positivo 46,4%

APC Negativo 72,2% 0,117
Positivo 51,5%

COX-2 Negativo 59,8% 0,000
Positivo 36,4%

CXCR4 Negativo 76,2% 0,010
Positivo 47,8%

MMP-7 Negativo 64,3% 0,020
Positivo 46,3%

MMP-9 Negativo 72% 0,015
Positivo 47,4%

B-catenina Negativo 56,8% 0,79

(membrana) Positivo 54,5%

B-catenina Negativo 56,2% 0,762

(citoplasma) Positivo 51,4%

B-catenina (nucleo) Negativo 53,8% 0,488

Positivo 57,8%
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6 DISCUSSAO

Considerando que nossos objetivos eram caracterizar os diferentes
niveis de expressdo das proteinas [B-catenina, APC, MMP-7, MMP-9,
CD44v6, TGF-a, COX-2 e CXCR4 nos diferentes estadios, observou-se uma
queda na expressao de B-catenina de membrana conforme o aumento do
comprometimento linfonodal, embora sem significAncia estatistica. Em
relacdo a analise de sobrevida do grupo como um todo, ndo foi notada
influéncia direta de qualquer uma das fragbes da B-catenina na sobrevida
global.

Em relagdo aos sinais de transcrigdo envolvidos na proliferacao
celular, os fatores de crescimento exercem papel importante nesse controle,
na diferenciagdo, apoptose, transformacao celular e neovascularizagdo. O
TGF-a € um importante ativador de proliferacdo em varios tipos de tecidos
epiteliais. A mucosa gastrica normal apresenta niveis significativamente
menores de TGF-a que a mucosa gastrica tumoral, particularmente no tipo
intestinal. Carcinomas gastricos avangados expressam niveis maiores de
TGF-a e EGF-R, moléculas essas associadas ao pior prognostico. D’Errico
et al. (2000) analisaram amostras de 87 pacientes submetidos a ressecgéao
de adenocarcinoma de juncao es6fago gastrica, quanto a expressao protéica
e de RNA mensageiro (RNA m) de TGF-a. Tanto a proteina quanto o RNAm
foram detectados no tecido tumoral e no infiltrado inflamatério adjacente,

indicando que TGF-a é diretamente sintetizada pelos dois compartimentos
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celulares. Ainda, estes autores demonstraram que expressdo protéica de
TGF-a foi associada a progressao tumoral (p= 0,025) e com
comprometimento linfonodal (p< 0,05).

Nossos achados ndo mostraram diferenca na expressdao de TGF-a
em relagao ao estadiamento. Entretanto, a sobrevida para aqueles que eram
TGF-a negativos foi de 91,7%, enquanto nos TGF-a positivos foi de apenas
49,5% (p= 0,017), corroborando com os dados da literatura em termos de
agressividade. Os achados de correlagao positiva forte entre TGF-a e MMP7,
MMP9 e CXCR4 (Tabela 7) sado congruentes com o maior potencial
metastatico e menor sobrevida dos pacientes que expressavam essas
proteinas.

O gene APC foi primeiramente identificado em individuos portadores
de polipose adenomatosa familiar e tem um papel central na génese dos
tumores colorretais. Alguns autores caracterizaram mutagdo nesse gene em
tumores de estdbmago esporadicos e familiares, demonstrando que a
inativagdo dessa via tem participagado na carcinogénese, particularmente nos
tumores bem diferenciados e em anel de sinete (HORII et al. 1992; KUSANO
et al. 2001).

Ja foi relatado que a B-catenina é parte central na via de sinalizagao
Wnt, envolvendo o gene APC e fatores de transcricdo como o TCF/LEF.
Desta forma, os niveis de B-catenina podem ser regulados pela interagao de
APC e outras proteinas. Portanto, aumento nos niveis intracelulares de B-
catenina estao relacionados a inativagdo do gene APC. Em 2002, EBERT et

al. publicaram estudo onde analisaram tecido gastrico tumoral e normal de



51

20 pacientes; foram analisados niveis de RNAm de B-catenina e mutagoes
no gene APC. A expressao de B-catenina foi maior nos tecidos tumorais se
comparado aos tecidos normais (p < 0,05) e mais frequente no tipo intestinal
(p < 0,01) que no tipo difuso; mutagdes no gene APC e de B-catenina foram
encontradas principalmente no tipo intestinal. Estes resultados sustentam a
hipétese de que tumores gastricos intestinais que acumulam a proteina -
catenina podem resultar de uma alteragédo nos genes da [3-catenina e APC.
Em nossa amostra, buscamos por interferéncia no estadiamento e sobrevida.
Nao foi encontrada influéncia direta da expressdao de APC na sobrevida
global e nem no estadiamento.

Como descrito anteriormente, na auséncia de sinalizagdo por Wnt, o
complexo de degradacao GSK/axina/APC fosforila a B-catenina em multiplos
sitios, promovendo sua degradacédo. A B-catenina por sua vez, tem sua
transcricdo nuclear ativada pela ligagao do TGF-a ao EGF-R. Em nosso
estudo, ao contrario do que se esparava, foi encontrada uma correlacéo
positiva entre TGF-a e APC, e nao entre TGF-a e —catenina, resultado que
nao pode ser sustentado por dados da literatura. Pode ser que na populagao
estudada haja mutacdo em APC, o que justifica a relagdo positiva
encontrada entre essa proteina e TGF-a. Ainda, foi observada uma relacéo
positiva entre APC e CXCR4, molécula esta envolvida no processo de
metastatizacdo direcionada. Esta relacdo também nao tem embasamento
cientifico, porém se observarmos as curvas de sobrevida global dos

pacientes que expressavam positivamente CXCR4, notamos uma nitida
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desvantagem, traduzindo um fenoétipo mais agressivo destes tumores. Esses
resultados podem ser explorados em estudos posteriores.

CD44, uma glicoproteina de membrana, originalmente descrita como
um receptor de linfocitos em linfonodos especificos esta envolvida na
ativacao de células T e adesao a matriz extracelular. Também é sabido que
participa da ativacdo de migracdo de células tumorais pela matriz
extracelular, evento necessario para invasao e metastatizacdo. CD44 ¢é
responsavel por iniciar rearranjos do citoesqueleto e outras mudancgas
morfolégicas necessarias para este processo.

CD44 tem varias variantes descritas e a “v6” esta ligada a estimulacao
de genes anti-apoptdticos, ja descritos em muitos tumores humanos. A
hiperexpressao de CD44v6 em carcinomas gastricos, ja estudada em
estudos prévios (MULLER et al. 1997; CASTELLA et al. 1998; CHEN et al.
2004; POLKOWSKI et al. 2004), esta relacionada com progressao, invasao e
metastases. XIN et al. (2001) demonstraram que pacientes com expressao
positiva de CD44v6 tém menor sobrevida em 3 e 5 anos do que aqueles com
expressao negativa. Nossos resultados mostraram a mesma relagao,
embora sem significancia estatistica (46,4% de sobrevida nos positivos e
58,6% nos negativos, p = 0,052). Referente ao potencial de metastatizagao,
nossos resultados estdo de acordo com o que esta descrito na literatura,
pois houve uma correlagao positiva forte entre CD44v6 e MMP-9 (Tabela 7).

Outra proteina envolvida na génese do cancer de estbmago é a COX-
2. As ciclooxigenases representam enzimas fundamentais com atividade

bifuncional (peroxidasica e ciclooxigenasica), envolvidas na formagao de



53

prostaglandinas a partir do acido aracdénico. Duas isoformas sao descritas:
a COX-1, presente em células normais e a COX-2, indetectavel na maioria
dos tecidos normais, mas facilmente estimulada por citocinas, fatores de
crescimento e agentes carcindgenos. Os mecanismos pelos quais a COX-2
contribui para a carcinogénese nao sao completamente entendidos. Contudo,
alguns autores (SUN et al. 2005; LAZAR et al. 2008) apontam para
proliferacdo celular, inibicdo de apoptose, aumento da capacidade de
invasdo e indugdo de angiogénese como possiveis mecanismos
carcinogénicos. Sugere-se que 0 mecanismo pelo qual as prostaglandinas
inflamatdrias desencadeariam o processo de carcinogénese seria por meio
da ativacdo da via Wnt, com estabilizagdo da B-catenina, que migraria ao
nucleo da ceélula, interagiria com fatores nucleares de transcricdo que
determinam a ativagdo de genes que levam a proliferagdo celular, dentre
eles a MMP-9 (SUN et al. 2005).

COX-2 ativa as metaloproteinases (MMP1 e MMP2), associadas com
maior expressao de CD44, que promove a invasao celular. Em algumas
linhagens celulares de cancer de coélon, a expressdo de COX e de
prostaglandina E2 leva a uma maior adesao entre a célula tumoral e célula
endotelial, favorecendo metastases.

Na gastrite crénica atrofica, principalmente onde existe infeccao
cronica por Helicobacter pylori, ha progressao para metaplasia intestinal,
displasia e carcinoma; nessas lesdes precursoras, o aumento de COX-2 ja
foi documentado (PEEK e BLASER 2002). No cancer gastrico, a expressao

e correlagdo de COX-2 com fatores clinico-patoldgicos, apesar de ja
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demonstrada, € ainda alvo de discussao. Alguns autores relacionam a
expressdo de COX-2 com grau de invasdo, tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal e tipo histolégico (UEFUJI et al. 1998; LEE et al.
2001; OHNO et al. 2001; RAJNAKOVA et al. 2001; SAUKKONEN et al.
2001; SHI et al. 2003). Outros ja ndo mostram relagdo com tamanho, estadio,
linfonodos ou tipo histologico (RISTIMAKI et al. 1997; LIM et al. 2000; OHNO
et al. 2001; SON et al. 2001; KAWABE et al. 2002; CHEN et al. 2001; JOO et
al. 2003).

Em nossa amostra foi demonstrado aumento na expressao de COX-2
de acordo com o nivel do comprometimento linfonodal (p = 0,017), o que se
explica pela relagédo direta desta proteina com a linfangiogése (IWATA et al.
2007). Observou-se elevada expressao de COX-2 (38,2%) nos pacientes em
estagio IV, enquanto pacientes em estadios [, Il e Ill revelaram expressao
em menor intensidade. Na analise de sobrevida em 5 anos foi notada
diferenca importante em relagdo ao grupo COX-2 positivo (36,4%) versus
negativo (59,8%) (p < 0,001). Esse resultado sinaliza para uma maior
agressividade dos tumores COX-2 positivos pela intermediagcdo dos
processos evolutivos descritos acima.

Outro fendbmeno importante descrito na carcinogénese dos tumores
gastrointestinais € a degradagdo da membrana basal e da matriz extracelular
(MEC), indispensaveis para o processo de infiltragdo e metastase. As MMPs,
enzimas proteoliticas, exercem uma funcdo central nessa etapa. Ja foram
descritos mais de vinte tipos de MMPs, sendo reconhecida a importancia da

MMP-7 neste processo. A MMP-7 ativa MMP-2 e MMP-9, atuando
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centralmente na degradacado da MEC, incluindo a degradacédo do colageno
tipo IV. Apesar de muitas MMPs serem produzidas pelo estroma das células
que circundam as células tumorais, a MMP-7 ¢é sintetizada também pelas
préprias células neoplasicas, sugerindo forte associacdo desta enzima com
a transformacéao maligna (CHAMBERS e MATRISIAN 1997; YAMASHITA et
al. 1998; NELSON et al. 2000).

Publicacbes recentes tém apontado que a expressao de MMP-7
encontra-se relacionada a mau prognostico em tumores de eséfago e
pancreas (YAMAMOTO et al. 1999 e 2001; YAMASHITA et al. 2000, LIU et
al. 2002). Em tumores de estdbmago também ha relatos de associagao entre
MMP-7, disseminacdo peritoneal e comprometimento linfonodal
(NAGASHIMA et al. 1997; YONEMURA et al. 2000).

Em nosso estudo nao foi encontrada diferenca na expressao de MMP-
7 em relagdo ao estadiamento. TANG (2008) descreveu associagédo em
progressao linfonodal e expressdao de MMP-9. Quanto a sobrevida,
individuos com expressdo negativa para MMP-7 e MMP-9 apresentaram
taxas maiores do que aqueles com expressao positiva, podendo estes
ultimos estar relacionados a um maior potencial de agressividade e estadios
mais avancgados.

Outro ponto da sequéncia evolutiva do processo de génese tumoral
analisado foi a selegao de 6rgaos alvo pelo tumor, etapa que conhecemos
muito superficialmente. Um exemplo de proteinas envolvidas nesse
processo sao as quimiocinas. Estas sdo proteinas que induzem migragéao

direta de varios tipos de leucdcitos por meio da interagdo com um grupo de
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receptores transmembranicos acoplados a proteina G. Os receptores tém
capacidade de mediar efeitos bioldgicos, como a migragao celular. Mais de
50 quimiocinas e 20 receptores ja foram identificados, inclusive com relagdes
importantes entre tumor primario e local de metastases, determinados por
um efeito “chave/fechadura”, entre as quimiocinas e seus receptores
(KOISUMI et al. 2007).

CXCRA4 esta envolvido na formacido de metastases de varios tipos de
tumores solidos, podendo ter influéncia direta nas taxas de sobrevida.
Constitui receptor chave entre as células tumorais e o microambiente que as
circundam. Células mesenquimais e outras células estromais nao-
neoplasicas secretam uma quimiocina, SDF-1/CXCL12 (SCOTTON et al.
2002). Esta atrai células circulantes pela ligagdo com seu receptor, CXCR4.
A expressdo do receptor de quimiocinas pelas células tumorais é
considerada um elemento determinante na evolucido metastatica, pois as
células tumorais que expressam CXCR4 sdo atraidas aos 6rgaos onde ha
expressdo de CXCL12. Este, por sua vez, também induz migragao,
crescimento e sobrevivéncia de células neoplasicas por producéo paracrina,
0 que ajuda a promover angiogénese tumoral, por atrair células endoteliais
para o seu microambiente. Assim, a expressao de CXCR4 esta diretamente
envolvida com a formacao de metastases, incluindo as micrometastases, em
varios tipos de tumor, podendo contribuir como importante fator prognéstico

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Expressao de CXCR4 por tipo de tumor.

Tipo de tumor Sitio de metastase Autor Ano
Mama Pulmé&o / linfonodo Muller A 2001
Pulmao Pleura Oonakahara K 2004
Préstata Osso Taichman et al. 2002
Ovario Periténio Scotton et al. 2001
Estomago Periténio Yasumoto et al. 2006

Fonte: Adaptado de KOISUMI et al. (2007).

Entretanto, TSUBOI et al. (2008) analisaram 98 pacientes com
tumores de estdmago, estadio pT3 submetidos a gastrectomia e com achado
intra-operatério de carcinomatose peritoneal. Nao foi demonstrado
correlagdo entre CXCR4 e CXCL12 no tumor primario e células livres na
cavidade peritoneal com acometimento peritoneal secundario. Contudo, foi
encontrada uma tendéncia a maior recorréncia hepatica e linfonodal
dependente da expressao destas proteinas.

Em nossa amostra ndo foi encontrada diferenga significativa da
expressao de CXCR4 em relagao ao estadiamento. Em relagdo a sobrevida,
a expressao positiva de CXCR4 levou a uma sobrevida global de 47,8%,
enquanto a expressao negativa apontou para uma sobrevida de 76,2% (p=
0,01). Esses resultados demonstram que CXCR4 pode ser um marcador de
mau prognostico, corroborando os dados descritos por TSUBOI et al. (2008).

Como referido anteriormente, quase todas essas vias tém pontos de
interligacdo, sendo alguns pouco conhecidos e muitos ainda por serem

desvendados. Nossa analise apresentada na Tabela 7 (correlagdo nao-
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paramétrica) aponta para moléculas que se relacionam de forma forte ou
moderadamente forte.

A relagdo entre MMP-7 e MMP-9 ja foi discutida e é bastante clara;
relagdes entre receptores de quimiocinas e MMPs parecem apontar para
uma possibilidade interessante no mecanismo de implantacdo e
desenvolvimento de metastases ainda por ser confirmados.

LOU et al. (2005) descreveram a relagao entre CD44v6, molécula
envolvida nos mecanismos de adesdao e MMP9, enzima proteolitica com
papel no desenvolvimento local do tumor, em tumores de Krukenberg. Nosso
modelo encontrou essa relagdo nas mesmas proporgdes.

Outra proteina importante € o TGF-a. Notamos relagéo forte positiva
com as MMPs, CXCR4, moderada positiva com CD44v6 e COX-2. A relacéo
com as MMPs, CXCR4 e CD44v6 pode ser traduzida por um fendtipo mais
agressivo. Quanto a presencga de metastases e interagdo com COX-2, pode
ser que esteja relacionada ao maior comprometimento angiogénico e
linfonodal, como sinalizado por IWATA et al. (2007). Este autor demonstrou
em modelo animal, que o tratamento com inibidor seletivo de COX-2 em
camundongos portadores de cancer gastrico, com ou sem comprometimento
peritoneal, reduzia de maneira significativa a linfangiogénese tumoral.

Concluindo, em nossa amostra, as expressoes de COX-2, TGF-aq,
MMP-7, MMP-9 e CXCR4 interferiram negativamente na sobrevida global de
pacientes com adenocarcinoma gastrico, resultados estes que podem ser
justificados pelo papel na disseminagdo tumoral desempenhado por estas
moléculas. COX-2 apresentou influéncia significativa no estadio clinico,

sugerindo que pode ser candidata a estudos terapéuticos.
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7 CONCLUSOES

Diante do que foi exposto, podemos concluir que:

1- A maior expressao da proteina COX-2 em nossa amostra apresentou
correlagdo estatisticamente significativa com estadios mais

avangados de adenocarcinoma gastrico;

2- A expressdao de COX-2, TGF-a, MMP-7, MMP-9 e CXCR4 nos

tumores relacionou-se a pior sobrevida global dos pacientes.
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