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RESUMO

Begnami MD. Classificacdo molecular dos carcinomas gastricos. Sao Paulo; 2007.

[Tese de Doutorado-Fundagao Antdnio Prudente]

Embora tenhamos observado uma queda importante de sua incidéncia nos ultimos
anos, o carcinoma gastrico continua sendo uma das principais causas de morte por
cancer no mundo. O progndstico dos carcinomas gastricos ndo mudou muito nos
ultimos anos e ¢ dependente principalmente do estadiamento e do grau histologico do
tumor, porém estes indicadores ndo sdo preditivos de progressdo tumoral. Varidveis
ligadas ao paciente, ao tratamento e a biologia tumoral podem fornecer maiores
informagdes em relagdo ao comportamento destas neoplasias. O tratamento dos
carcinomas gastricos ¢ eminentemente cirtirgico € ha um consenso que o tipo de
excisdo cirurgica ¢ relevante a sobrevida. Andlises moleculares recentes tém
demonstrado que muitas alteragdes genéticas como nos genes p53, B-catenina, E-
caderina e c-erbB-2 entre outros, estdo associadas a carcinogénese gastrica. Estudos
anteriores mostraram que ha genes diferencialmente expressos na mucosa tumoral
em compara¢do a normal e nos carcinomas gastricos do tipo intestinal, mas uma
classificagdo dos tumores gastricos baseada nos padrdoes de expressdo protéica de
multiplos genes ainda nao foi proposta. Nosso estudo demonstrou por
imunoistqouimica que os carcinomas gastricos frequentemente expressam proteinas
associadas ao ciclo celular, fatores de crescimento, adesdo, transcricdo ¢
diferencia¢do celulares, além das sintases do 6xido nitrico e através das andlises
clusterizadas destes resultados caracterizamos 2 grupos de carcinomas gastricos.
Estes resultados sdo importantes, pois fornecem novas bases moleculares para
desvendar os mecanismos bioldgicos da carcinogénese gastrica, além de oferecer
novos marcadores diagndsticos bem como alvos terapéuticos para o desenvolvimento

de drogas especificas.



SUMMARY

Begnami MD. [Molecular classification of gastric cancer]. Sao Paulo; 2007. [Tese

de Doutorado-Fundagdao Anténio Prudente]

Although its incidence is declining in the last years, gastric cancer remains one of the
leading causes of cancer death in the world. The prognosis of gastric cancer did not
change and depends mainly of staging and tumor histological grade, but these
indicators are not preditive of tumoral progression. Features concerning to patient,
treatment, and tumoral biology may provide more evidence regarding tumoral
behavior. The surgical treatment is mainstay and there is a consensu about the
excision type and better prognosis.Recently, molecular investigations have provided
evidence that multiple genetic alterations such as p53, B-catenina, E-caderina e c-
erbB-2 are involved in gastric carcinogenesis. Previous studies showed differentially
expressed genes in gastric tumors in comparison to normal mucosae, and in intestinal
type of gastric carcinoma, but a classification of gastric carcinomas based on patterns
of protein expression of multiple gens have not ever been demonstrated.Using
immunohistochemistry, our study showed frequently expression of proteins related
with cell cycle, growth factors, cell adhesion, transcription, cell differentiation and
oxide nitric synthases. Two groups of gastric cancer were identified by clustering
analyses. These results are important not only providing new molecular basis for
understanding biological properties of gastric carcinogenesis, but also useful

resources for diagnostic markers and therapeutic targets for new drugs development.
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1 INTRODUCAO

Embora tenhamos observado uma significativa queda da incidéncia de cancer
gastrico nos ultimos 20 anos (PARKIN 2004), este tumor ainda ¢ uma das neoplasias
mais comuns, ocupando a quarta posicdo dentre as neoplasias malignas mais
freqiientes, sendo responsavel pela segunda causa de morte por cancer no mundo
(PISANI et al. 1999). No Brasil, ¢ o terceiro tipo de cancer mais comum, sendo
estimados para 2006, 14.970 novos casos de cancer gastrico entre os homens e 8.230
entre as mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 16 casos
novos a cada 100 mil homens e 9 para cada 100 mil mulheres (Ministério da Satude
2005). Aproximadamente dois tercos dos tumores gastricos ocorrem na populagao
dos paises em desenvolvimento (STEWART e KLEIHUES 2003). A infec¢ao pelo
Helicobacter pylori bem como fatores associados a habitos alimentares sdo as
principais causas associadas a etiologia do cancer gastrico (CREW e NEUGUT
2006). Paises com altas taxas de incidéncia de cancer gastrico apresentam altos
indices de infec¢do pelo H pylori ¢ o declinio da incidéncia destas neoplasias
observada nos paises desenvolvidos estdo diretamente associados a queda da
incidéncia do H pylori (HOWSON et al. 1986; PARSONNET et al. 1995).

A infecgdo pelo H pylori, estimada atualmente em trés a quatro bilhdes de
pessoas no mundo, € a causa mais comum de gastrite ativa cronica (MARSHALL e
WARREN 1984). A associagdo entre a infecgdo cronica pelo H pylori e o
desenvolvimento do cancer gastrico ja estda bem estabelecida (CORREA 1988). No

modelo de carcinogénese gastrica proposto por CORREA (1996), a infecgdo pelo H



pylori da inicio a uma seqiiéncia progressiva de lesdes gastricas que se inicia na
mucosa normal, seguida de gastrite cronica, gastrite atr6fica, metaplasia intestinal,
displasia, e finalmente carcinoma. A grande maioria dos individuos infectados pelo
H pylori ¢ assintomatica. O desenvolvimento do cancer gastrico em pessoas
infectadas pelo H pylori ¢ dependente de fatores que incluem principalmente a
viruléncia bacteriana e a resposta pro-inflamatéria do hospedeiro (EL-OMAR et al.
2003). Maior viruléncia e conseqiientemente maior risco de cancer gastrico sdo
atribuidos aos tipos de H pylori associados as citotoxinas do gene A (cagA) (TOMB
et al. 1997; ALM et al. 1999). Varios estudos demonstraram que infec¢des por H
pylori cag A+ apresentam maior risco de desenvolver gastrite atrofica severa e
cancer gastrico distal quando comparadas com as infec¢des por H pylori cagA-
(KUIPERS et al. 1995; BLASER et al. 1995; HUANG et al. 2003).

Além da infecgcdo pelo H pylori, associagdes com fatores ambientais e
dietéticos como o consumo de alimentos ricos em sal, defumados ou crus, a
exposicdo da mucosa gastrica a nitrosaminas, ¢ o baixo consumo de frutas frescas e
vegetais aumentam o risco de cancer gastrico (CORREA 1992; LEE SA et al. 2003).

Estudos prospectivos tém demonstrado uma significante relaciao entre fumo e
cancer gastrico (GONZALEZ et al. 2003; KOIZUMI et al. 2004). A obesidade
também tem sido considerada como fator de risco para os carcinomas gastricos da
regido da cardia (LAGERGREN et al. 1999). O refluxo gastro-esofagico causado
pela obesidade predispde ao desenvolvimento do esofago de Barrett, lesdo precursora
dos adenocarcinomas de esdfago e da jungdo gastro-esofagica (ISHAQ e
JANKOWSKI 2001). Outros fatores menos comuns relacionados a etiologia do

cancer gastrico incluem radiacdo (THOMPSON et al. 1994), anemia perniciosa



(HSING et al. 1993), tipo sanguineo A (AIRD et al. 1953), cirurgias gastricas prévias
por condic¢des benignas (STALNIKOWICZ e BENBASSAT 1990), fumo (NISHINO
et al. 2006) e infeccdo pelo virus de Epstein Barr (UEMURA et al. 1994; LEVINE et
al. 1995). Além disso, historia familiar positiva para cancer gastrico ¢ um fator de
risco importante, principalmente nas Sindromes genéticas como nos casos de Cancer
de Colon Hereditario Nao-Polipose (HNPCC) e Sindrome de Li-Fraumeni (LA
VECCHIA et al. 1992).

Aproximadamente 95% dos tumores géstricos sdo adenocarcinomas. Diversas
classificagdes histoldgicas t€ém sido propostas, incluindo GOSEKI et al. (1992),
CARNEIRO (1997) e MING et al. (1977), sendo as mais utilizadas as de LAUREN
(1965) e da Organizagdo Mundial da Saude-OMS (HAMILTON ¢ AALTONEN
2000). A classifica¢dao histologica dos carcinomas gastricos da OMS ¢ baseada no
padrdo histologico predominante, sendo os principais tipos os carcinomas tubulares,
papilares, mucinosos ¢ em anel de sinete. Na classificacdo histologica de Lauren, os
carcinomas gastricos sdo subdivididos em dois principais tipos: 1) bem diferenciados
ou tipo intestinal, e 2) pouco diferenciados ou tipo difuso. O tipo intestinal esta
associado a gastrite atréfica e metaplasia intestinal, enquanto que o tipo difuso
usualmente tem origem em pangastrites ndo atroficas.

Histologicamente, os carcinomas do tipo intestinal s3o constituidos por
estruturas glandulares ou papilares bem formadas, sdo geralmente bem delimitados, e
mais comuns em individuos mais velhos, com predominio no género masculino e da
raca negra. Os carcinomas do tipo difuso sdo constituidos por células menos coesas,
infiltram difusamente a parede gastrica e sdo mais comuns em individuos mais

jovens, com discreto predominio no género feminino (MING et al. 1998). Nos



ultimos anos, temos observado uma importante queda na incidéncia dos carcinomas
do tipo intestinal, por outro lado, um aumento na incidéncia dos carcinomas difusos,
principalmente os em anel de sinete, tem sido relatado mundialmente (HENSON et
al. 2004).

O progndstico dos carcinomas gastricos ndo mudou muito nos ultimos anos e
¢ dependente principalmente do estadiamento ¢ do grau histoldgico do tumor, porém
estes indicadores ndo sdo preditivos de progressdo tumoral. Variaveis ligadas ao
paciente, ao tratamento ¢ a biologia tumoral podem fornecer maiores informagdes em
relacdo ao comportamento destas neoplasias (ALLGAYER et al. 1997; SAITO et al.
2006a e b; ALICI et al. 2006). O tratamento dos carcinomas gastricos ¢
eminentemente cirargico ¢ hd um consenso que o tipo de excisdo cirargica ¢
relevante a sobrevida (DEN DULK et al. 2006; CHO et al. 2007; SAITO et al.
2007a). A resseccdo cirurgica completa do tumor ainda representa a maior chance de
cura para 0s pacientes com carcinoma gastrico, mas aproximadamente 80% dos
pacientes com margens cirargicas adequadas terdo recorréncia com morte decorrente
da doenca (MIDDLETON ¢ CUNNINGHAM 1995). Embora com resultados ainda
ndo satisfatorios, tem se observado nos ultimos anos, um grande empenho no
desenvolvimento e uso de novos esquemas quimio ¢ radioterapicos mais eficientes
que possam ser usados no tratamento adjuvante dos pacientes com carcinoma
gastrico (MACDONALD et al. 2001; VAN DE VELDE e PEETERS 2003).
Pacientes com cancer gastrico estadio I'V ainda apresentam prognostico sombrio com
taxa de sobrevida em 5 anos em torno de 11% mesmo apods tratamento cirirgico e

quimioterapico (HANSSON et al. 1999).



A carcinogénese gastrica ¢ um processo multifatorial e de multiplos passos,
durante os quais multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas estdo envolvidas
(YASUI et al. 2006). Anormalidades nos fatores/ receptores de crescimento
(TAHARA 2004), fatores associados a angiogénese (TZANAKIS et al. 2006),
reguladores do ciclo celular (XIA et al. 2006), moléculas associadas a adesao celular
(ZHENG et al. 2006), genes de reparo de DNA (HAYASHI et al. 2006), oncogenes ¢
genes supressores de tumor (TAMURA 2006) tém sido associadas ao
desenvolvimento e progressdo dos carcinomas gastricos. A patologia molecular nos
oferece informagdes que permitem a compreensao da patogénese tumoral, bem como
a descoberta de marcadores moleculares que possam ser uteis no diagndstico e
progndstico dos tumores, permitindo o diagndstico mais preciso e o estabelecimento

de terapia mais seletiva.

1.1 MECANISMOS MOLECULARES DA CARCINOGENESE

GASTRICA

Inimeras alteragdes genéticas tém sido associadas a desregulacao da
proliferacdo e diferenciacdo das células da mucosa gastrica normal que levam a
formagdo do cancer (WRIGHT et al. 1992; TAHARA 1993; CORREA ¢ SHIAO
1994; TAHARA 1995) (Figura 1). Embora diferentes mecanismos genéticos tém
sido descritos como envolvidos na carcinogénese dos principais tipos de carcinomas
gastricos, alguns mecanismos sdo comuns tanto para os carcinomas do tipo intestinal

como para os difusos (YASUI et al. 2006; SMITH et al. 2006; VAUHKONEN et al.



2006) (Tabela 1). Descreveremos a seguir 0s principais mecanismos € vias

associadas a carcinogénese gastrica.

CARCINOMA DIFUSO

CARCINOMA
INTESTINAL

INSTABILIDADE MICROSSATELITE
METILAGAO: p16 COX-2 GSTP1 MLH1, TFF1
AMPLIFICAGAD: ERB B2

MUTAGAD: K-RAS, TPE2
METILAGAO: COHT, DAP-K, L
LOX, MGMT, P14 EORE LI P

EESLIFICAGAO: C-MET, K- ﬁ«DENOMﬁ
MUTAGAD: COH1, TPE3 DI SP LASIA

Mucosa Normal EXPRESSAD: hTERT

MUTAGAD: APC, TRS3

METILAGAQ: APC, CDH1, DAR-K,
MLH1, pi14, TIMP3

EXPRESSAO: EGFR, TGF

EXPRESSAD: GASTRI-I-E

NG'ASTtRﬂI;E COX2, COX-2, hTERT ATROFICA,
H. pylori | O UL

superficial

METAPLASIA
INTESTINAL

Fonte: VAUHKONEN et al. (2006).

Figura 1 - Grafico de seqiiéncia e passos da carcinogénese gastrica e os principais

mecanismos moleculares associados.



Tabela 1 - Principais alteragdes genéticas descritas nos carcinomas gastricos.

Alteracdo genética

Intestinal (%0)

Reparo de DNA

Mutagdo K-ras
Amplificagdo de
c-met
Amplificagdo de
K-sam
Amplificagdo de
c-erbB-2
Superexpressdo de EGFR
Superexpressdo de EGF
Superexpressdo de TGF-
alfa
Superexpressao de VEGF
Mutacao/LOH de
P53
Mutacao/LOH de
APC
LOH de DCC

Perda de expressdo
de pl6
Mutagao de
e-caderina
Mutagdo de
B- catenina
Splices anormais de CD44
LOH de Bcl-2
Antigeno SC-1
Amplificagdo de
Ciclina-E
Atividade de telomerase

Transdugao de sinal

Receptor de fator de crescimento
Receptor de fator de crescimento
Receptor de fator de crescimento

Receptor de fator de crescimento

Fator de crescimento
Fator de crescimento

Fator de crescimento
Fator de transcrigao

Transdugao de sinal

Adesdo cellular
Inibidor do ciclo celular

Adesido cellular

Adesao celular/ transducéo de sinal

Adesdo cellular
Inibidor de apoptose
Receptor de apoptose

Regulador do ciclo celular

Envelhecimento

Difuso (%0)

25
20
55

12
20-38

30

31

50

100

50
10

90

10
19

20
50
40
60

46

40-60

50
12

27

100
43
24
20

100

Fonte: TAHARA (1997).

1.1.1 Genes Supressores de Tumor

Anormalidades genéticas no gene p53 estdo entre as mais freqiientes na

tumorigénese humana. A inativa¢do deste gene leva a perda funcional da proteina

que reconhece os danos do DNA e prolonga o ciclo celular até¢ que seja feito o

reparo.

O gene supressor de tumor p53 estd frequentemente inativo nos carcinomas

gastricos pela perda de heterozigozidade (LOH), mutagdes missense e delegdes do

tipo frame shift. Cerca de 60% dos carcinomas gastricos mostram alteragcdes no gene



p53 independentemente do tipo histologico, sendo as alteragdes mais comuns em
lesdes precursoras como metaplasias intestinais, adenomas e displasias (YOKOZAKI
et al. 1992; SAKURALI et al. 1995; TAMURA 2006).

Mutagdes no gene APC, primeiramente associadas a polipose coli familial,
sdo também observadas nos carcinomas gastricos. Mutacdes do tipo missense t€m
sido encontradas em cerca de 60% dos carcinomas géstricos do tipo intestinal
(KINZLER et al. 1991). Estas altera¢des sdo raras nos carcinomas do tipo difuso,
mas podem estar associadas aos carcinomas de células em anel de sinete
(NAKATSURU et al. 1992). O produto do gene APC se liga a uma proteina
multifuncional, [B-catenina, que normalmente encontra-se livre ¢ em baixas
concentragdes nas células. Quando na inativacdo do gene APC e/ ou mutacdes da [3-
catenina, a quantidade de (- catenina livre se eleva e acumula no citoplasma. A (-
catenina entdo se transloca para o nucleo e interage com as proteinas da familia dos
fatores de reconhecimento linfoide de células T (Tct/LEF) ativando a transcricdo de
genes alvos (PEIFER et al. 1999). E reconhecido que o complexo B- catenina/Tcf
pode ativar varios genes alvos que estdo diretamente associados a progressdo e
crescimento tumoral, como o c-myc e ciclina D1, bem como outros genes envolvidos
nos mecanismos de proliferacdo celular, proteodlise, diferenciacdo, angiogénese e
migracdo celular (BRABLETZ et al. 2002). O gene APC e a - catenina sdo
constituintes do mecanismo de transdu¢do de sinal chamado Wnt, que esté alterado
em 90% dos canceres colorretais. Na auséncia do sinal da via Wnt, ocorre a ativagao
do GSK-3p que fosforila a B- catenina através de interagdes funcionais com a axina e
APC (WILLERT e NUSSE 1998). Subsequentemente, a - catenina ¢ degradada

pelo mecanismo de ubiquitina/proteossoma. Mutacdes da [B- catenina tem sido
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descritas  principalmente nos carcinomas gastricos do tipo intestinal

(UTSUNOMIYA et al. 2000; GULMANN et al. 2003b).

1.1.2 Moléculas de Adeséo Celular (E-Caderina)

A E-caderina ¢ um membro da familia das glicoproteinas transmembrana
envolvidas no mecanismo de adesdo célula-célula calcio dependentes, que
aparentemente exercem um papel importante na organogénese ¢ morfogénese
(TAKEICHI et al. 1991). Mutagoes do gene da E-caderina afetam os exons 8 ou 9 ¢
induzem a alteragdo morfoldgica, perda da adesdo celular ¢ aumento da mobilidade
celular contribuindo para o processo de formagdo do cancer (HANDSCHUH et al.
1999). Mutagdes germinativas do gene da E-caderina tem sido relatadas em
carcinomas gastricos do tipo difuso familiares (GUILFORD et al. 1998).
Aproximadamente 50% dos carcinomas gastricos do tipo difuso mostram mutagdes
do gene da E-caderina (BECKER et al. 1994). A adesdo célula-célula mediada pela
E-caderina aparentemente exerce um importante papel na prote¢ao das células contra
a apoptose (METCALFE e STREULI 1997). Recentemente foi demonstrado que a
expressdo de E-caderina reduz a expressdo de bcl-2, um gene muito importante na

regulagdo da apoptose (SASAKI et al. 2000).

1.1.3 Oncogenes

Muitos proto-oncogenes sao ativados nos carcinomas gastricos, com algumas
diferengas de acordo com os tipos histologicos. O gene c-met, codificador do fator de
crescimento do hepatocito, estd amplificado em 19% dos carcinomas gastricos do

tipo intestinal e em 39% do tipo difuso (KUNIYASU et al. 1992). A maioria dos
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carcinomas gastricos expressa 2 tipos de transcritos do gene c-met, de 7.0 kb e 6.0
kb. Expressao dos transcritos de 6.0 kb tem sido associada a fatores prognosticos
como estadio, profundidade de invasdo tumoral e metdstases em linfonodos
(KUNIYASU et al. 1993).

Outro proto-oncogene c-erbB-2, uma glicoproteina de 185 KDa com
atividade tirosina quinase, tem sido encontrada amplificada em 20% dos carcinomas
do tipo intestinal e raramente nos carcinomas do tipo difuso (YOKOTA et al. 1988).
A super-expressdo deste gene estd também associada a progndstico ruim ¢ metastases

hepaticas (YONEMURA et al. 1991).

1.1.4 Reguladores do Ciclo Celular

Hé evidéncias de que o processo de carcinogénese gastrica freqiientemente
envolve anormalidades na expressdo de ciclinas e outras células reguladoras do ciclo
celular, especialmente durante a regulagdo da fase G1 do ciclo (DOKI et al. 1997).
Tem sido demonstrado que proteinas reguladoras do ciclo celular, especialmente no
checkpoint G1, como Rb, cdk4, ciclina D1 e ciclina E bem como as perdas das
expressoes de pl6 e p27 t€ém uma participagdo importante na carcinogénese gastrica
(MYUNG et al. 2000; ZHAO et al. 2003).

O gene da ciclina E esta amplificado em 15 a 20% dos carcinomas gastricos.
Amplificagdo do gene da ciclina E e a super- expressdo da sua proteina estdo
associados a maior agressividade ¢ metéstases em linfonodos (AKAMA et al. 1995).
A superexpressdo da proteina ciclina D1 e a perda de expressdo da proteina pl6

ocorrem em aproximadamente 1/2 e em 1/3 dos carcinomas gastricos
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respectivamente, mas nao sao fatores que influenciam no prognoéstico destes tumores
(FEAKINS et al. 2003).

A redugdo da expressdao da proteina p27 correlaciona com invasao tumoral e
metastases em linfonodos, sendo mais comuns nos carcinomas gastricos avangados

independentemente do tipo histologico (YASUI et al. 1997).

1.1.5 Fatores de Crescimento e Citocinas

As células do carcinoma gastrico expressam uma grande variedade de fatores
de crescimento, hormonios e citocinas que agem nos mecanismos autocrinos e
paracrinos que modulam interagdes complexas entre as células tumorais e células
estromais. A familia dos receptores do fator de crescimento epidérmico, que incluem
EGF, TGFa, IGF II e bFGF, sao freqiientemente expressos nos carcinomas gastricos
do tipo intestinal, enquanto TGF@, IGF II e bFGF sdo predominantemente expressos
nos carcinomas do tipo difuso (TAHARA 2004). O fator de crescimento TFGJ ¢
freqlientemente expresso nos carcinomas gastricos, particularmente nos carcinomas
do tipo difuso com fibrose (YOSHIDA et al. 1989).

Fatores angiogénicos como o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) promove a angiogénese e progressio dos carcinomas gastricos
particularmente nos carcinomas do tipo intestinal, enquanto que os fatores de

crescimento de fibroblastos (FGF) mostram uma forte associagdo com os carcinomas

do tipo difuso (TANIMOTO et al. 1991; YAMAMOTO et al. 1998).
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1.1.6 Mucinas

Uma consideragdo final a ser realizada ¢ a participacdo das mucinas na
génese dos carcinomas gastricos. As mucinas sdao glicoproteinas de alto peso
molecular e podem ser classificadas em secretoras (MUC2, MUCSAC e MUC6) e de
membranas (MUC1 e MUC3). A expressdo de MUCI foi detectada na maioria dos
epitélios, incluindo mama e pancreas, bem como no trato gastrointestinal,
respiratdrio e urinario (CAO et al. 1998). MUC2 ¢ uma mucina secretora expressa no
colon, intestino delgado e vias aéreas. MUC1, MUCSAC e MUC6 sdo conhecidas
como mucinas gastricas normais, enquanto a MUC2 ndo ¢ usualmente expressa na
mucosa gastrica normal (REIS et al. 1997). Nos carcinomas gastricos, tem se
observado uma forte expressdo de MUCI e baixa expressao de MUCS5AC e MUC6
(BALDUS et al. 1998). A expressao de MUCI ¢ aparentemente relacionada com pior
prognoéstico (AKYUREK et al. 2002). Por outro lado, a expressao de MUC2 ¢ mais
comum nos carcinomas do tipo mucinoso e ndo se correlaciona com o0
comportamento biologico (PINTO-DE-SOUSA et al. 2002). Recentemente, a
expressdo de mucinas tem sido utilizada para a determinacdo de fendtipos que
possam correlacionar com a histogénese do carcinoma gastrico. O fenotipo gastrico é
determinado pela expressio de MUCI e auséncia de expressio de MUC2
(MUC1+/MUC2-), o fenotipo intestinal é determinado pela expressao de MUC2 e
auséncia de MUC1 (MUC-/MUC2+) e finalmente o fendtipo gastrointestinal ou
misto apresenta expressdo de ambas as mucinas (MUC1+/MUC2+). Estudos tém
demonstrado que os fendtipos gastricos e intestinais ndo correspondem aos tipos

histologico difuso e intestinal, respectivamente, porém estdo associados a
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agressividade tumoral durante o estagio precoce de desenvolvimento tumoral
(BARRESI et al. 20006).

Como podemos observar, os carcinomas gastricos dos tipos intestinal e difuso
estdo envolvidos em mecanismos moleculares distintos, mas algumas vias sdo
comuns a ambos. Recentemente, a procura de uma ‘assinatura molecular’ baseada
em expressao gé€nica que possa definir subgrupos de tumores com caracteristicas
clinicas e biologicas semelhantes tem sido demonstrada por diversos autores
(GOLUB et al. 1999; ALIZADEH et al. 2000; BITTNER et al. 2000; SORLIE et al.
2001; DOLLED-FILHART et al. 2006; HOMMA et al. 2006). Em relagao aos
carcinomas gastricos, estudos tém sido realizados na tentativa de estabelecer novos
parametros clinicos e bioldgicos que possam determinar o comportamento biolégico
destes carcinomas, mas os resultados sdo na maioria das vezes contraditérios e
inconclusivos (SCARTOZZI et al. 2004). Além disso, a pesquisa de uma Unica
proteina isolada ou o estudo de um pequeno grupo de marcadores moleculares nio
oferece parametros adequados e suficientes para a avalia¢dao segura do prognoéstico e
do comportamento bioloégico dos tumores. A pesquisa de uma grande variedade ou
grupos maiores de marcadores moleculares ¢ mais eficaz na determinagdo de grupos
de tumores com caracteristicas clinicas e histologicas distintas (CALLAGY et al.
2003; GARCIA et al. 2003; SHI et al. 2005).

Embora tecnologias avangadas como cDNA arrays sejam capazes de analisar
milhares de genes em um numero pequeno de amostras, correlagdes entre os dados
moleculares com as informagdes clinicas e histopatoldgicas s6 poderdo ser
fornecidas ap6s a analise de um numero maior de amostras (MEIRELES et al. 2004).

O método de tissue microarray (TMA), descrito por KONONEN et al. (1998), é um
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método eficiente e econdOmico que permite a andlise de diversos genes ou proteinas
em uma centena de amostras de um mesmo tecido ou de origens diferentes
(KONONEN et al. 1998; ZHANG DH et al. 2003; HANS et al. 2004; ABD EL-
REHIM et al. 2005). O TMA tem sido utilizado em técnicas como hibridagdo in situ
(ISH), hibridagao in situ por cromégeno (CISH), hibridagdo in situ fluorescente
(FISH) e imunoistoquimica na pesquisa de marcadores diagnéstico e prognosticos de
diversos tumores (KONONEN et al. 1998; MOCH et al. 2001; BUBENDORF et al.
2001; BHARGAVA et al. 2004; SAPINO et al. 2006). A critica que cabe a este
método ¢ a representatividade da pequena amostra (core) do tumor em relagdo ao
método tradicional das laminas individuais, uma vez que os tumores de uma maneira
geral sdo muito heterogéneos ¢ podem exibir areas distintas em uma mesma amostra.
Estudos recentes mostram que duas ou mais amostras (cores) de tumores sao
suficientes para representar as lesoes na pesquisa de fatores progndsticos pelo TMA
(CAMP et al. 2000; GULMANN et al. 2003a; SAPINO et al. 2006). Mesmo em
tumores muito heterogéneos, como nos carcinomas ovarianos, o resultado das
analises pelo TMA de um tnico core coincidiu em 90% com os resultados do método
tradicional e em 95% quando foram utilizados dois cores destes tumores (CAMP et
al. 2000; ROSEN et al. 2004).

Portanto, decidimos neste estudo analisar as expressoes imunoistoquimicas de
varias proteinas de genes envolvidos em diversos mecanismos moleculares, em uma
grande amostra de carcinomas gastricos, utilizando-se a técnica do TMA. E, a partir
destes achados, classificar através de analise clusterizada de dados, os carcinomas
gastricos em subgrupos que apresentem padrio de expressdo imunoistoquimica

semelhantes.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sao:

Determinar as principais caracteristicas demograficas e histopatoldgicas dos
carcinomas gastricos da nossa amostra;

Estudar as expressdes imunoistoquimicas de proteinas associadas a adesao
celular, apoptose, ciclo celular, reparo de DNA, diferenciacdo celular e
oncogenes € genes supressores de tumor nos carcinomas gastricos dispostos
em TMA;

Determinar o padrdo de expressdao imunoistoquimica das proteinas associadas
a diversos mecanismos moleculares nos carcinomas gastricos do tipo
intestinal e difuso;

Determinar grupos (clusters) de carcinomas gastricos de acordo com o padrao
de expressdo imunoistoquimica, através de analises clusterizadas dos
marcadores;

Determinar as correlacdes entre os grupos (clusters) de carcinomas gastricos
com os principais achados clinicos e morfologicos; e sua importancia no

prognostico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foi realizada a selecdo de casos de carcinomas géstricos a partir do Banco de
Dados do Departamento de Anatomia Patologica. Foram excluidos os casos de
bidpsia e os casos de revisdo de laminas. Foram entdo selecionados 482 carcinomas
gastricos, produtos de gastrectomias realizadas no Centro de Pesquisa e Tratamento
Hospital A C Camargo no periodo de 1988 a 1998 que continham materiais
emblocados em parafina suficientes para o estudo. Foram resgatadas todas as laminas
e blocos de parafina dos arquivos da anatomia patoldgica. Blocos representativos do
tumor foram separados e novos cortes histologicos foram realizados e corados pela
técnica de hematoxilina-eosina. Foram realizadas as revisdes das laminas e a
classificagdo histopatoldgica dos tumores de acordo com as classificagdes de
LAUREN (1965), CARNEIRO (1997) e HAMILTON e AALTONEN (2000).

Os dados demograficos (idade e género) dos pacientes bem como as
caracteristicas histopatoldgicas dos casos selecionados como: localizagdo e tamanho
tumoral, profundidade de infiltracdo da parede géstrica e presenca de metdstases em
linfonodos foram obtidos através da revisdo dos prontudrios e dos laudos anatomo-
patolégicos. A idade foi estratificada em dois grupos: pacientes de até 60 anos e
acima de 60 anos. O tamanho tumoral foi determinado pela medida macroscopica do
maior didmetro da lesdo e para as andlises estatisticas, os casos foram agrupados em

2 grupos: tumores de até¢ 5 cm de didmetro ou maiores que 5 cm. O estadiamento
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anatomo-patoldgico dos tumores foi categorizado de acordo com o sistema TNM da
Unido Internacional contra o Cancer. O seguimento clinico dos pacientes teve inicio
a partir da data da cirurgia até a data do 6bito ou da ultima consulta em até 5 anos (60
meses).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de
Tratamento e Pesquisa Hospital A C Camargo em 3 de marg¢o de 2004; Projeto de

Pesquisa n° 578/04.

3.2 CONSTRUCAO DOS TMAS

Os tissue microarrays (TMAs) foram construidos utilizando-se somente casos
de carcinomas gastricos. Os casos foram resgatados do arquivo de anatomia
patoldgica e blocos representativos do tumor foram separados. Novos cortes
histologicos foram realizados e corados pela técnica de H&E. As areas mais
representativas do tumor foram identificadas através do exame microscopico das
laminas e as 4reas de interesse foram marcadas com caneta permanente e
identificadas nos blocos de parafina correspondentes (blocos doadores). Usando o
tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe, MD,USA) cilindros das
areas de interesse previamente identificada nos blocos doadores foram retiradas e
transferidas em novos blocos de parafina (blocos receptores). Os cortes obtidos
destes blocos de TMA foram dispostos em laminas com adesivos Microsystems Inc”
(Figura 2).

Para cada caso foram retirados dois cilindros de 0.6mm (cores) de duas areas

distintas do tumor, gerando um total de 964 cores. As cores foram distribuidos em
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trés blocos de parafina contendo 176, 105 e 201 casos de carcinomas gastricos,
respectivamente. A partir de tabelas em Excel, um sistema de coordenadas foi usado
para a determinagdo da posicao exata dos casos nos blocos tendo como referéncia um

fragmento de figado. Os casos foram dispostos em ordem numérica crescente (de

acordo com o registro anatomo-patologico).
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Figura 2 - Esquema representativo da montagem dos blocos de TMA, através da
retirada de cilindros de 0.6mm de diametro dos blocos receptores e colocacdo dos

mesmos nos blocos doadores.
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3.3  IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas em duas laminas de cada
bloco de TMA com niveis de profundidades diferentes de pelo menos 25 cortes de
diferenca. Esta estratégia garante a observacao de areas distintas da neoplasia. Como
os casos foram inseridos em duplicada, as andlises dos resultados para cada anticorpo
foram realizadas em pelo menos quatro areas (spots) representativas de cada caso.

Foi utilizado o método do complexo de streptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC, DAKO"™ ). Os passos técnicos realizados foram os ja tradicionalmente
descritos na literatura e podem ser vistos em livros texto (SANTOS et al. 1999).

O protocolo seguido esta descrito passo a passo:

1. Desparafinizacdo dos cortes histologicos com 3um de espessura, do material
incluido em parafina e colocados em laminas silanizadas (3-aminopropyl-
triethoxy-silane — SIGMA), e deixados estufa a 60°C por 24 horas.

2. Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos.

3. Trés passagens em etanol (100%, 95%, 70%) a 30 segundos cada.

4. Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

5. Recuperagdo antigénica por calor (panela de pressdo) em tampao citrato por 5
minutos.

6. Bloqueio da peroxidase endogena com H,0, a 3% (4gua oxigenada 10
volumes).

7. Lavagem das laminas em 4gua corrente e destilada.

8. Bloqueio das proteinas inespecificas (Protein Block-serum free, DAKO®) por

20 minutos.
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Incubagdo com anticorpo primario, diluido em titulo estabelecido em tampao
PBS contendo albumina bovina BSA a 1% (SIGMA) e azida sdédica (NaNj3)
0,1%, a 4°C em camara imida (16 a 18 horas).

Lavagem em tampao PBS.

Incubagdo com o anticorpo  biotinilado-reagente C, do kit
StreptABComplex/HRP Duet (DAKO).

Lavagem em tampdo PBS.

Incubagdo das laminas em solugdo substrato cromoégeno: 3,3’
Diaminobenzidine = Tetrahydrochloride @~ (DAB) 60mg  (SIGMA);
Dimetilsulféxido (DMSO) 1ml; H,O, a 6% (4gua oxigenada 20 volumes) 1
ml, PBS 100ml (5min, 37°C, ao abrigo da luz).

Lavagem das laminas em 4gua corrente e destilada.

Contracorar com hematoxilina de Harris.

Imers@o em agua amoniacal (solugcdo de hidroxido de amoénio a 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratacao das laminas (6 passagens em etanol a 50%, 80%, 95% e 100%,
sendo trés delas em 100%).

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Germany).

Os anticorpos pesquisados, clones, origens, dilui¢des utilizadas e os

respectivos padroes de marcacio considerados podem ser vistos na Tabela 2.

As reagdes foram acompanhadas de controles positivos, em tecidos

sabidamente positivos para os anticorpos testados, e dois controles negativos. O

primeiro deles realizado pelo ndo uso do anticorpo primario e o segundo através da

retirada do anticorpo secundario durante os passos da reacdo. A leitura das laminas
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foi realizada em microscopio Optico comum e o critério utilizado para positividade
foi estabelecido de acordo com a categorizagdo descrita para cada anticorpo

pesquisado.

3.4 AVALIACAO DAS EXPRESSOES IMUNOISTOQUIMICAS

Para as proteinas de marcagdo nuclear, p53, p21, p27, pl6, Rb, ciclina D1,
ciclina A1 e MSH2 utilizamos critérios previamente descritos, que definem como
positivos 0s casos com coloragdo marrom inequivoca nos nucleos das células
tumorais observados em mais de 10% das células neoplasicas (LIU et al. 2001;
CHETTY e SITTI 2003; FEAKINS et al. 2003).

Para as proteinas de marcacdo citoplasmatica, a positividade foi avaliada de
acordo com um escore considerando-se a intensidade da marca¢do e a quantidade de
c¢lulas marcadas.

A intensidade de marcacao foi avaliada, utilizando-se a seguinte graduacao:

0: sem reagao detectavel

1: marcacgao fraca ou discreta

2: marcac¢ao de moderada intensidade

3: marcagao forte

A porcentagem das células marcadas foi dividida em cinco graus de acordo
com o numero de células, a saber:
0: sem reacgao detectavel

1: positividade em menos de 25% das células
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2: positividade em 25-50% das células

3: positividade em 50-75% das células

4: positividade em mais de 75% das células

O escore final foi obtido através da somatéria das duas graduagdes. Casos
com escore maior que 4 foram considerados positivos.

As proteinas que se expressam na membrana, foram avaliadas de acordo com
critérios previamente publicados (ELLIS et al. 2004):

0: Marcacgao ausente ou presente em menos de 10% das células neoplésicas

1: Marcagdo de membrana fraca e parcial em mais de 10% das células

2: Marcagdo completa da membrana, fraca ou moderada em mais de 10% das
células

3: Marcagao completa e forte de membrana em mais de 10% das células

Os casos positivos foram considerados aqueles com escore 2 ou 3.

Quanto a analise imunoistoquimica dos padrdes de marcagdo de expressao da
E-caderina, foram utilizados critérios previamente descritos, sendo determinados
dois aspectos (UTSUNOMIYA et al. 2000):

e Preservada: marcacdo na membrana celular presente em mais de 75%
das células neoplasicas (padrdo similar ao observado em células nao-
neopldsicas)

e Perda parcial ou total: auséncia de expressdo ou positividade
observada em menos de 75% das células neoplasicas.

A marcagdo citoplasmatica e intensidades de marcagdo ndo foram

consideradas.
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A expressao de B-catenina foi determinada de acordo com a localizagao da
marcagdo, independente da intensidade da coloragao (NABAIS et al. 2003), ¢ foi
categorizada como:

e Preservada: marcagdo de membrana em mais de 90% das células
e Alterada: auséncia de marcacdo ou positividade citoplasmatica e/ou
nuclear em mais de 90% das células.

Como citado anteriormente, as reagdes imunoistoquimicas para cada
anticorpo foram realizadas em duas laminas de TMA, sendo analisados quatro cores
de cada caso. O resultado final foi dado apos o calculo da média aritmética dos

quatro eventos.
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Tabela 2 — Anticorpos analisados por imunoistoquimica, clones, origem, diluigdo e
padrdo de expressao considerada.

CICLO CELULAR

Anticorpos  Clones Origem Diluicéo Padrédo de expresséo
pl6 C-20 MTM Laboratories 1:25 Nuclear
p27 SX53G8 DAKO 1:200 Nuclear
p21 SX118 DAKO 1:30 Nuclear
Ciclina D1 RBT-14 BIO SB Pré diluida Nuclear
CiclinaA  Policlonal Santa Cruz 1:40 Nuclear
Ciclina B1 V152 DAKO 1:50 Citoplasmatico
Rb Rb 1 DAKO 1:50 Nuclear
p53 DO7 DAKO 1:100 Nuclear

SINTASES DO OXIDO NIiTRICO

Anticorpos Clones Origem Diluicéo Padréo de expressao
NOS 1 nNOS Santa Cruz 1:200 Citoplasmatico
NOS 2 iNOS Santa Cruz 1:40 Citoplasmatico
NOS 3 eNOS Santa Cruz 1:100 Citoplasmatico

FATORES DE CRESCIMENTO

Anticorpos Clones Origem Diluicéo Padréo de expressao
c-met Policlonal Novocastra 1:50 Membrana
VEGF Policlonal Santa Cruz 1:500 Citoplasmatico
c-erbB-2 Policlonal Dako 1:500 Membrana
TGFpI Policlonal Santa Cruz 1:50 Citoplasmatico
TGFBII Policlonal Santa Cruz 1:200 Citoplasmatico

MSH?2 Policlonal Santa Cruz 1:25 Nuclear




28

Cont/ Tabela 2

APOPTOSE

Anticorpos Clones Origem Diluicéo Padrao de expresséo
Bcl-2 124 DAKO 1:40 Citoplasmatico
Bax Policlonal DAKO 1:50 Citoplasmatico
Bak Policlonal DAKO 1:400 Citoplasmatico
Bcel-x Policlonal DAKO 1:50 Citoplasmatico
~ Anticorpos ~ Clones ~ Origem  Diluigdo ~ Padrdo deexpressio
APC Policlonal Santa Cruz 1:800 Citoplasmatico
Clatrina 23 Transduction 1:2000 Citoplasmatico
E-caderina 36B5 Novocastra 1:50 Membrana
[- catenina 17C2 Novocastra 1:100 Membrana
MUC 1 Ma 695 Novocastra 1:500 Citoplasmatico
MUC 2 CCp58 Novocastra 1:1000 Citoplasmatico
MUC 5AC CLH2 Novocastra 1:500 Citoplasmatico
MUC 6 CLHS5 Novocastra 1:600 Citoplasmatico
MMP-2 75-TF7 Oncogene 1:40 Citoplasmatico
MMP-9 56-2A4 Oncogene 1:80 Citoplasmatico

35 ANALISES ESTATISTICAS

As informacdes coletadas dos prontuarios médicos e os dados
imunoistoquimicos dos marcadores biomoleculares foram armazenados em um
banco de dados informatizado (Excel®, versao 2003, Microsoft) e posteriormente
analisados com o programa de computador SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA). Para a caracterizacdo da populacdo do estudo, utilizou-se a estatistica
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descritiva, empregando porcentagens, médias e medianas. A comparagdo das
diversas varidveis entre os tipos histologicos intestinal e difuso (classificagdo de
Laurén) foi realizada pelo teste de qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher,
dependendo dos valores esperados nas tabelas de contingéncia. Realizou-se a analise
dos fatores progndstico separadamente para os grupos histologicos intestinal e
difuso. Na analise univariada, calculou-se a taxa de sobrevida global em 5 anos para
as diversas variaveis, sendo as curvas comparadas pelo teste de log-rank. Para tanto,
considerou-se o intervalo transcorrido 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. As variaveis cujo nivel descritivo do teste foi de até 25%
foram selecionadas para o modelo de riscos proporcionais de Cox, para o qual se
empregou a técnica a modelagem do tipo stepwise forward selection. Estimou-se o
risco relativo através do hazard ratio obtido a partir do modelo multivariado. Para

todas as andlises estatisticas estabeleceu-se o nivel de significancia em 5%.

36 CLUSTERIZACAO

As analises clusterizadas dos resultados dos marcadores imunoistoquimicos
foram realizadas utilizando-se o programa TMEV. Foi utilizado um algoritimo para
clusteriza¢do hierarquica ndo supervisionada dos marcadores. Usamos a distincia
Eclideana e complete linkage. Esta analise ¢ realizada através da identificagdo de
pares de proteinas que apresentam maior similaridade determinada pelas correlagdes
entre todas as proteinas estudadas. Uma proteina é acrescentada ao cluster quando

esta possui 0 maximo de similaridade com as proteinas do cluster em relagao a todas
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as demais. Cada ponto ¢ representado por uma cor que quantitativamente refletem os

resultados.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA E DADOS DA AMOSTRA

4.1.1 Dados demograficos e morfoldgicos

Os principais dados demograficos dos carcinomas gastricos estudados podem
ser vistos na Tabela 3. A idade dos 482 pacientes estudados variou de 26 a 84 anos
(média de 61.7; mediana de 64 anos). Em relagdo aos grupos de faixa etéria,
observamos um equilibrio com discreto predominio (56%) de pacientes com até 60
anos, 44% dos pacientes pertenciam ao grupo com mais de 60 anos. 64% dos
pacientes eram do género masculino, enquanto 36% eram do género feminino. Os
tumores localizavam-se preferencialmente na regido distal do estomago (84%) em
relacdo a regido proximal (10%) e 27 casos (6%) ocupavam todo o estomago. 358
casos (75%) apresentavam metastases em linfonodos, 119 casos nao tinham
metastases linfonodais e em 4 casos os linfonodos nido foram examinados. O
tamanho macroscopico do maior didmetro tumoral variou de 0.6 a 19.0 cm (média
6,4 ¢ mediana 6,0 cm) sendo que 59% dos carcinomas eram maiores que 5.0 cm. Os
tumores que infiltravam a camada muscular préopria, subserosa, serosa ou além da
serosa foram agrupados em tumores com nivel de infiltragdo profunda e
corresponderam a 455 casos (95%). Os carcinomas superficialmente invasivos, cujo
nivel de infiltracdo da parede era mucosa e submucosa, corresponderam a apenas 5%

dos casos.
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Em relacdo aos tipos histologicos observou-se maior frequéncia dos tipos

intestinal (48.5%), glandular (46%) e tubular (40%) nas classificagdes de Lauren,

Carneiro ¢ da OMS, respectivamente.

Tabela 3 - Principais caracteristicas demograficas e histopatologicas dos carcinomas

gastricos.

VARIAVEIS

Género

Idade

Tamanho do tumor

Localizacdo

Nivel de

Infiltragdo

Metastases em
Linfonodos

Tipo histologico
Lauren

Tipo histologico
Carneiro

Tipo histologico OMS

CATEGORIA

Masculino
Feminino

Até 60 anos
> 60 anos

Até 5cm
>5cm

Proximal
Distal
Prox+Distal

Superficial

Profunda

Presente
Ausente

Intestinal
Difuso
Misto
Inclassificavel

Glandular
Células isoladas
Misto
Inclassificavel

Tubular
Papilifero

Células em anel de sinete

Mucinoso

Carcinoma indiferenciado
Adenocarcinoma SOE

NUMERO DE CASOS (%)

308 (64%)
174 (36%)

273 (56%)
209 (44%)

198 (41%)
284 (59%)

48 (10%)
407 (34%)
27 (6%)

27 (6%)
455(94%)

358 (75%)
119 (25%)

234 (48.5%)
166 (34%)
60 (12%)
22 (4.5%)

221 (46%)
157 (32%)
55 (11%)
49 (10%)

191(40%)
37 (8%)
102 (21%)
43 (9%)
74 (15%)
35 (7%)
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4.1.2 Resultados das expressdes imunoistoquimicas

Os resultados das expressdoes das proteinas pesquisadas pela
imunoistoquimica podem ser vistos na Tabela 4. Todas as ldminas de TMA utilizadas
para os diversos marcadores continham pelo menos 90% dos casos, com uma
representacdo minima de 10% da area tumoral (Figura 3).

A imunopositividade para as proteinas da familia do Bcl-2, representadas por
Bax, Bak, Bcl-2 e Bcl-x foi observada em 303 (67%) de 453 casos, em 350 (77%)
dos 456 casos, em 82 (18%) de 451 casos ¢ em 398 (89%) de 448 casos examinados,
respectivamente. A Figura 4 mostra casos positivos para as proteinas Bcl-2, Bak, Bax
e Bel-x.

As expressdes das proteinas dos genes envolvidos no ciclo celular p53, p27,
pl6, p21 e Rb foram observadas em 137 (30%) de 458 casos, 231 (50%) de 457
casos, 50 (10.8%) de 463, em 64 (14%) de 458 casos, e em 313 (68%) de 458 casos,
respectivamente.

Observamos positividade imunoistoquimica para a ciclina D1 em 220 (49%)
de 449 casos. 316 (69%) de 458 casos foram positivos para ciclina A e positividade
para ciclina B1 foi observada em 229 (49%) de 460 casos estudados de carcinomas
gastricos. Casos representativos das expressoes das proteinas do ciclo celular podem
ser vistos na Figura 5.

Somente 56 (12%) de 462 casos mostraram positividade na membrana das
células para a proteina do oncogene c-erbB-2. O mesmo padrido de expressdo foi
observada em 409 (89%) de 458 casos analisados para a proteina do gene c-Met,
enquanto que expressdes para MSH2, VEGF, TGFpI e TGFII foram observadas

em 427 (92%) de 463 casos, em 399 (91%) de 438 casos, em 382 (82%) de 464 casos
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e em 446 (97%) de 459 casos, respectivamente. Na Figura 6 podemos encontrar
carcinomas gastricos com expressoes destas proteinas.

A Tabela 5 mostra os resultados das expressdes imunoistoquimicas das
proteinas dos genes envolvidos nos mecanismos de transcri¢do de sinal, adesdo e
sinalizacdo celular.

Em relagdo as expressoes das metaloproteases, MMP2 e MMP9, observamos
que 181 (40%) de 458 casos foram positivos para MMP2 e 205 (45.5%) de 451 casos
para MMP9. Positividade para MUCI foi observada em 77 (17%) de 448 casos. A
expressao de MUC?2 foi encontrada em 50 (11%) de 462 casos. Observamos que 92
(20%) de 463 casos expressaram MUCSAC e somente 9 (2%) de 458 casos foram
positivos para MUC6 (Figura 7).

Expressdo para a proteina do gene da E-caderina, na membrana celular,
presente em mais de 75% das células tumorais foi observada em 112 (25%) de 457
carcinomas gastricos. Por outro lado, observamos que a maioria dos casos estudados,
345/ 457 (75%), mostrou este padrao de expressdo em menos de 75% das células
tumorais. A expressdo na membrana celular para B-catenina foi observada em
somente 27 (6%) de 457 casos analisados. A expressao desta proteina no citoplasma
e/ou nucleo das células tumorais foi detectada em 94% (430/457) dos casos. 293
(63%) de 464 carcinomas gastricos e 301 (63%) de 454 casos mostraram expressao
de clatrina e APC, respectivamente. Ilustragdes de carcinomas gastricos com
expressdo de APC, clatrina, E-caderina e B-catenina podem ser vistas na Figura 8.

Em relagdo aos resultados das expressdes das sintases de oxido nitrico,

observamos que 461 (99%) de 465 casos foram positivos para NOS1; 166 (36%) de
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465 casos foram positivos para NOS2 e 423 (97%) de 437 casos de carcinomas

gastricos foram positivos para NOS3 (Figura 8 e Tabela 6).

8 Mt giavy
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Legenda: (A) Distribui¢do dos cilindros dos cores do TMA. Preservagdo da morfologia em um dos
cilindros de carcinoma do tipo intestinal, corado pela técnica do H&E (B). Preservacdo dos antigenos
corados pelo p53 (C), tamanho original x40, detalhe, x60

Figura 3 - Design do TMA

Legenda: Casos positivos para Bcl-2 (x60), Bak (x20, detalhe x60), Bax (20x, detalhe x60), Bel-x
(40x)

Figura 4 - Carcinomas gastricos com expressdo imunoistoquimica das proteinas
associadas a apoptose
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Tabela 4 - Resultados das expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos genes associados
ao ciclo celular, fatores de crescimento e apoptose

CICLO CELULAR

ANTICORPOS NUMERO DE CASOS CASOS POSITIVOS
pl6 463 50 (11%)
p27 457 231 (50.5%)
p21 458 64 (14%)
Ciclina D1 449 220 (49%)
Ciclina A 458 316 (69%)
Ciclina B1 460 229 (49%)
Rb 458 313 (68%)
p33 458 137 (30%)

FATORES DE CRESCIMENTO

ANTICORPOS NUMERO DE CASOS CASOS POSITIVOS
c-met 459 409 (89%)
VEGF 438 399 (91%)

c-erbB-2 462 56 (12%)
TGFpI 464 382 (82%)
TGFpII 459 446 (97%)
MSH2 463 427 (92%)

ANTICORPOS NUMERO DE CASOS CASOS POSITIVOS
Bel-2 451 82 (18%)
Bax 453 303 (67%)
Bak 456 350 (77%)

Bel-x 448 398 (89%)




Legenda: Casos positivos para p21 (x20, detalhe x60), p27 (x40), p16 (x60), ciclina A (x60), ciclina
B1 (x60), ciclina D1 (x40), Rb (x40).

Figura 5 - Carcinomas gastricos com expressao imunoistoquimica de proteinas de
genes associados ao ciclo celular.

38



39

Legenda: carcinomas gastricos positivos para c-Met (x20, detalhe x60), VEGF (x40), TGFI (x20,
detalhe x60), TGFBII (x20, detalhe x60), c-erbB-2 (x60) e MSH2 (x40)

Figura 6 - Carcinomas intestinais e difusos com expressdo imunoistoquimica de
proteinas de genes associados a fatores de crescimento.
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Legenda: Carcinomas gastricos positivos para mucinas e MMPs, aumento original x40 (MUC1) e x60
(MUC2, MUCSAC, MUC6, MMP2 e MMP9)

Figura 7 - Carcinomas gastricos com expressao imunoistoquimica de proteinas dos
genes associados a adesdo, diferenciagdo e transcri¢ao celular
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Legenda: Carcinomas gastricos positivos para APC (x40), clatrina (x60), B- catenina (x60), e E-
caderina (x60)

Figura 8 - Carcinomas gastricos com expressdo imunoistoquimica para
APC,clatrina, f-catenina e E-caderina

Tabela 5 - Resultados das expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos genes
associados a transcri¢do de sinal, adesdo e diferenciagdo celular.

TRANSCRICAO DE SINAL, ADESAO E DIFERENCIACAO CELULAR

ANTICORPOS NUMERO DE CASOS CASOS POSITIVOS (%)
APC 454 301 (66%)
Clatrina 464 293 (63%)
E-caderina 457 112 (25%)
B- catenina 457 27 (6%)
MUCI 448 77 (18%)
MUC2 462 50 (11%)
MUCSAC 463 92 (20%)
MUC6 458 9 (2%)
MMP2 458 181 (40%)
MMP9 451 205 (45.5%)
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Legenda: Carcinomas gastricos positivos para NOS1 (x60), NOS2 (x60), NOS3 (x40)

Figura 9 - Carcinomas gastricos com expressao imunoistoquimica das proteinas das
sintases do 6xido nitrico.

Tabela 6 - Resultados das expressdes imunoistoquimicas das proteinas das sintases
do 6xido nitrico

SINTASES DO OXIDO NITRICO

ANTICORPOS NUMERO DE CASOS CASOS POSITIVOS (%)
NOS1 465 461 (99%)
NOS2 465 166 (36%)

NOS3 437 423 (97%)
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4.2  ASSOCIACOES ENTRE AS EXPRESSOES

IMUNOISTOQUIMICAS E OS TIPOS HISTOLOGICOS

4.2.1 Associagdes entre as variaveis clinicas e morfologicas dos carcinomas
gastricos e os tipos histolégicos

As andlises das associagOes das variaveis clinicas, histologicas e de expressao
imunoistoquimica foram realizadas em 400 casos, constituidos por 166 carcinomas
difusos e 234 carcinomas intestinais. Os principais resultados podem ser vistos na
Tabela 7.

Em relagdo as varidveis demograficas idade e género, observamos
associacOes estatisticamente significantes entre estas variaveis e os tipos de
carcinomas (p=0.03 e p=0.003, respectivamente). Embora haja um predominio do
género masculino em ambos os tipos de carcinomas, observamos que nos carcinomas
do tipo intestinal hd uma maior freqiiéncia de carcinomas em homens em
comparagao com o tipo difuso. Em relagdo a idade, vimos que os carcinomas do tipo
difuso sdo mais comuns no grupo de pacientes com até 60 anos. Por outro lado, os
carcinomas do tipo intestinal apresentaram a mesma freqiiéncia nos grupos de faixa
etaria.

Os carcinomas gastricos intestinais e difusos eram tumores
macroscopicamente grandes ¢ a grande maioria deles pertencia ao grupo de tumores
com diametro maximo maior de 5 cm, ndo mostrando associagao estatistica entre tipo

histolégico e tamanho macroscopico maximo do didmetro tumoral.
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Os carcinomas do tipo intestinal e difuso localizavam-se preferencialmente na
regido distal do estomago, porém os carcinomas da regido proximal eram
freqlientemente do tipo intestinal com associagdo estatistica significante (p=0.015).

O grupo de carcinomas gastricos estudados era constituido principalmente
por tumores avangados, vimos que mais de 90% dos carcinomas intestinais e difusos
apresentavam nivel profundo de infiltracdo da parede gastrica. Estes achados ndo
mostraram associacdo estatistica. Outro dado muito semelhante foi em relagdo a
presenga de metastase linfonodal. A presenca de metéstase foi detectada em 71% e
em 77% dos carcinomas intestinais e difusos, respectivamente, sem associagdo
estatistica entre estas variaveis.

Associagdo estatistica foi observada entre os tipos histologicos e
estadiamento clinico. A maioria dos casos estadio I e II eram do tipo intestinal,
enquanto que os casos estddio III e IV eram predominantemente do tipo difuso

(p<0.001).



Tabela 7 — Comparagdes entre as principais caracteristicas demograficas e
histopatologicas e os tipos de carcinomas gastricos.

VARIAVEL

CATEGORIA

TIPO HISTOLOGICO

INTESTINAL DIFUSO

TOTAL

VALOR DE P

Género Masculino 155 (66%) 92 (55%) 247 (100%) 0.037
Feminino 79 (34%) 74 (45%) 153 (100%)

Idade Até 60 anos 120 (52%) 110 (68%) 230 (100%) 0.003
>60 anos 114 (48%) 56 (32%) 170 (100%)

Tamanho do Até 5cm 98 (42%) 72 (43%) 170 (100%) NS

tumor >5cm 136 (58%) 94 (57%) 230 (100%)
Distal 190 (82%) 146 (88%) 336 (100%)

Localizacao Proximal 34 (15%) 10 (6%) 44 (100%) NS
Proximal+Distal 9 (3%) 10 (6%) 19 (100%)

Nivel de Profunda 218 (93%) 157 (95%) 375 (100%) NS

infiltracdo Superficial 16 (7%) 9 (5%) 25 (100%)

Metastases em Presente 168 (72%) 128 (77%) 296 (100%) NS

linfonodos Ausente 63 (28%) 38 (33%) 101 (100%)

Estadio Iell 147 (71%) 75 (51%) 222 (100%) <0.001

Clinico MelV 59 (29%) 74 (49%) 133 (100%)

4.2.2 Associacles entre as expressdes imunoistoquimicas dos marcadores e 0S
tipos histologicos

Como ja previamente descrito, as associacdes foram feitas somente entre as
expressdes imunoistoquimicas das proteinas e os carcinomas gastricos do tipo
intestinal e difuso (n=400).

Os resultados das associagdes entre as expressdes imunoistoquimicas das
proteinas dos genes associados aos mecanismos de transcricdo de sinal, adesdo e
diferenciagdo celular e os carcinomas intestinais e difusos podem ser vistos na
Tabela 8.

A maioria dos carcinomas gastricos estudados apresentou perda total ou

parcial da proteina E-caderina, sendo este padrdo observado em 61% (137/224) dos



46

carcinomas intestinais € em 83% (144/155) dos difusos. Os carcinomas com
expressdo preservada de E-caderina eram principalmente do tipo intestinal 89%
(87/98). Somente 11/98 (11%) casos de carcinomas difusos mostraram expressao de
E-caderina em mais de 75% das células. Esta diferenca de expressdao foi
estatisticamente significativa (p<0.001).

A expressao de f-catenina na membrana das células tumorais (preservada) foi
observada somente em 8% (18/215) dos carcinomas intestinais ¢ em 3% (5/154) dos
carcinomas difusos. A grande maioria dos casos apresentou expressao citoplasmatica
e/ ou nuclear deste marcador, correspondendo a 92% e 97% dos carcinomas
intestinais e difusos respectivamente. Estes dados ndo foram estatisticamente
significantes.

Os carcinomas gastricos de ambos os tipos foram em sua grande maioria
negativos para as mucinas. Negatividade para MUC 1 foi observada em 75%
(168/222) dos carcinomas intestinais e em 87% (139/158) dos difusos. MUC 2
negativa foi encontrada em 93% (212/226) dos carcinomas intestinais ¢ em 81%
(128/157) dos difusos. Os carcinomas intestinais foram negativos para MUC5AC em
178/226 (78%) dos casos e os difusos em 132/157 (84%). Positividade para MUC 6
foi observada somente em 4/225 (2%) dos carcinomas do tipo intestinal e 100% dos
difusos foram negativos para MUC 6. Associagdo estatistica entre estas variaveis foi
encontrada somente entre a positividade para MUC?2 e os carcinomas difusos. Dentre
0s casos positivos para MUC2, 67% (29/43) deles eram do tipo difuso, este resultado
mostrou-se estatisticamente significativo (p<0.001).

Uma molécula que revelou associagcdo estatistica entre a expressdo da

proteina e o tipo histolégico foi a clatrina. Observamos que 75 % (172/228) dos
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carcinomas do tipo intestinal foram positivos para esta proteina. Por outro lado,
somente 45% (73/159) dos difusos mostraram esta expressdo. Esta diferenga
mostrou-se estatisticamente significante (p<<0.001).

Os resultados da expressdo imunoistoquimica da proteina do gene APC nos
carcinomas intestinais e difusos ndo mostraram associagoes estatisticas. Positividade
para esta proteina foi observada em 64% (144/224) dos carcinomas intestinais ¢ em
66% (103/154) dos difusos.

A expressao imunoistoquimica para MMP2 foi mais frequentemente
observada nos carcinomas intestinais do que nos difusos. Dentre os casos positivos
para MMP2, 68% (107/172) deles eram do tipo intestinal e 32% (51/155) do tipo
difuso. Estes dados foram estatisticamente significantes (p=0.019). Por outro lado, a
expressdo imunoistoquimica de MMP9 ndo mostrou diferengas importantes em
relacdo aos tipos histoldgicos. Imunopositividade para MMP9 foi detectada em 47%
(107/225) dos carcinomas intestinais e em 42% (65/153) dos difusos.

Para os marcadores de apoptose, observamos que os carcinomas intestinais e
difusos foram positivos para Bax em 69% (153/223) e 65% (100/154) dos casos
respectivamente. Positividade para Bak foi observada em 78% dos carcinomas
intestinais € em 72% dos difusos. Os carcinomas intestinais foram positivos para Bcl-
x em 91 % (202/221) dos casos ¢ os difusos em 84% (129/152). A maioria dos casos
foram frequentemente negativos para Bcl-2. 79% dos carcinomas intestinais ¢ 82%
dos difusos ndo mostraram expressdo imunoistoquimica para esta proteina. Estes
resultados ndo mostraram diferencas estatisticas significantes (Tabela 9).

Na Tabela 10 podemos observar as associagdes estatisticas entre os

carcinomas gastricos ¢ as expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos genes
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associados ao ciclo celular. Os carcinomas gastricos dos tipos intestinal e difuso nao
mostraram associagdes estatiticas com a expressdo de ciclina D1. Positividade para
esta proteina foi vista em 112/223 (50%) carcinomas intestinais ¢ em 84/149 (56%)
carcinomas difusos. A freqiiéncia observada de carcinomas gastricos positivos para
ciclina A foi muito semelhante entre os tipos intestinal e difuso (70% e 65%,
respectivamente), ndao mostrando associagdes estatisticas significantes. A
imunoexpressao de ciclina Bl foi observada em 107/226 (47%) dos carcinomas
intestinais e em 92/156 (58%) dos carcinomas difusos, esta diferenga de expressdo
foi estatisticamente significante (p=0.029). Em relacdo a expressdo da proteina Rb,
detectamos que os carcinomas gastricos expressam esta proteina em mais de 60%
(138/224) dos carcinomas intestinais ¢ em mais de 70% (121/157) dos carcinomas
difusos. Porém, associacdo estatistica foi observada entre a perda de expressdo de
pRb e o tipo histologico (p=0.002). Vimos que dentre os casos negativos para esta
proteina, a maioria deles (70%) era do tipo intestinal.

Perdas das expressdes protéicas detectadas por imunoistoquimica para p27,
p21 e pl6 foram encontradas em 51% (114/224), 83% (189/226) ¢ em 87%
(200/228) dos carcinomas intestinais ¢ em 45% (71/156), 92% (144/ 155) e em 91%
(144/ 158) dos carcinomas difusos. Associagdo estatistica entre as expressoes destas
proteinas e o tipo histologico foi observada somente entre a expressao de p21 e o tipo
intestinal, pois vimos que no grupo de carcinomas gastricos positivos para p21, a
maioria deles 77% (37/48) era constituida por carcinomas do tipo intestinal
(p=0.007). A maioria dos carcinomas gastricos estudados foram negativos para a
proteina p53. Detectamos que 146/226 (65%) dos carcinomas intestinais foram

negativos para p53 e 118/154 (76%) dos carcinomas difusos também foram
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negativos para esta proteina. Mas, semelhante ao observado com a proteina p21,
notamos que dentre os casos positivos para p53, 70% (80/116) era do tipo intestinal e
estes achados foram estatisticamente significativos (p=0.001).

As associacdes entre as expressdes imunoistoquimicas das proteinas
associadas aos fatores de crescimento e os tipos histologicos de carcinomas gastricos
estio na Tabela 11. Observamos associacdes estatisticas entre as expressoes
imunoistoquimicas de TGF BI, TGF BII, c-erbB-2 e c-Met e o tipo histologico de
carcinoma gastrico. As expressdes de TGF BI e TGF BII foram observadas em 86%
(197/228) e 98% (223/226) dos carcinomas intestinais e em 74% (117/157) e 94%
(147/156) dos difusos. Embora, tenhamos observado que a maioria dos casos de
ambos os tipos histoldgicos sdo positivos para estas proteinas, considerando somente
0s carcinomas positivos, notamos que 197/314 (63%) dos carcinomas positivos para
TGF BI e 223/370 (60%) dos positivos para TGF BII sdo do tipo intestinal. Estes
achados foram estatisticamente significantes (p= 0.005 e p= 0.018). 92 % (208/226),
95% (207/217) e 97% (220/226) dos carcinomas intestinais foram positivos para c-
Met, VEGF e MSH2 respectivamente. Os carcinomas difusos mostraram 83%
(129/154), 84% (126/149) e 85% (136/160) casos positivos para c-Met, VEGF e
MSH2. Porém, se analisarmos os grupos de carcinomas positivos para c-Met, VEGF
e MSH2 vimos que 62% (208/333), 62% (207/333) e 62% (220/356) deles sdao do
tipo intestinal, mostrando uma associagdo estatistica entre a expressiao
imunoistoquimica destes marcadores e os tipos histolégicos (p= 0.0012, p=<0.001 e
p=<0.001). Em relacdo a expressdo imunoistoquimica de c-erbB-2, notamos que
78% (177/226) e 97% (154/159) dos carcinomas intestinais e difusos ndo mostraram

expressdo desta proteina. Seguindo os critérios de interpretacdo ja descritos, a
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expressdo imunoistoquimica de c-erbB-2 foi observada em 54 casos do grupo total
de 385 carcinomas gastricos estudados. Destes, 90% (49/54) eram carcinomas
intestinais, mostrando uma forte associagdo deste tipo de carcinoma gastrico com a
expressao de c-erbB-2 (p<0.001).

As analises das expressdes imunoistoquimicas de NOS1, NOS2 ¢ NOS3 nos
carcinomas gastricos mostraram que mais de 90% dos carcinomas gastricos do tipo
intestinal e difuso foram positivos para NOS1 e NOS3. Somente 2/ 229 (1%) dos
carcinomas intestinais e 2/158 (2%) dos carcinomas difusos foram negativos para
NOSI1. Negatividade para NOS3 foi observada em 2/217 (1%) dos carcinomas
intestinais ¢ em 11/148 (8%) dos carcinomas difusos. Os resultados das analises
estatisticas mostraram associagdo entre a expressao de NOS3 e o tipo histologico de
carcinoma, uma vez que a freqliéncia (60%) de carcinomas intestinais positivos para
NOS3 foi maior em comparagdo com os carcinomas difusos (40%) considerando-se
o total de casos positivos para NOS3 (p=0.002). Imunopositividade para NOS 2 foi
observada em 92/229 (40%) dos carcinomas intestinais e em 50/157 (32%) dos
carcinomas difusos, sem diferengas estatisticamente significantes. Estes dados

podem ser vistos na Tabela 12.
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Tabela 8 - Associagdes entre as expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos
genes de transcri¢do de sinal, adesdo celular e diferenciacdo celular e os tipos de
carcinomas gastricos.

TIPO HISTOLOGICO

ANTICORPO CATEGORIA INTESTINAL DIFUSO TOTAL VALOR
DE P
E-caderina Preservada 87 (39%) 11 (7%) 98 (100%) 0.001
Perda total ou parcial 137 (61%) 144 (93%) 281 (100%)
B-catenina Preservada 18 (8%) 5 (4%) 23 (100%) NS
Alterada 207 (92%) 149 (96%) 356 (100%)
MUCI1 Negativo 168 (75%) 139 (93%) 307 (100%) NS
Positivo 54 (25%) 9 (7%) 63 (100%)
MUC2 Negativo 212 (93%) 128 (82%) 340 (100%) 0.001
Positivo 14 (7%) 29 (18%) 43 (100%)
MUCSAC Negativo 178 (78%) 132 (84%) 310 (100%) NS
Positivo 48 (22%) 25 (16%) 73 (100%)
MUC6 Negativo 221 (98%) 152 (100%) 373 (100%) NS
Positivo 4 (2%) 0 4 (100%)
Clatrina Negativo 56 (25%) 86 (54%) 142 (100%) < 0.001
Positivo 172 (75%) 73 (46%) 245(100%)
APC Negativo 80 (36%) 51 (33%) 131 (100%) NS
Positivo 144 (64%) 103 (67%) 247 (100%)
MMP2 Negativo 123 (54%) 101 (66%) 224 (100%) 0.019
Positivo 104 (46%) 51 (34%) 155 (100%)
MMP9 Negativo 118 (52%) 88 (57%) 206 (100%) NS

Positivo 107 (48%) 65 (43%) 172 (100%)
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Tabela 9 - Associagdes entre as expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos
genes associados a apoptose € os tipos de carcinomas gastricos.

TIPO HISTOLOGICO ‘

ANTICORPO MARCAGAO  INTESTINAL | DIFUSO ‘ TOTAL VALOR DE P

Bax Negativo 70 (32%) 54 (35%) 124 (100%) NS
Positivo 153 (68%) 100 (65%) 253 (100%)

Bak Negativo 48 (22%) 43 (28%) 91 (100%) NS
Positivo 177 (78%) 112 (72%) 289 (100%)

Bel-2 Negativo 179 (80%) 125(82%) 304 (100%) NS
Positivo 45 (20%) 27 (18%) 72 (100%)

Belx Negativo 19 (9%) 23 (16%) 42 (100%) NS
Positivo 202 (91%) 129 (84%) 331 (100%)

Tabela 10 — Associagdes entre as expressdes imunoistoquimicas das proteinas dos
genes associados ao ciclo celular e os tipos de carcinomas gastricos.

TIPO HISTOLOGICO ’

ANTICORPO MARCAGAO  INTESTINAL | DIFUSO ‘ TOTAL ‘ VALOR DE P

Ciclina D1 Negativo 112 (51%) 84 (56%) 196 (100%) NS
Positivo 111 (49%) 65 (44%) 176 (100%)

Ciclina A Negativo 66 (30%) 51 (33%) 117 (100%) NS
Positivo 160 (70%) 102 (67%) 262 (100%)

Ciclina B1 Negativo 119 (52%) 64 (41%) 183 (100%) 0.029
Positivo 107 (48%) 92 (59%) 199 (100%)

Rb Negativo 86 (39%) 36 (23%) 122 (100%) 0.002
Positivo 138 (61%) 121 (77%) 259 (100%)

p27 Negativo 114 (51%) 71 (45%) 185 (100%) NS
Positivo 110 (49%) 85 (55%) 195 (100%)

p21 Negativo 189 (84%) 144 (93%) 333 (100%) 0.007
Positivo 37 (16%) 11 (7%) 48 (100%)

pl6 Negativo 200 (88%) 144 (92%) 344 (100%) NS
Positivo 28 (12%) 14 (8%) 42 (100%)

p33 Negativo 146 (65%) 118 (76%) 264 (100%) 0.001

Positivo 80 (35%) 36 (24%) 116 (100%)
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Tabela 11 — Associagdes entre as expressoes imunoistoquimicas das proteinas dos
genes associados a fatores de crescimento e os tipos de carcinomas gastricos.

TIPO HISTOLOGICO

ANTICORPO MARCAGCAO INTESTINAL | DIFUSO TOTAL VALOR DE P

TGFpI Negativo 31 (14%) 40 (25%) 71 (100%) 0.005
Positivo 197 (86%) 117 (75%) 314 (100%)

TGFpIL Negativo 3 (2%) 9 (6%) 12 (100%) 0.018
Positivo 223 (98%) 147 (94%) 370 (100%)

c-erbB-2 Negativo 177 (78%) 154 97%) 331 (100%) <0.001
Positivo 49 (22%) 5 (3%) 54 (100%)

c-Met Negativo 17 (8%) 25 (16%) 42 (100%) 0.012
Positivo 208 (92%) 129 (84%) 333 (100%)

VEGF Negativo 10 (8%) 23 (15%) 33 (100%) <0.001
Positivo 207 (92%) 126 (85%) 333 (100%)

MSH2 Negativo 6 (3%) 24 (15%) 30 (100%) <0.001
Positivo 220 (97%) 136 (85%) 356 (100%)

Tabela 12 — Associagdes entre as expressdes imunoistoquimicas das proteinas das
sintases de 6xido e os tipos de carcinomas gastricos.

TIPO HISTOLOGICO

ANTICORPO MARCAGCAO  INTESTINAL | DIFUSO TOTAL  VALORDEP

NOS1 Negativo 2 (1%) 2 (2%) 4 (100%)
Positivo 227 (99%) 156 (98%) 383 (100%)

NOS2 Negativo 137 (60%) 107 (68%) 244 (100%) NS
Positivo 92 (40%) 50 (32%) 142 (100%)

NOS3 Negativo 2 (1%) 11 (8%) 13 (100%) 0.002

Positivo 215 (99%) 137 (92%) 352 (100%)
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43  ANALISES UNIVARIADAS

4.3.1 Analises univariadas do grupo de carcinomas gastricos
A Variaveis clinicas e histoldgicas

As andlises univariadas foram calculadas em relagdo a sobrevida global em
cinco anos (60 meses) dos 482 pacientes com carcinomas gastricos. Neste periodo,
164 pacientes estavam vivos e 318 mortos, destes 292 casos morreram
especificamente por cancer e 26 morreram por outras causas. As analises univariadas
de sobrevida dos pacientes em relagdo aos parametros clinicos podem ser vistas na
Tabela 13. Observamos associacoes estatisticas das analises entre as variaveis: nivel
de infiltracdo da parede gastrica, presenca de metastase em linfonodos, localizagdo
da lesdo, estadio clinico e a sobrevida global em cinco anos dos pacientes com
carcinomas gastricos. As demais varidveis, género, idade, tamanho do tumor, tipo
histologico de Lauren, Carneiro € OMS ndo mostraram associacdes estatisticas nas
analises univariadas em relacdo a sobrevida global em cinco anos dos pacientes.
Pacientes com tumores localizados na regido proximal mostraram uma melhor taxa
de sobrevida em cinco anos (34.4%) em comparagdo a aqueles localizados nas
regides distal (19.2%) ou proximal+distal do estdmago (19.2%). Esta diferenga nas
analises univariadas foram estatisticamente significantes (p=0.024). Os pacientes
com carcinomas gastricos e nivel de infiltragdo profunda da parede do estdomago,
apresentaram taxa de sobrevida diferente daqueles com infiltracdo superficial. A
chance de sobrevida em cinco anos no grupo de pacientes com carcinomas com nivel
de infiltragdo profunda foi de 29.5%, por outro lado, aqueles com infiltragdo

superficial mostraram taxa de 79.5% de sobrevida neste mesmo periodo de tempo (p
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<0.001). Os pacientes com carcinomas com metastases em linfonodos, apresentaram
taxa de sobrevida em cinco anos nas analises univariadas de 22.4%. Esta taxa foi de
62.1% para os pacientes com carcinomas sem metastases em linfonodos. Esta
diferenga mostrou-se estatisticamente significante (p<0.001). Pacientes com estadio
clinico avangado (III ou I'V) tiveram pior taxa de sobrevida em cinco anos (14.8 % ¢
5.3%, respectivamente) em comparagao aos pacientes com estadios clinicos iniciais I
ou II (70.3% e 34.6%, respectivamente), sendo estas diferencas estatisticamente

significantes (p<0.001).
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Tabela 13 - Analise univariada dos pardmetros clinicos e histologicos em relagdo a
sobrevida global em 5 anos dos pacientes com carcinomas gastricos.

SOBREVIDA
NUMERO GLOBAL EM 5 VALOR
VARIAVEIS CATEGORIAS DE CASOS ANOS (%) DE P
Masculino 308 33.1
Género Feminino 174 352 0.191
até 60 anos 273 339
Idade > 60 anos 209 29.4 0.113
até 5 cm 198 324
Tamanho >5cm 284 31.7 0.94
Proximal 407 34.4
Distal 48 19.2
Localizacdo Prox + Distal 26 19.2 0.024
Nivel de Profunda 455 29.5
infiltracao Superficial 27 76.5 <0.001
Metastases em Presente 358 22.4
linfonodos Ausente 119 62.1 <0.001
1 107 70.3
II 161 34.6
111 133 14.8
Estadio Clinico v 19 53 <0.001
Intestinal 234 33.8
Tipo Difuso 166 31.3
Histologico de Misto 60 21.8
Lauren Inclassificavel 22 43.8 0.301
Glandular 221 34.5
Tipo Células isoladas 157 27.2
Histologico Misto 55 20
Carneiro Inclassificavel 49 48 0.072
Tubular 191 349
Papilifero 102 333
Células em anel de
sinete 37 27
Mucinoso 43 23.6
Carcinoma
Tipo indiferenciado 74 343
Histologico Adenocarcinoma
OMS SOE 35 22.3 0.875
B Expressdo imunoistoquimica de proteinas

As andlises univariadas de sobrevida global em cinco anos dos pacientes com
carcinomas gastricos em relagdo aos resultados das expressdes imunoistoquimicas
das proteinas pesquisadas mostraram associagdo somente entre a expressiao
imunoistoquimica de ciclina B1 e a taxa de sobrevida em cinco anos. Pacientes com

carcinomas gastricos negativos para ciclina Bl mostraram taxa de sobrevida em
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cinco anos de 40%, enquanto que esta taxa cai para 22,6% nos pacientes com
carcinomas gastricos positivos para esta proteina. Esta diferenca foi estatisticamente
significativa (p<0.001). As analises univariadas das demais proteinas estudadas ndo
mostraram associagdes estatisticas entre a expressao imunoistoquimica e a taxa de
sobrevida global em cinco anos dos pacientes com carcinomas gastricos. A Tabela 14
mostra os resultados das analises univariadas das expressdes imunoistoquimicas de
cada proteina estudada em relagdo a sobrevida global em cinco anos dos 482

pacientes com carcinomas gastricos.



Tabela 14 - Andlise univariada das proteinas estudadas por imunoistoquimica em

relacdo a sobrevida global dos 482 pacientes em 5 anos.

APOPTOSE

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NuUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 369 32,6

Bcl-2 Positivo 82 24,8 0,31
Negativo 106 35,5

Bak Positivo 350 29,4 0,33
Negativo 150 36,2

Bax Positivo 303 28,1 0,78
Negativo 50 27,2

Bcel-x Positivo 398 31,4 0,47

CICLO CELULAR

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NuUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 413 31,6
pl6 Positivo 50 31,3 0,74
Negativo 226 28,7
p27 Positivo 231 31,9 0,21
Negativo 394 31,3
p21 Positivo 64 27,5 0,99
Negativo 229 30,4
Ciclina D1 Positivo 316 29,5 0,60
Negativo 142 32,7
Ciclina A Positivo 316 29,5 0,40
Negativo 231 40
Ciclina Bl Positivo 229 22,6 <0,001
Negativo 145 36,2
Rb Positivo 313 27,9 0,06
Negativo 321 31,2

p53 Positivo 137 31 0,41
FATORES DE CRESCIMENTO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 49 36.7

c-Met Positivo 409 29.9 0.29
Negativo 39 34.6

VEGF Positivo 399 30 0.59
Negativo 406 30.4

c-erbB-2 Positivo 56 38.3 0.30
Negativo 82 28.2

TFGBI Positivo 382 319 0.38
Negativo 13 60.6

TGFBII Positivo 446 30.5 0.06
Negativo 36 413

MSH2 Positivo 427 29.9 0.19
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Cont. Tabela 14

ADESAO, TRANSCRICAO E DIFERENCIACAO CELULAR

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 153 29.8

APC Positivo 301 30.9 0.54
Negativo 171 36.3

Clatrina Positivo 293 294 0.17
Negativo 345 30.5

E-caderina Positivo 112 30.6 0.75
Negativo 430 31.4

B-catenina Positivo 27 27.4 0.31
Negativo 371 30.7

MUCI1 Positivo 77 29.7 0.69
Negativo 412 32.1

MUC2 Positivo 50 27.2 0.42
Negativo 371 31.3

MUCSAC Positivo 92 28.4 0.85
Negativo 449 30.8

MUC6 Positivo 9 51.8 0.39
Negativo 277 30.4

MMP2 Positivo 181 31.6 0.97
Negativo 246 30.7

MMP9 Positivo 209 31.3 0.96

SINTASES DO OXIDO NITRICO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Namero de casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 4 50
NOSI Positivo 461 31,4 0,49
Negativo 299 31,9
NOS2 Positivo 166 31,6 0,32
Negativo 14 30,9
NOS3 Positivo 423 30 0,90

4.3.2 Analises univariadas dos carcinomas gastricos intestinais
A Variaveis clinicas e histoldgicas

As andlises univariadas foram calculadas em rela¢do a sobrevida global em
cinco anos (60 meses) dos 234 pacientes com carcinomas gastricos do tipo intestinal.
As andlises univariadas de sobrevida dos pacientes em relacdo aos parametros
clinicos podem ser vistas na Tabela 15. Observamos associagdes estatisticas das

analises entre as varidveis: nivel de infiltracdo da parede géstrica, presenga de
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metéastase em linfonodos, estadio clinico e a sobrevida global em cinco anos dos
pacientes com carcinomas intestinais. As demais variaveis: género, idade ¢ tamanho
do tumor ndo mostraram associagdes estatisticas nas analises univariadas em relagdo
a sobrevida global em cinco anos dos pacientes. Os pacientes com carcinomas
intestinais e nivel de infiltracdo profunda da parede do estomago, apresentaram taxa
de sobrevida em 5 anos de 31.6%, sendo esta taxa de 65.4% para os pacientes com
carcinomas intestinais e infiltragdo superficial da parede gastrica. Sendo estes dados
estatisticamente significativos (p=0.01). Os pacientes com carcinomas intestinais
com metastases em linfonodos, apresentaram taxa de sobrevida em cinco anos nas
analises univariadas de 24%. Esta taxa foi de 62.1% para os pacientes com
carcinomas intestinais sem metastases em linfonodos. Esta diferenca mostrou-se
estatisticamente significante (p<0.001). Assim como o observado no grupo total de
carcinomas gastricos, 0os pacientes com carcinomas intestinais e estaddio clinico
avancado (IIT ou IV) tiveram pior taxa de sobrevida em cinco anos (0% e 12.5%,
respectivamente) em comparacao aos pacientes com estadios clinicos iniciais I ou II
(72.8% e 35%, respectivamente), sendo estas diferengas estatisticamente

significantes (p<0.001).
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Tabela 15 - Analise univariada dos parametros clinicos e histologicos em relagdo a
sobrevida global dos pacientes com carcinomas géstricos do tipo intestinal.

NUMERO DE SOBREVIDA GLOBAL

VARIAVEIS CATEGORIAS Valor de P
CASOS EM 5 ANOS (%
Masculino 155 32.1
Género o 0.36
Feminino 79 37.0
até 60 anos 120 32.1
Idade 0.70
> 60 anos 114 35.6
até 5 cm 98 35.8
Tamanho 0.62
>5cm 136 32.3
) Proximal 34 20.5 0.10
Localizacao .
Distal 190 37.0
Prox + Distal 9 22.2
Nivel de Profunda 218 31.6 0.01
infiltragio Superficial 16 65.4 '
Metastases em Presente 168 24.0
] <0.001
linfonodos Ausente 63 62.1
I 54 72.8
) ) 1I 93 35.0
Estadio Clinico <0.001
11T 54 12.5
v 5 0
B Anélises das expressdes das proteinas

As andlises univariadas de sobrevida global em cinco anos dos pacientes com
carcinomas intestinais em relagdo aos resultados das andlises das proteinas
pesquisadas por imunoistoquimica mostraram a mesma associacdo anteriormente
descrita no grupo de carcinomas gastricos entre a expressdo imunoistoquimica de
ciclina B1 e indice de sobrevida em cinco anos. Pacientes com carcinomas intestinais
negativos para ciclina Bl mostraram taxa de sobrevida em cinco anos de 41.2%,

enquanto que esta taxa cai para 24.9% nos pacientes com carcinomas intestinais
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positivos para esta proteina. Esta diferenga foi estatisticamente significativa

(p=0.002). As analises univariadas das demais proteinas estudadas ndo mostraram

associagOes estatisticas entre a expressdo imunoistoquimica e a taxa de sobrevida

global em cinco anos dos pacientes com carcinomas intestinais. A Tabela 16 mostra

os resultados das analises univariadas das expressdes imunoistoquimicas de cada

proteina estudada em relagdo a sobrevida global em cinco anos dos 234 pacientes

com carcinomas gastricos do tipo intestinal.

Tabela 16 - Analise univariada das expressdes imunoistoquimicas das proteinas em
relacdo a sobrevida global em 5 anos dos pacientes com carcinomas gastricos

intestinais.

APOPTOSE

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 179 353

Bcl-2 Positivo 45 24.0 0.16
Negativo 48 39.5

Bak Positivo 177 31.1 0.22
Negativo 70 38.4

Bax Positivo 153 30.2 0.12
Negativo 19 26.3

Bcel-x Positivo 202 33.7 0.63

CICLO CELULAR

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Namero de casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 200 32.7
pl6 Positivo 28 383 0.35
Negativo 114 31.2
p27 Positivo 110 34.0 0.64
Negativo 189 33.9
p21 Positivo 37 26.6 0.56
Negativo 112 31.9
Ciclina D1 Positivo 111 33.6 0.75
Negativo 66 36.4
Ciclina A Positivo 160 31.1 0.22
Negativo 119 41.2
Ciclina B1 Positivo 107 24.9 0.002
Negativo 86 33.1
Rb Positivo 138 314 0.50
Negativo 146 31.2
p53 Positivo 80 36.7 0.81
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Cont. Tabela 16

FATORES DE CRESCIMENTO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Numero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 17 352

c-Met Positivo 208 32.7 0.52
Negativo 10 36.0

VEGF Positivo 207 32.6 0.55
Negativo 177 332

c-erbB-2 Positivo 49 334 0.88
Negativo 31 34.1

TFGBI Positivo 197 332 0.77
Negativo 3 333

TGFpII Positivo 223 33.7 0.90
Negativo 6 66.6

MSH?2 Positivo 220 32.3 0.11

ADESAO, TRANSCRICAO E DIFERENCIACAO CELULAR

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Numero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 80 32.6

APC Positivo 144 32.6 0.95
Negativo 56 45.5

Clatrina Positivo 172 30.0 0.07
Alterada 137 35.8

E-caderina Preservada 87 273 0.25
Alterada 207 33.7

B-catenina Preservada 18 25.0 0.25
Negativo 168 32.8

MUCI1 Positivo 54 31.3 0.60
Negativo 212 332

MUC2 Positivo 14 41.6 0.76
Negativo 178 344

MUCS5AC Positivo 48 26.2 0.20
Negativo 221 33.1

MUC6 Positivo 4 50.0 0.48
Negativo 123 334

MMP2 Positivo 104 325 0.74
Negativo 118 31.7

MMP9 Positivo 107 343 0.80

SINTASES DO OXIDO NITRICO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Numero de casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 2 50.0
NOSI Positivo 227 33.5 0.65
Negativo 137 343
NOS2 Positivo 92 33.8 0.82
Negativo 2 50.0

NOS3 Positivo 215 31.5 0.71
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4.3.3 Analise univariada dos carcinomas difusos
A Variaveis clinicas e histoldgicas

As andlises univariadas foram calculadas em relagdo a sobrevida global em
cinco anos (60 meses) dos 166 pacientes com carcinomas gastricos do tipo difuso.
Observamos associagdes estatisticas das analises entre as variaveis: idade, nivel de
infiltragdo da parede gastrica, presenca de metastase em linfonodos, estadio clinico e
a sobrevida global em cinco anos dos pacientes com carcinomas intestinais. As
varidveis género e tamanho do tumor ndo mostraram associagdes estatisticas nas
analises univariadas em relagdo a sobrevida global em cinco anos dos pacientes. Os
pacientes com carcinomas difusos de at¢ 60 anos de idade mostraram taxa de
sobrevida em 5 anos de 35.7%, um pouco maior em relagdo aos pacientes com mais
de 60 anos, cuja taxa de sobrevida foi de 22.3%. Esta diferenga foi estatisticamente
significativa (p=0.01). Os pacientes com carcinomas difusos exibindo nivel de
infiltragdo profunda da parede do estomago, apresentaram taxa de sobrevida em 5
anos de 28%, sendo esta taxa de 88.8% para os pacientes com carcinomas difusos e
infiltragdo superficial da parede gastrica. Estes dados foram estatisticamente
significativos (p=0.006). Os pacientes com carcinomas difusos com metastases em
linfonodos, apresentaram taxa de sobrevida em cinco anos nas analises univariadas
de 21.1%. Esta taxa foi de 66.3% para os pacientes com carcinomas difusos sem
metastases em linfonodos. Esta diferenga mostrou-se estatisticamente significante
(p<0.001). Assim como o observado nos outros grupos carcinomas gastricos, oS
pacientes com carcinomas difusos e estadio clinico avangado (III ou IV) tiveram pior
taxa de sobrevida em cinco anos (8.3% e 18.7%, respectivamente) em comparacao

aos pacientes com estaddios clinicos iniciais I ou II (70.2% e 33.3%,
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respectivamente), sendo estas diferencas estatisticamente significantes (p<0.001).

Estes resultados podem ser vistos na Tabela 17.

Tabela 17 - Analise univariada dos parametros clinicos e histologicos em relagdo a
sobrevida global dos pacientes com carcinomas gastricos do tipo difuso.

VARIAVEIS CATEGORIAS NUMERO SOBREVIDA GLOBAL  Valor de P
DE CASOS EM 5 ANOS (%)

Género Masculino 92 27.0 0.25
Feminino 74 36.8
Idade até 60 anos 110 35.7 0.01
> 60 anos 56 22.3
Tamanho até 5 cm 72 31.3 0.77
>5cm 94 31.1
Localizacdo Proximal 10 22.5 0.49
Distal 146 32.6
Prox + Distal 10 20.0
Nivel de Profunda 157 28.0 0.006
infiltracdo Superficial 9 88.8
Metastases em Presente 128 21.1 <0.001
linfonodos Ausente 38 66.3
Estadio Clinico I 36 70.2 <0.001
II 39 33.3
III 62 18.7
v 12 8.3
B Analises das expressdes das proteinas

As analises univariadas de sobrevida global em cinco anos dos pacientes com
carcinomas difusos em relagdo aos resultados das analises das proteinas pesquisadas
por imunoistoquimica mostraram associagdes entre as expressoes imunoistoquimicas
de p16, ciclina B1, Rb, p53 e indice de sobrevida. A taxa de sobrevida dos pacientes
com carcinomas difusos negativos para a proteina p16 foi de 32.6%. Esta taxa foi de
apenas 7.1% para aqueles com carcinomas gastricos positivos para este marcador.
Diferenga estatisticamente significativa foi encontrada nestes casos (p=0.01).
Pacientes com carcinomas difusos negativos para ciclina Bl mostraram taxa de

sobrevida em cinco anos de 45.3%, esta taxa cai para 20% nos pacientes com
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carcinomas difusos positivos para esta proteina. Esta diferenga foi estatisticamente
significativa (p<0.001). Pacientes com carcinomas gastricos difusos negativos para
Rb mostraram taxa de sobrevida em 5 anos de 52.3 %, e aqueles com
imunopositividade para esta proteina exibiram taxa de sobrevida de 24.1%, com
resultados estatisticamente significativos (p=0.006). A perda de expressdo
imunoistoquimica para a proteina p53 nos carcinomas difusos mostrou nas analises
univariadas taxa de sobrevida em 5 anos de 35.0% dos pacientes. Por outro lado esta
taxa foi de 14.1% para os pacientes com carcinomas difusos positivos para este
marcador, mostrando associacdo entre a expressdo de p53 e a sobrevida em 5 anos
dos pacientes com carcinomas difusos (p=0.005). As analises univariadas das demais
proteinas estudadas por imunoistoquimica ndo mostraram associacdes estatisticas
entre as expressoes imunoistoquimicas e a taxa de sobrevida global em cinco anos
destes pacientes. A Tabela 18 mostra os resultados das andlises univariadas das
expressOes imunoistoquimicas de cada proteina estudada em relagdo a sobrevida

global em cinco anos dos 166 pacientes com carcinomas gastricos do tipo difuso.
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Tabela 18 - Analise univariada das expressdes imunoistoquimicas das proteinas em
relacdo a sobrevida global em 5 anos dos pacientes com carcinomas gastricos
difusos.

APOPTOSE

NUmero de Sobrevida global
Anticorpo Categoria casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 125 31.7
Bcl-2 Positivo 27 27.0 0.86
Negativo 43 38.8
Bak Positivo 112 26.8 0.33
Negativo 54 39.7
Bax Positivo 100 25.3 0.08
Negativo 23 33.6
Bcel-x Positivo 129 29.4 0.91
NUmero de Sobrevida global
Anticorpo Categoria €asos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 144 32.6
plé Positivo 14 7.1 0.01
Negativo 71 26.0
p27 Positivo 85 31.8 0.09
Negativo 144 30.5
p21 Positivo 11 23.5 0.80
Negativo 84 323
Ciclina D1 Positivo 65 22.6 0.33
Negativo 51 38.0
Ciclina A Positivo 102 24.8 0.15
Negativo 64 453
Ciclina B1 Positivo 92 20.0 <0.001
Negativo 36 52.3
Rb Positivo 121 24.1 0.006
Negativo 118 35.0
p53 Positivo 36 14.1 0.005

FATORES DE CRESCIMENTO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria NuUmero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 25 44.8

c-Met Positivo 129 26.6 0.12
Negativo 23 43.4

VEGF Positivo 126 26.2 0.27
Negativo 154 29.7

c-erbB-2 Positivo 5 60.0 0.15
Negativo 40 28.7

TFGBI Positivo 117 31.0 0.47
Negativo 9 64.8

TGFBII Positivo 147 27.7 0.05
Negativo 24 41.2

MSH2 Positivo 136 27.7 0.24
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Cont. Tabela 18

ADESAO, TRANSCRICAO E DIFERENCIACAO CELULAR

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Numero de casos Em 5 anos (%) Valor de P

Negativo 51 34.5

APC Positivo 103 27.2 0.78
Negativo 86 373

Clatrina Positivo 73 25.9 0.26
Alterada 144 294

E-caderina Preservada 11 40.0 0.33
Alterada 149 30.2

B-catenina Preservada 5 40.0 0.84
Negativo 139 29.2

MUCI1 Positivo 9 222 0.81
Negativo 128 32.8

MUC2 Positivo 29 24.1 0.36
Negativo 132 304

MUCSAC Positivo 25 26.1 0.99
Negativo 152 30.1

MUC6 Positivo 0 NA NA
Negativo 101 28.4

MMP2 Positivo 51 30.2 0.61
Negativo 88 35.2

MMP9 Positivo 65 24.2 0.16

SINTASES DO OXIDO NITRICO

Sobrevida global

Anticorpo Categoria Namero de casos Em 5 anos (%) Valor de P
Negativo 2 50.0
NOS1 Positivo 156 29.9 0.61
Negativo 107 32.1
NOS2 Positivo 50 26.7 0.81
Negativo 11 30.3
NOS3 Positivo 137 29.5 0.87

4.4  ANALISE MULTIVARIADA

As analises multivariadas semelhante as analises univariadas, foram
realizadas em 3 grupos. O primeiro grupo compreendia toda a casuistica de nosso
estudo e era constituido por 482 carcinomas gastricos (234 intestinais, 166 difusos,

60 mistos e 22 inclassificaveis de acordo com a classificacao de Lauren). O segundo
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grupo era constituido por 234 carcinomas intestinais € o terceiro grupo por 166
carcinomas difusos.

Todas as varidveis clinicas ou moleculares com nivel de significancia na
analise univariada menor que 0.25 participaram da analise multivariada através do

modelo de regressao de Cox.

4.4.1 Analise multivariada no grupo de carcinomas gastricos
Os fatores de risco independentes para morte identificados pelo modelo de
Cox nos 482 carcinomas gastricos estudados foram: idade, estadio clinico e

expressao imunoistoquimica de TGFII. Estes dados estdo expostos na Tabela 19.

Tabela 19 - Analise multivariada dos 482 carcinomas gastricos. Modelo de regressdo
de Cox com as varidveis: idade, estadio e expressao de TGFSII.

Variavel \ Categoria \ Hazard ratio Intervalo de Confianca 95% do Hazard ratio
Até 60 anos 1.0 Ref
Idade >60 anos 1.3 1.1-1.7
Negativo 1.0 Ref
TGFBIL Positivo 3.0 1.0-8.2
I 1.0 Ref
I 3.2 2.1-49
I 6.0 3.9-9.2
Estadio clinico IV 9.3 5.0-17.2

De acordo com estes dados observamos que pacientes com carcinomas
gastricos com mais de 60 anos apresentam um discreto aumento no risco de morte
(1.3x) comparado aos pacientes com idade até 60 anos. Em relacdo a expressdo de
TGFBII, notamos que os pacientes com carcinomas gastricos positivos para esta
proteina t€ém um risco maior de até 3x de morrer em relagdo aos pacientes com

carcinomas gastricos negativos para TGFBII. Como j& estabelecido na literatura
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nossos casos também mostraram que a medida que aumenta o estadio clinico (I, II,
IIT e IV), ha também o aumento do risco de dbito de 3.2 para o estadio II, 6.0 para o
estadio III e 9.3 para o estadio IV. As curvas de sobrevida estdo ilustradas nas

Figuras 10,11 e 12.
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Figura 9 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas gastricos de até 60 anos (verde) e com mais de 60 anos
(azul). Os pacientes com até 60 anos mostraram uma discreta melhora da sobrevida
em relag@o aos pacientes com mais de 60 anos.
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Figura 10 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas gastricos positivos para TGFBII (verde) e negativos para
TGFBII (azul). Os casos TGFBII positivos mostraram curva de sobrevida pior em
rela¢do aos casos TGFII negativos.

Sobrevida acumulada

Figura 11 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas gastricos em relacdo ao estadio clinico. Estadios clinicos
avancados (III e IV) apresentam baixa curva de sobrevida em relacdo aos estadios
iniciais (I e II).
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4.4.2 Analise multivariada dos carcinomas intestinais
No grupo constituido por 234 carcinomas intestinais, os fatores de risco
identificados pelo modelo de Cox foram o estadiamento clinico e a expressdao

imunoistoquimica de clatrina. A Tabela 20 mostra estes resultados.

Tabela 20 - Analise multivariada dos 234 carcinomas intestinais. Modelo de
regressdo de Cox com as variaveis: expressao de clatrina e estadio clinico.

Variavel Categoria \ Hazard ratio Intervalo de Confianga 95% do Hazard ratio
Negativo 1.0 Ref
Clatrina Positivo 1.6 1.0-2.5
I 1.0 Ref
11 3.6 1.9-6.6
1 7.2 3.8-13.6
Estadio clinico v 10.6 3.7-30.1

Observamos que os pacientes com carcinomas gastricos do tipo intestinal
positivos para clatrina apresentam risco de morte de 1.6x maior do que aqueles com
carcinomas intestinais negativos para esta proteina. Vimos que o risco de morte dos
pacientes com carcinomas intestinais também aumentou a medida que aumenta o
estadio clinico. Tendo como referéncia o estadio clinico I, as chances de 6bito é 3.6x
maior para os pacientes com carcinomas intestinais e estadio clinico II, 7.2 x maior
para aqueles com estadio clinico III e finalmente 10.6x maior para aqueles com
estadio clinico IV. As curvas de sobrevida das andlises multivariadas dos pacientes

com carcinomas intestinais estdo ilustradas nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas intestinais em relacdo ao estadio clinico. Estadios clinicos
avancados (III e IV) apresentam baixa curva de sobrevida em relacdo aos estadios
iniciais (I e II).
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Figura 13 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas intestinais positivos para clatrina (verde) e negativos para
clatrina (azul). Os casos clatrina positivos mostraram curva de sobrevida pior em
relacdo aos casos clatrina negativos.
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4.4.3 Analise multivariada dos carcinomas difusos

No grupo constituido por 166 carcinomas difusos, observamos que através do
modelo de Cox foram identificados 4 fatores de risco independentes para morte:
idade, estadio clinico, expressdo imunoistoquimica de p53 e TGFBII. Estes dados

podem ser vistos na Tabela 21.

Tabela 21 - Analise multivariada dos 166 carcinomas difusos. Modelo de regressao
de Cox com as variaveis: idade, estadio clinico, expressao de TGFBII e p53.

Variavel : Categoria Hazard ratio | Intervalo de Confianca 95% do Hazard ratio

Até 60 anos 1.0 Ref

Idade >60 anos 2.9 1.8-4.7
Negativo 1.0 Ref

TGFBIL Positivo 3.7 1.1-12.5
Negativo 1.0 Ref

P53 Positivo 1.8 1.1-2.9
I 1.0 Ref

I 5.3 2.3-11.9

111 7.5 3.5-15.9

Estadio clinico v 14.7 5.5-39.4

Os carcinomas gastricos do tipo difuso apresentaram nas analises
multivariadas diversos fatores independentes para o risco de morte dos pacientes.
Observamos que pacientes com carcinomas gastricos do tipo difuso pertencentes ao
grupo de faixa etdria maior que 60 anos apresentaram aumento do risco de morte em
60 meses de 2.9x em relacdo aos pacientes de até 60 anos. Os pacientes com
carcinomas difusos que expressam TGFII e p53 por imunoistoquimica apresentaram
3.7x e 1.8x maior chance de 6bito em 60 meses em comparagcdo aos carcinomas
difusos que ndo expressaram estas proteinas. Em comparagdo aos pacientes com
carcinomas difusos e estadio clinico I, aqueles com carcinomas difusos e estadios

clinicos II, III e IV apresentaram respectivamente, aumento de 5.3x, 7.5x e 14.7x do
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risco de Obito dos pacientes em 60 anos. As Figuras 14, 15, 16 ¢ 17 mostram as
curvas de sobrevida das andlises multivariadas dos pacientes com carcinomas

difusos.

/

Sobrevida global acumulada

004 | I I I

Figura 14 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas difusos em relagdo ao estddio clinico. Pacientes com
estadios clinicos avancados (III e IV) apresentam baixa curva de sobrevida em
rela¢do aos pacientes com estadios iniciais (I e II).
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Figura 15 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas difusos positivos para p53 (verde) e negativos para p53
(azul). Os casos p53 positivos mostraram curva de sobrevida pior em relagao aos
casos p53 negativos.
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Figura 16 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas gastricos de até¢ 60 anos (verde) e com mais de 60 anos
(azul). Os pacientes com até 60 anos mostraram uma discreta melhora da sobrevida
em relacdo aos pacientes com mais de 60 anos.
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Figura 17 - Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier das analises multivariadas dos
pacientes com carcinomas difusos positivos para TGFII (verde) e negativos para
TGFBII (azul). Os casos TGFII positivos mostraram curva de sobrevida pior em
rela¢do aos casos TGFII negativos.

45 CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

Aplicando o algoritimo de clusterizacdo hierdrquica ndo supervisionada nos
resultados das expressdes protéicas e aos tumores (clusterizacdo bi-dimensional),
podemos agrupar: 1. Marcadores protéicos de acordo com o seu padrdo de expressdao
nos tumores, € 2. Grupos de tumores de acordo com a similaridade de expressdo dos
marcadores (Figura 12).

Os marcadores protéicos de acordo com o seu padrio de expressdo nos
tumores separaram-se em dois grupos. O primeiro grupo foi formado pelos
marcadores: p53, E-caderina, MUC5SAC, MUCI1, MUC2, MUCS6, p21, pl6, p27,

ciclina D1, Bcl-2, c-erbB-2, B-catenina, MMP2 e NOS2 e o segundo grupo foi
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constituido pelos marcadores: clatrina, MMP9, ciclina B1, ciclina A, Bax, Bak, Bcl-
X, Rb, APC, VEGF, c-met, TGFBI, TGFBIL, NOS1, NOS3 e MSH2.

De acordo com a expressdo dos marcadores bioldgicos estudados, as analises
clusterizadas definiram dois grandes grupos de carcinomas gastricos. O grupo 1 ¢
formado por carcinomas gastricos que frequentemente mostram perda de expressao
de: VEGF, TGFBI, TGFpII, Bcl-x, Bak, Bax, clatrina, Rb, ciclina B1, ciclina A,
APC, c-Met, NOSI1, NOS3 ¢ MSH2. Por outro lado, o grupo 2 ¢ formado por
carcinomas gastricos que frequentemente sdo positivos para p21, p27, pl6, ciclina
D1, Becl-2, p53, c-erbB-2, MUC5Ac, MUC6, E-caderina, MMP2, MMP9 e NOS2.
As expressdes imunoistoquimicas para MUC1, MUC2 e B-catenina ndo mostraram
diferengas de expressdes entre os dois grupos, estando os casos uniformemente
distribuidos entre os 2 grupos. As correlagdes entre os 2 grupos definidos pelas
analises clusterizadas e as demais varidveis clinicas e histoloégicas podem ser vistos
na Tabela 22.

Apoés a identificagdo dos grupos pela clusterizagdo, fizemos as analises
estatisticas de associacdo entre os grupos clusterizados e variaveis clinicas e
histologicas através do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher, sendo considerados
significantes os resultados com valor de p< 0.005. Os resultados podem ser vistos na
Tabela 22.

Nossos resultados mostraram que os grupos ndo se correlacionam com as
variaveis clinicas e histologicas estudadas. Em relagdo ao género, 48% do género
masculino estavam no grupo 1 e 52% no grupo 2. 54% dos casos do grupol eram do
género feminino enquanto que no grupo 2 observamos 46% deles. Pacientes com até

60 anos estavam igualmente distribuidos nos grupos 1 e 2 (50% cada), e 0 mesmo se
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observou nos pacientes com mais de 60 anos de idade, 49% eram do grupo 1 ¢ 51%
do grupo 2. 54% dos tumores com até 5 cm de maior didmetro macroscopico eram
do grupo 1 e 46% do grupo 2. Os tumores maiores de 5 cm estavam assim
distribuidos: 46% no grupo 1 e 54% no grupo 2. Tumores localizados na regido
distal estavam igualmente distribuidos nos grupos 1 e 2 (50% cada). 48% dos
carcinomas de regido distal pertenciam ao grupo 1 e os 52% restantes eram do grupo
2. O inverso foi observado nos tumores que ocupavam as regides proximais ¢ distais,
52% eram do grupo 1 e 48% do grupo 2. Os tumores de nivel de infiltracdo profunda
da parede géastrica estavam 50% presentes no grupo 1 e 50% no grupo 2, porém
aqueles com infiltracdo superficial correspondiam a 33% no grupo 1 e 67% no grupo
2. Esta diferenca nao foi estatisticamente significativa. Em relagdo a presenga de
metastases em linfonodos, 51% dos casos com metastases em linfonodos eram do
grupo 1 e 49% do grupo 2. A freqiiéncia de carcinomas gastricos sem metastases
linfonodais correspondiam a 46% do grupo 1 e 54% dos casos do grupo 2. Em
relagdo as classificacdes histologicas dos carcinomas géstricos, observamos que pela
clasificagdo da OMS os carcinomas do tipo tubular (55%), células em anel de sinete
(64%) e adenocarcinoma SOE (59%) predominaram no grupo 2, enquanto que os
carcinomas dos tipos papilifero (51%), mucinoso (79%) e carcinoma indiferenciado
(54%) predominaram no grupo 1. Utilizando a classificagdo de Lauren observamos
que os carcinomas do tipo intestinal (56%) e misto (52%) predominaram no grupo 2
e os carcinomas do tipo difuso (56%) e inclassificavel (60%) foram freqiientes no
grupo 1. Na classificagdo de Carneiro, os carcinomas do tipo glandular
predominaram no grupo 2, os de células isoladas e inclassificavel foram freqiientes

no grupo | e os carcinomas mistos estavam uniformemente distribuidos nos dois



80

grupos. Apesar destas diferengas, as andlises estatisticas ndo mostraram associagoes
entre os grupos de clusterizagdo e o tipo histoldgico de acordo com as classificagdes
da OMS, Lauren e Carneiro. A Unica variavel que mostrou correlacio estatistica foi o
estadio clinico. Os carcinomas gastricos com estadio clinico I e II predominaram no
grupo 1 e os carcinomas com estadio clinico II e IV foram mais freqiientes no grupo
2. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0.046) e mostra que os
carcinomas gastricos do grupo 2 tem um comportamento mais agressivo que os
carcinomas do grupo 1.

As analises de sobrevida em 5 anos dos carcinomas gastricos estudados pelo
teste de Kaplan Méier ndo mostraram alteragdes estatisticamente significativas nas

curvas de sobrevida dos dois grupos determinados pela clusterizagao.
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Tabela 22 - Associagdes entre as variaveis clinicas ¢ histologicas e os grupos
clusterizados pelo teste exato de Fisher ou qui-quadrado.

VALOR
VARIAVEIS CATEGORIA GRUPO 1 GRUPO 2 TOTAL DE P

Género Masculino 138 (48%) 154 (52%) 292 (100%) NS
Feminino 90 (54%) 78 (46%) 168 (100%)

Idade Até 60 anos 129 (50%) 130 (50%) 259 (100%) NS
> 60 anos 99 (49%) 102 (51%) 201 (100%)

Tamanho do tumor  Até 5 cm 102 (54%) 86 (46%) 188 (100%) NS
>5cm 126 (46%) 146 (54%) 272 (100%)

Nivel de infiltragdo  Profundo 221(50%) 218 (50%) 340 (100%) NS
Superficial 7 (33%) 14 (67%) 21 (100%)

Metastase

em linfonodos Presente 175 (51%) 167 (49%) 342 (100%) NS
Ausente 52 (46%) 61 (54%) 113 (100%)

Localizagdo Distal 192 (50%) 194 (50%) 386 (100%)
Proximal 23 (48%) 25 (52%) 48 (100%) NS
Prox+Distal 13 (52%) 12 (48%) 25 (100%)
Tubular
Papilifero

Tipo histologico Células em anel

OMS de sinete 82 (45%) 102 (55%) 184 (100%)
Mucinoso 48 (51%) 46 (49%) 94 (100%) NS
Carcinoma 13 (36%) 23 (64%) 36 (100%)
Indiferenciado 33 (79%) 9 (21%) 42 (100%)
Adenocarcinoma 38 (54%) 32 (46%) 70 (100%)
SOE 14 (41% 20 (59%) 34 (100%)

Tipo histologico

Lauren Intestinal 100 (44%) 126 (56%) 226 (100%) NS
Difuso 88 (56%) 68 (44%) 156 (100%)
Misto 28 (48%) 30 (52%) 58 (100%)
Inclassificavel 12 (60%) 8 (40%) 20 (100%)

Tipo histologico

Carneiro Glandular 92 (43%) 122 (57%) 214 (100%) NS
Células isoladas 85 (58%) 62 (42%) 147 (100%)
Misto 27 (50%) 26 (50%) 53 (100%)
Inclassificavel 24 (52%) 22 (48%) 46 (100%)
Iell 135 (53%) 121 (47%) 256 (100%)  0.046

Estadio clinico NlelV 61 (42%) 83 (58%) 144 (100%)
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Legenda: as linhas representam os casos de carcinomas gastricos e cada coluna representa um
marcador. Para cada tumor a expressdo protéica ¢ representada por uma cor. O vermelho representa
positivo ¢ o verde negativo. O comprimento ¢ padrdo dos dendogramas verticais e horizontais
correspondem aos padrdes de expressao dos marcadores ¢ dos tumores. As cores dos ramos dos
dendogramas representam o suporte da clusterizagdo sendo preto 100% (Bootstrop com 1000
interacdes). As colunas coloridas a direita da figura representam os grupos de tumores definidos pela
clusterizagdo.

Figura 18 - Classificagdo dos carcinomas gastricos usando a analise clusterizada dos

marcadores imunoistoquimicos.
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5 DISCUSSAO

Embora dados a respeito da patologia molecular do cancer géstrico tenha
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, estes ainda sdo confusos e
controversos. Ainda ndo foram demonstradas diferencas consistentes na patologia
molecular entre os diferentes tipos histoldgicos de carcinomas géstricos de acordo
com a classificagdo de Lauren, apesar disto, a utilizacdo de técnicas de patologia
molecular disponiveis pode ajudar na identificagdo de subtipos de carcinomas com
grande potencial de agressividade e de comportamento sombrio, que ndo sao
identificados utilizando-se somente os critérios morfologicos.

Utilizando-se a técnica de tissue microarray, estudamos a expressao
imunoistoquimica de 31 proteinas envolvidas em mecanismos moleculares distintos
como ciclo celular, adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e reparo de DNA em 422
carcinomas gastricos.

A técnica de tissue microarray tem sido utilizada com grande eficiéncia em
diversos estudos para a pesquisa da expressdo de proteinas e validacdo de
marcadores tumorais em um grande numero de tumores. Em nosso estudo,
construimos TMAs com cores de 0.6 mm de didmetro em duplicata. Estudos em
carcinomas de mama (CAMP et al. 2000), estomago (GULMANN et al. 2003b) e
linfomas (HEDVAT et al. 2002) entre outros tém demonstrado que este design de
TMA ¢ bastante representativo da area tumoral. Em estudo prévio, realizado pelo
nosso grupo, demonstramos que existe uma excelente correlacio entre a expressao de

p53 analisadas no TMA e em cortes tradicionais contendo todo o fragmento
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(BEGNAMI et al. 2005). As perdas nas analises das expressdes imunoistoquimicas
dos anticorpos, devido a escassez ou nao representatividade tumoral foram de 10 a
15% para cada anticorpo, dependendo do nivel do corte examinado. Esta freqiiéncia
estd de acordo com o descrito em literatura que considera aceitdvel a ndo
representacao tumoral em até 20% dos casos (HOOS et al. 2001; TORHORST et al.
2001).

Embora nosso objetivo principal fosse a analise clusterizada dos resultados
imunoistoquimicos de diversas proteinas e a determinacdo de grupos de carcinomas
gastricos baseados no padrao destas expressdes, discutiremos a seguir os resultados
das analises dos marcadores imunoistoquimicos estudados neste estudo, bem como
as associagOes encontradas entre estas expressoes e os carcinomas do tipo intestinal e
difuso.

Dentre os varios grupos de proteinas que estudamos, as expressoes
imunoistoquimicas das proteinas associadas ao mecanismo de adesdo celular
mostraram importantes associagdes entre os tipos histoldgicos de carcinomas
gastricos. Um grande problema no tratamento dos carcinomas gastricos ¢ a
disseminagdo metastatica. Para isto, as células neoplasicas adquirem a capacidade de
modificar suas propriedades relacionadas a adesdo e aos componentes da matriz
extracelular. Nos carcinomas gastricos, um dos mecanismos mais descritos e
estudados ¢ a perda de expressao da E-caderina. Esta molécula ¢ indispensavel para o
inicio ¢ manutencao das jungdes aderentes epiteliais (GUMBINER et al. 1988) ¢ da
adesdo célula-célula (SURIANO et al. 2003). A inativacdo da E-caderina tem sido
associada ao desenvolvimento da maioria dos tumores de origem epitelial

(BIRCHMEIER ¢ BEHRENS 1994). Perdas totais ou parciais da expressdo desta
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proteina em carcinomas gastricos tém sido demonstradas numa freqiiéncia de 17 a
92%, dependendo do método utilizado para pesquisa (SHIMOYAMA e
HIROHASHI 1991; MAYER et al. 1993). Na nossa casuistica, observamos perda
total ou parcial da expressdo de E-caderina em cerca de 75% dos casos, com uma
evidente associacdo com os carcinomas do tipo difuso. Esses achados apdiam a
hipotese de que a adesdo celular mediada pela E-caderina atua como um sistema
supressor de invasdo. A perda da expressdo desta proteina causa a redugdo da adesdo
célula-célula, desorganizagdo da morfologia glandular normal e redugdo da
diferenciagdo (TAKEICHI et al. 1991; BIRCHMEIER e BEHRENS 1994),
correspondendo aos achados histoldgicos dos carcinomas difusos que se caracterizam
pela presenca de células isoladas, com carater infiltrativo e grande potencial
disseminativo.

Para a manuteng¢do da adesdo celular, a E-caderina mantém a - catenina na
membrana celular, formando um complexo de adesdo intercelular. Alteragcdes no
gene da E- caderina leva a ruptura deste complexo permitindo que a - catenina
adquira forma livre no citoplasma. Apds a ativacdo pela via Wnt, a por¢do
citoplasmatica livre da - catenina ¢ translocada para o nucleo e atua como fator de
transcri¢ao (WILLERT e NUSSE 1998). Na auséncia de sinalizacdo da via Wnt, a [3-
catenina ¢ degradada. No nosso estudo, os carcinomas gastricos do tipo intestinal e
difuso mostraram na grande maioria dos casos alteracdo da expressao de - catenina.
Muitos destes casos também exibiam perda de expressio de E-caderina,
demonstrando que alteragdes no complexo E-caderina/ B- catenina sdo freqlientes nos

carcinomas gastricos. Estes achados sdo similares aos ja previamente demonstrados
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por outros autores através do estudo imunoistoquimico destas proteinas (JAWHARI
et al. 1997; RAMESH et al. 1999; JOO et al. 2002; NABALIS et al. 2003).

Fisiologicamente, o nivel da - catenina no citoplasma ¢ baixo, devido a sua
degradagdo pelo sistema ubiquitina-proteossomo através da ativagao do gene APC.
Mutagdes no gene APC podem levar ao aumento do nivel citoplasmatico e nuclear da
- catenina livre (INOMATA et al. 1996). Embora sem valor estatistico observamos
que a grande maioria dos carcinomas gastricos expressaram a proteina APC no
citoplasma das células neoplasicas, sugerindo uma possivel associagdo entre acumulo
citoplasmatico desta proteina ¢ mutagdo genética, que poderia causar o acumulo
citoplasmatico ou nuclear da - catenina que também foi observada na maioria dos
carcinomas gastricos.

Outra molécula associada ao complexo caderina-catenina ¢ a clatrina. A
clatrina ¢ um peptideo associado a endocitose da E-caderina. Estudos anteriores
demonstraram que reducdo nos niveis de clatrina leva a redugo da reciclagem de E-
caderina, diminuindo sua concentragdo na superficie celular e conseqiientemente o
recrutamento da - catenina no complexo caderina-catenina. Assim, a - catenina
ficaria disponivel no citoplasma para seguir a via de sinalizagdo nuclear (LE et al.
1999). O acumulo de B- catenina no citoplasma com subseqiiente translocagdo para o
nucleo observada nos carcinomas gastricos pode estar também associada a perda de
expressdo de clatrina. Nossos resultados mostraram que a perda de expressdo de
clatrina foi mais freqiiente nos carcinomas difusos onde o complexo caderina-
catenina mostrava-se alterado. Na literatura, ha poucos trabalhos direcionados a esta
via e os resultados quanto ao papel da clatrina na reciclagem da E-caderina sao

contraditorios (AKHTAR et al. 2001; IVANOV et al. 2004). Nas analises
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multivariadas de sobrevida em 5 anos, observamos uma pequena diferenga entre as
curvas de sobrevida dos pacientes com carcinomas gastricos do tipo intestinal
positivos para clatrina em comparagdo com carcinomas intestinais negativos para
esta proteina. Ainda ndo temos uma explicagdo para este achado e novos estudos sdo
necessarios para confirmar estes dados.

Como citado anteriormente, para facilitar a invasdo tumoral e disseminagao,
os carcinomas soOlidos freqiientemente alteram os elementos de sua matriz
extracelular. Nos carcinomas gastricos, alteragdes na expressao de metaloproteinases
de matriz (MMP), responsaveis por modulacdes na matriz extracelular, sdo
freqlientemente descritas (HASEGAWA et al. 2002; HIPPO et al. 2002). O nosso
estudo demonstrou expressio de MMP2 e MMP9 em 40 e 45.5% dos casos,
respectivamente. Esta freqiiéncia ¢ baixa em comparag¢ao com dados de literatura que
mostram positividade para MMP2 em torno de 83.3% a 90% dos carcinomas
gastricos (ALLGAYER et al. 1998a; KO et al. 1998; MURRAY et al. 1998).
Observamos também que a positividade de MMP2 foi mais freqiientemente
observada nos carcinomas do tipo intestinal em comparagdo aos carcinomas do tipo
difuso. Esta associacdo nao esta totalmente estabelecida e resultados contraditorios
tém sido descritos por outros autores. A associacdo entre a expressio de MMPs e
tumores pouco diferenciados ja foi demonstrada (ALLGAYER et al. 1998b;
KABASHIMA et al. 2000), porém ha outros trabalhos que n3o mostraram
associagdes entre os tipos histoldgicos de carcinomas géstricos ¢ as expressoes de
MMPs (KO et al. 1998; MONIG et al. 2001). O aumento da expressao de MMPs e
enzimas remodeladoras de matriz extracelular tem sido demonstrada em carcinomas

pulmonares, mamarios e colonicos, tendo importidncia prognostica nestes tumores
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(PYKE et al. 1993; TRYGGVASON et al. 1993; PASSLICK et al. 2000). No nosso
estudo, as analises das expressdes imunoistoquimicas destas proteinas ndo mostraram
associagdes com a sobrevida dos pacientes, mas estas proteinas tém sido
consideradas alvos terapéuticos e o tratamento com inibidores de MMPs podem
representar uma alternativa para os pacientes com carcinomas gastricos positivos
para MMPs (COLASANTI et al. 1998).

Os carcinomas gastricos frequentemente mostram alteragdes na camada de
gel mucoso que revestem os epitélios. As mucinas, proteinas de alto peso molecular e
oligossacarideos, sdo as maiores constituintes deste gel mucoso (CORFIELD et al.
2000). Sob condigdes fisiologicas, MUCI e MUC2 ndo sdo expressas no epitélio
gastrico, mas MUCI ¢ expressa nas glandulas mamarias em lactagdo ¢ MUC2 esta
presente nos epitélios colonicos (GENDLER et al. 1990; HO et al. 1995). Expressoes
imunoistoquimicas de MUC1 e MUC2 tém sido relatadas em alguns carcinomas
gastricos (TANAKA et al. 2003; SCARTOZZI et al. 2004). Em nossos casos,
estudamos as expressdes imunoistoquimicas de MUC1, MUC2, MUCS5A e MUCG6 e
observamos baixa freqiiéncia de expressdo destes marcadores. Semelhante aos
nossos achados, a baixa freqiiéncia de expressio de MUCSAC nos carcinomas
gastricos ja foi demonstrada previamente (ZHANG et al. 2004). Em relagdo a
associacdo com o tipo histoldgico, mostramos que a expressio de MUC2 esta
aumentada nos carcinomas do tipo difuso, com associagdo estatisticamente
significante. A correlacdo entre o aumento da expresssio de MUC2 e tipos
histolégicos de carcinomas gastricos foi previamente descrita em carcinomas
gastricos do tipo mucinosos (PINTO-DE-SOUSA et al. 2002), papilares

(AKYUREK et al. 2002) e em intestinais (LEE et al. 2001). A correlagdo com os



90

tipos difusos e em anel de sinete foi descrita por SAKAMOTO et al. (1997). Embora
MUC2 tenha sido descrita como um marcador de fendtipo intestinal, a sua expressao
em carcinomas de células em anel de sinete ou difusos sugerem que ocorra um
processo de ‘intestinalizacdo’ como mecanismo patogenético alternativo para o
desenvolvimento destes tumores. Além disso, alguns carcinomas de células em anel
de sinete podem mostrar varios padrdes de diferenciacdo como para superficie
mucosa, glandula pildrica, epitélio do tipo microcistico ou secretor, que sao
detectados somente por exames ultraestruturais (YAMACHIKA et al. 1997).
ZHANG et al. (2004) propuseram que as expressoes de MUC1 e MUC?2 interferem
nas fun¢des da E-caderina, facilitando a progressdo tumoral, sendo estas alteragdes
comumente observadas nos carcinomas do tipo difuso. Nossos resultados ndo
mostraram associacdo com o prognostico, mas a importancia da expressdo destas
proteinas no progndstico dos pacientes com carcinomas gastricos ainda ¢ controversa
(REIS et al. 1998; ZHANG et al. 2004).

Outro importante mecanismo de sinalizagdo celular cujas expressdes das
proteinas mostraram-se frequentemente alteradas no nosso estudo ¢ o mecanismo do

TGF-B. Nos tumores, o TGF-3 exerce uma acdo bifasica. Nos estagios iniciais da
carcinogénese, TGF-B atua como supressor de tumor através da supressdo da
proliferacio (WAKEFIELD ¢ ROBERTS 2002). Em estagios mais avangados da
carcinogénese, o TGF-3 aparentemente age na progressao tumoral, pela produgdo de
matriz extracelular, supressdo do sistema imune ou promog¢do da angiogénese (HAN
et al. 2004). Nos demonstramos as expressdes imunoistoquimicas de TGF-BI e TGF-
BIT em 82 e 97% dos carcinomas gastricos. Quando comparamos a expressao de

TFG-B e os tipos histologicos de carcinomas gastricos, vimos associagdo entre a
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expressao de TGF-BII e os carcinomas do tipo intestinal. Em concordancia com
nossos dados, SAITO et al. (2007b) demonstraram a expressdo de TGF-BI em
carcinomas bem diferenciados e associagao com tumores avancados. Contrariamente,
a perda de expressao de TGF-BI associada a hipermetilagado de CpG na regido 5’
deste gene foi demonstrada em carcinomas avancados do tipo intestinal (TAHARA
2004). Outros estudos ndo encontraram associagdo entre a expressao de TGF-f3 com
o tipo histologico de carcinoma gastrico, mas observaram associagdo entre esta
expressao e tumores gastricos avancados (TATEISHI et al. 2000). A correlagao entre
0 progndstico dos carcinomas gastricos ¢ a expressdo de TGF-B ainda nao esta
esclarecida, embora tenha sido demonstrada em tumores do pulmdo (TAKANAMI et
al. 1997) e da prostata (KIM et al. 1998). Nos demonstramos que os pacientes do
grupo de carcinomas gastricos, bem como 0s pacientes com carcinomas gastricos
difusos negativos para TGFpII apresentaram melhor curva de sobrevida em cinco
anos em comparagdo com aqueles carcinomas gastricos ou difusos positivos para
TGFBII. Este dado foi demonstrado previamente por TATEISHI et al. (2000) que
associaram a expressdo deste marcador a maior capacidade de invasdo, progressao e
pior resposta ao tratamento dos carcinomas gastricos. Adicionalmente, altera¢des no
mecanismo de sinalizagdo do TGF-f3 tém sido associadas a fendmenos epigenéticos e
estdo associados a mutacdes de p53 e amplificagdes da ciclina D1 (GERWIN et al.
1992; OKAMOTO et al. 1994).

Alteragdes nos fatores de crescimento e seus receptores tém sido
demonstradas nos carcinomas gastricos. A expressdo da proteina, bem como a
amplificacdo génica do receptor do fator de crescimento c-erbB-2, um receptor de

tirosina quinase, tem sido observada em 10 a 15% dos carcinomas gastricos
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(USHIJIMA e SASAKO 2004). No nosso estudo, 12% dos carcinomas gastricos
foram positivos para c-erbB-2, principalmente os carcinomas do tipo intestinal. Esta
associacao tem sido observada mais comumente nos carcinomas bem diferenciados,
intestinais ou tubulares, avangados e tem sido associado a pior prognostico
(YONEMURA et al. 1991; NAKAJIMA et al. 1999; KIMURA et al. 2004). Quanto
ao valor prognostico da expressao de c-erbB-2 nos carcinomas gastricos, os dados de
literatura ndo s3o conclusivos, mas a amplificagdo deste gene tem sido um
importante alvo terapéutico sobretudo nos carcinomas de mama (YONEMURA et al.
1991; UCHINO et al. 1993).

Outro mecanismo frequentemente alterado nos carcinomas gastricos é o
mecanismo que envolve HGF/c-Met. O c-Met ¢ um receptor de fator de crescimento
do hepatocito (HGF), composto por uma subunidade o ¢ uma subunidade 3 com
atividade de tirosina fosfatase (PARK et al. 1987; BOTTARO et al. 1991). A
sinalizagdo do complexo GHF/c-Met estd associada a proliferacdo, migragdo e
morfogénese (BIRCHMEIER e BIRCHMEIER 2003). A positividade para c-Met foi
observada em 88% dos carcinomas gastricos estudados, indicando que a expressao
desta proteina ¢ um evento comum nestes tumores. Dados na literatura confirmam a
amplificacdo génica e a super-expressao da proteina c-Met em cancer géastrico e em
linhagem celular de carcinomas gastricos (PONZETTO et al. 1991; HASEGAWA et
al. 2002). HUANG et al. (2001) mostraram a amplificagdo génica e a expressao da
proteina c-Met em 71% dos carcinomas gastricos em compara¢do com a mucosa
gastrica normal. Nos encontramos diferenga estatisticamente significativa entre a
expressdo imunoistoquimica de c-Met e o tipo histoloégico de carcinoma gastrico. A

expressdo de c-Met foi mais frequentemente encontrada nos carcinomas intestinais.
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Em concordancia com estes achados, alguns autores mostraram associa¢do entre a
expressdao de c-Met e carcinomas gastricos do tipo intestinal (WU et al. 1998), por
outro lado, associacdes entre a expresdo de c-Met e carcinomas do tipo difuso
também tem sido demonstradas (TAHARA 1995; NAKAJIMA et al. 1999).

Neovascularizacdo através da inducdo da angiogénese ¢ um pré-requisito para
a expansdo dos tumores solidos (BOUCK et al. 1996; HANAHAN et al. 1996). O
VEGF ¢ um fator de inducdo de angiogénese cuja expressdo ¢ frequentemente
demonstrada nos carcinomas gastricos (ICHINOE et al. 2004). A expressdo de
VEGF nos carcinomas gastricos tem sido associada a metastases em linfonodos
(KABASHIMA et al. 2001) e parece correlacionar-se com mutagdes do gene p53,
uma vez que em condi¢gdes normais, o gene p53 regula a expressio de VEGEF,
impedindo a angiogénese (SCARTOZZI et al. 2004). Demonstramos a expressao
imunoistoquimica de VEGF em cerca de 90% dos carcinomas gastricos de nosso
estudo. Nossos resultados mostraram que a expressao de VEGF esta associada ao
carcinoma gastrico do tipo intestinal, similar ao encontrado em relagdo a expressao
da proteina p53, demonstrando uma possivel relacdo entre VEGF e p53 nos
carcinomas intestinais.

Instabilidade de microsatélite (MSI) tem origem no processo de reparagdo de
DNA defeitoso que leva a instabilidade genética. A maior causa para a instabilidade
de microsatélite em carcinomas gastricos ¢ o ‘silenciamento’ do gene de reparo
humano MuL homologo 1 (hMLH1) através de sua metilagdo (FANG et al. 2003).
Porém perdas de expressdo do hMSH2 tém sido observadas (HALLING et al. 1999).
Em nossos casos, estudamos a expressdo de somente um dos genes de reparo

(hMSH2) e observamos que mais de 90% dos carcinomas gastricos mostraram a



94

expressao desta proteina, estando a perda desta expressdo associada aos carcinomas
do tipo difuso. Tem sido demonstrado que mutagdes nos genes hMSH2 ¢ hMLHI
sdo raras nos carcinomas gastricos, justificando a freqiiente expressao de hMSH2
encontrada no nosso estudo (TAMURA et al. 1995; AKIYAMA et al. 1996). A
correlagdo entre a perda de expressdo de hMSH2 e carcinomas do tipo difuso j& foi
previamente demonstrada em carcinomas pouco diferenciados do estomago
(ZHANG QX et al. 2003) e de bexiga (JIN et al. 1999), mostrando que quanto menor
a diferenciacdo tumoral maior sera a instabilidade genética (ZHANG QX et al.
2003).

Nos carcinomas gastricos, o controle do ciclo celular ¢ afetado diretamente e
indiretamente. A modulagdo direta ¢ feita pela ativacao ou inibi¢do da expressdo de
moduladores como as ciclinas, ciclinas dependentes de quinase (CDKs) ou seus
inibidores. Nossos dados mostraram que os carcinomas gastricos frequentemente
expressam ciclina A, ciclina Bl e pRb. A perda de expressdo imunoistoquimica de
ciclina D1 e pRb foi associada aos carcinomas do tipo intestinal, quando comparadas
aos carcinomas difusos. Perdas das expressoes de inibidores de CDK, como p15, p21
e p27 tém sido observadas nos carcinomas gastricos (KANG et al. 1999; TAHARA
2004; HAN et al. 2004). Nossos resultados estdo de acordo com estes dados e perdas
de expressoes das proteinas p27 e p21 por imunistoquimica foram observadas em 50
e 86% dos casos, respectivamente. Demonstramos ainda que a perda de expressao de
p21 estd associada com os carcinomas do tipo difuso. Em relacdo a expressdo da
proteina pl6, observamos perda de expressdo imunoistoquimica em cerca de 90%
dos casos. Dados de literatura mostram que cerca de 52 a 90% dos casos de

carcinomas gastricos apresentam perdas de expressdo desta proteina. Estas perdas
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tém sido associadas a hipermetilacdo e mais raramente a mutagao deste gene (OUE et
al. 2002; ZHAO et al. 2003; DING et al. 2003). Em relagdo a expressao da proteina
Rb, proteina relacionada ao ciclo celular, dados na literatura mostra que os
carcinomas gastricos expressam esta proteina em torno de 60% dos casos (FEAKINS
et al. 2003; SONG et al. 2005; HE et al. 2005). Nosso estudo demonstrou a expressao
da proteina Rb em 68% dos casos dos carcinomas gastricos ¢ a perda desta expressao
mostrou-se associada aos carcinomas do tipo intestinal. MATTAR et al. (2004) e
FEAKINS et al. (2003) também encontraram associacdo entre a perda de expressao
de Rb e os carcinomas do tipo intestinal através do uso de PCR. Estes autores
sugeriram que a perda de expressdo do Rb pode estar associada a infec¢do pelo H
pylori, uma vez que esta infec¢do é muito comum neste tipo de carcinoma. No nosso
trabalho ndo estudamos a infeccdo pelo H pylori e ndo pudemos confirmar esta
associagao.

Alteragdes da proteina p53, regulador central do ciclo celular e apoptose, t€ém
sido comumente descritas nos carcinomas gastricos. Estas alteragdes incluem
mutagdes, perda de heterozigozidade (LOH) e acimulo de proteina (FENOGLIO-
PREISER et al. 2003; SARBIA et al. 2004). De acordo os dados previamente
descritos, demonstramos a expressao da proteina p53 em 30% dos casos, sendo esta
expressdo associada ao tipo intestinal. Outros estudos tém mostrado freqiiéncia de
expressao de p53 em carcinomas gastricos entre 13 a 54% (RENAULT et al. 1993;
MONIG et al. 1997, ROVIELLO et al. 1999). Em concordincia com nossos
resultados, a associagdo com o tipo intestinal também foi demonstrada por outros
autores (OCHIALI et al. 1996; ROVIELLO et al. 1999; LEE KE et al. 2003), porém

resultados discordantes tém sido descritos (MONIG et al. 1997; PINTO-DE-SOUSA
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et al. 2004). As andlises multivariadas das curvas de sobrevida mostraram que os
pacientes com carcinomas difusos positivos p53 apresentaram pior curva de
sobrevida em comparacdo com aqueles com carcinomas difusos negativos para p53,
corfirmando a participacdo do gene p53 como fator prognodstico independente nos
carcinomas gastricos do tipo difuso.

As caracteristicas clinicas ¢ histologicas encontradas nos carcinomas
gastricos de nosso estudo foram semelhantes as descritas previamente por outros
autores (CREW e NEUGUT 2006). Em concordancia com dados de literatura, na
nossa casuistica, os carcinomas intestinais foram mais freqlientes em pacientes do
género masculino e com mais de 60 anos. Os carcinomas difusos apresentaram uma
distribuicdo semelhante entre os géneros masculino ¢ feminino, sendo mais comuns
em pacientes com menos de 60 anos (LAUREN 1965; CORREA et al. 1973). Os
tipos mais comuns de carcinomas géstricos de nosso estudo foram os intestinais,
glandulares e tubulares, segundo as classificagdes de Lauren, Carneiro e OMS, e
estdo de acordo com dados de literatura (SMITH et al. 2006). Como ja observado por
outros autores, a maioria dos carcinomas gastricos sdo diagnosticados em estadio
clinico avangado. Nossos casos eram constituidos principalmente por tumores
grandes (maiores de 5 cm), infiltrativos, com metastases em linfonodos e estadio
clinico III ou IV. Estes dados podem ter obscurecido a importancia de algumas
variaveis nas analises das curvas de sobrevida, uma vez que estes casos apresentam
pior prognostico, independente de qualquer outro fator associado. Demonstramos que
as variaveis clinicas idade e estadio clinico foram associadas a pior sobrevida em 5
anos dos pacientes com carcinomas gastricos. A importancia do estadio clinico no

prognoéstico ja estd bem estabelecida e demonstrada na literatura e varios estudos



97

mostraram que as curvas de sobrevida sdo piores quanto mais avancado for o
estadiamento clinico dos pacientes com carcinomas gastricos. A associagdo com a
idade deve ser vista com cautela, uma vez que quanto maior a idade maior o risco de
morte mesmo ndo associada ao cancer.

Em resumo, o nimero de estudos visando a pesquisa da expressdo génica nos
carcinomas gastricos esta cada vez maior. Estes estudos tém revelado que embora os
carcinomas gastricos tenham diversas etiologias, certos padroes de expressdo génica
permanecem estaveis. De acordo com nossos resultados observamos que os
carcinomas difusos e intestinais mostraram expressoes ou perdas de expressdo de
diversas proteinas envolvidas em diferentes mecanismos moleculares. Os carcinomas
do tipo intestinal tém sido caracterizados pela superexpressdo de genes associados a
divisdo e proliferacio (HASEGAWA et al. 2002). De fato, observamos que dentre os
casos positivos para ciclinas D1, ciclina A, ciclina B1, Bcl-2, Bax ¢ Bak a maioria
era constituida por carcinomas intestinais, que mostraram também perdas das
expressoes de p27 e Rb. Estes carcinomas também mostraram aumento de expressao
de oncogenes e genes supressores de tumor tais como p53, c-erbB-2, c-Met e p16. O
aumento de expressdo de proteinas associadas a matriz extracelular tem sido
associado aos carcinomas difusos, nossos resultados foram divergentes em relagdo a
estes dados. Dentre os casos positivos para TGFp, MMP2 e MMP9 a maioria era
constituida por carcinomas do tipo intestinal. No nosso estudo, os carcinomas do tipo
difuso se caracterizaram somente pela perda de expressao de proteinas envolvidas no
mecanismo de adesdo celular (E-caderina, B-catenina e clatrina), reparo de DNA
(hMSH2) e mucinas. Embora a correlacdo entre expressdo destas proteinas com o

prognoéstico ndo tenha sido estabelecida para a maioria dos marcadores, vimos que a
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expressao de p53 e TGF PII esta associada a pior curva de sobrevida nos pacientes
com carcinomas gastricos do tipo difuso, enquanto que os carcinomas gastricos do
tipo intestinal positivos para clatrina mostraram pior curva de sobrevida dos
pacientes em comparagdo aos carcinomas intestinais negativos para este marcador.
Os carcinomas gastricos apresentam uma variedade de padrdes histologicos e
comportamentos bioldgicos. A classificagdo de Lauren, proposta em 1965 ¢ até hoje
utilizada, divide os carcinomas gastricos em 2 principais tipos: intestinal e difuso.
Esta classificacdo tem sido utilizada também para predizer o comportamento
bioldgico dos carcinomas gastricos. Baseados somente em critérios histologicos,
embora nao confimado pelos nossos resultados, tém sido demonstrado que os
carcinomas difusos apresentam pior prognostico em relagdo aos carcinomas
intestinais no mesmo estadio clinico (LEE et al. 2001). Estudos prévios em biologia
molecular, incluindo os resultados deste estudo, tém demonstrado que multiplas
alteragdes genéticas nos genes como K-ras, c-erbB-2, K-sam, ciclinas, p53, Rb, APC,
dentre outros, estdo frequentemente alterados nos carcinomas gastricos, mas a
classificagdo dos carcinomas gastricos baseados no perfil de expressdo protéica de
multiplos genes ainda nao foi estabelecida. A definicdo de marcadores moleculares
em subgrupos de carcinomas gastricos pode definir grupos de tumores com padrdes
histopatologicos e biologicos distintos e estabelecer terapéuticas especificas para
estes tumores. Recentemente, HASEGAWA et al. (2002) demonstrou o padrdo de
expressdo génica nos carcinomas intestinais através de microdisseccdo e
amplificacdo genética, porém estas técnicas exigem equipamentos sofisticados e de

alto custo que dificultam sua utilidade na pratica didria.
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A clusterizacao hierarquica dos resultados ¢ um método de analise que utiliza
grupos de dados e é capaz de definir grupos de tumores baseados em imunofendtipos
complexos. Este tipo de técnica tem sido utilizada na andlise de dados de expressdo
génica, e ¢ eficaz na determinagdo de grupos de tumores de acordo com o padrdo de
expressao destes genes.

No nosso estudo, a clusterizacdo hierarquica baseada nos padrdes de
expressao protéica por imunoistoquimica definiu 2 grupos de carcinomas gastricos.
O grupo 1 foi constituido principalmente por carcinomas freqlientemente negativos
para marcadores associados a fatores de crescimento TGFPI e II, VEGF, marcadores
de apoptose (Bcl-x, Bak, Bax), marcadores do ciclo celular (Rb, ciclina A, APC), c-
Met, MSH2 e sintases do o6xido nitrico (NOS1 e NOS3). Por outro lado, os
carcinomas do grupo 2 foi constituido por carcinomas gastricos com freqiiente
positividade para os marcadores do ciclo celular (p21, p27, pl6, ciclina B1, ciclina
D1), Bcl-2, p53, c-erbB-2, MUCSAC, MUC6, E-caderina, MMP2, MMP9 e NOS2.
Em relagdo aos tipos histologicos, observamos um predominio dos tipos histolégicos
difusos no grupol e intestinais no grupo 2, porém sem associacdo estatistica
significante. Associagdes estatisticas significantes foram observadas entre o grupo 2
de carcinomas gastricos e estadios clinicos mais avancados (III e IV), sugerindo que
estes carcinomas sdo mais agressivos, porém as analises estatiticas univariadas e
multivariadas ndo mostraram diferengas nas curvas de sobrevida global em 5 anos
dos pacientes de ambos os grupos (1 ¢ 2). Embora a clusteriza¢dao hierarquica de
marcadores imunoistoquimicos tenha sido 1til na classificacdo de carcinomas da
mama (CALLAGY et al. 2003), endométrio (ALKUSHI et al. 2003) e de linfomas

(ALIZADEH et al. 2000), ndo ha dados na literatura em relagdo a este tipo de
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classificagdo nos carcinomas gastricos. Nossos achados sdo inéditos e representam
uma primeira tentativa de estabelecer grupos de carcinomas gastricos através do
padrdo de expressdo proteica. A definicdo de 2 grupos de carcinomas gastricos € a
associacdo entre estadios clinicos avangados e o grupo 2 mostra que alteragdes
genéticas envolvendo as proteinas do ciclo celular e de adesdo e diferenciagdo
celulares sdo frequentemente envolvidas no processo de carcinogénese gastrica. De
fato, alteragdes nos genes envolvidos no ciclo celular mostram um aumento da
atividade proliferativa das células cancerosas, por outro lado, alteracdes dos genes de
adesdo e diferenciagdo celulares refletem reagdes das células estromais tumorais que
estdo associadas ao aumento do potencial de invasdo e metastases. De acordo com
nossos resultados, novas classificacdes dos carcinomas gastricos baseadas em
expressoes protéicas de multiplos genes podem ser propostas. Estas novas
classificagdes podem ser importantes ndo somente na determinacao de novos tipos de
tumores gastricos, mas também podem ter impacto no prognostico dos pacientes pela

identificacdo de novos alvos terapéuticos especificos.
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6 CONCLUSAO

Os carcinomas gastricos de nosso estudo se caracterizaram pelo
acomentimento mais freqiiente em homens de até 60 anos. Localizaram-se
preferencialmente na regido distal do estdbmago, sendo na sua maioria maiores que 5
cm, infiltrando profundamente a parede géstrica e com metastases em linfonodos. Os
tipos histoloégicos mais comuns foram os Intestinais, Glandulares e Tubulares de

acordo com as classificagdes de Lauren, Carneiro e OMS, respectivamente.

Na nossa casuistica de 422 casos de carcinomas gastricos, observamos as

seguintes marcagdes imunoistoquimicas:

° Marcadores do ciclo celular: os carcinomas gastricos foram freqiientemente
positivos para p27, ciclina DI, ciclina A, ciclina Bl, Rb e p53 e
frequentemente negativos para pl6 e p21.

U Fatores de crescimento: os carcinomas gastricos foram freqlientemente
positivos para c-met, VEGF, TGFBI, TGFBII e MSH2; e negativos para c-

erbB-2.

o Apoptose: os carcinomas gastricos expressam freqlientemente Bax, Bak e
Bcl-x e sdo na maioria dos casos negativos para Bcl-2.

o Transcricdo de sinal, adesdo e diferenciagdo celular: os carcinomas
gastricos expressam freqlientemente APC, clatrina, MMP2 e MMP9; sendo
freqiientemente negativos para E-caderina, p-catenina, MUCI1, MUC2,

MUCS5AC e MUCS6.
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° Sintases do ¢xido nitrico: os carcinomas gastricos freqiientemente sdo

positivos para NOS1 e NOS3 e negativos para NOS2.

As proteinas diferencialmente expressas, através de imunoistoquimica, entre
os carcinomas gastricos do tipo intestinal e difuso foram: E-caderina, MUC?2,
clatrina, MMP2, ciclina B1, pRb, p21, p53, TGFBII, c-erbB-2, c-Met, VEGF, MSH2
e NOS3.

Idade, estadiamento clinico e expressdo imunoistoquimica de TFGBII sdo
fatores associados ao progndstico dos carcinomas gastricos.

Estadiamento clinico e expressdo imunoistoquimica de TFGPII sdo fatores
associados ao progndstico dos carcinomas gastricos do tipo intestinal.

Idade, estadiamento clinico e expressao imunoistoquimica de TFGBII E p53
sdo fatores associados ao prognoéstico dos carcinomas gastricos do tipo difuso.

A clusterizagdo hierdrquica dos marcadores determinou 2 grupos de
carcinomas gastricos de acordo com o padrdo de expressdo imunoistoquimica.

O grupo 1 de tumores determinado pela clusterizagdo ¢ constituido
predominantemente por carcinomas do tipo difuso e inclassificdvel (segundo a
classificagdo de Lauren) e caracteriza-se pela negatividade imunoistoquimica da
maioria dos marcadores associados ao ciclo celular, apoptose, difrenciagdo e adesdao
celular. O grupo 2 ¢ formado principalmente por carcinomas do tipo intestinal e sdo
frequentemente positivos para os marcadores imunoistoquimicos estudados.

Os grupos de carcinomas gastricos determinados pela clusterizagdo ndo

demonstrou associagdo ou impacto na sobrevida dos pacientes.
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