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RESUMO

Silva EM. Estudo de alteracdes moleculares em adenocarcinomas gastricos
diagnosticados em pacientes com idade abaixo de 50 anos: mutacdes no gene
TP53, expressao de proteinas do sistema de reparo e adesao celular. Sao Paulo;

2010. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Muitos estudos t€ém abordado as caracteristicas do adenocarcinoma gastrico em
pacientes jovens, sugerindo que as caracteristicas clinico-patologicas e o perfil
molecular dessa neoplasia em pacientes jovens diferem em muitos aspectos do
carcinoma gastrico em pacientes em idade mais avangada. Um melhor entendimento
dessas caracteristicas particulares possibilitaria a identificacdo de biomarcadores que
poderiam estar envolvidos no desenvolvimento precoce do cancer gastrico, e
melhorar o diagnostico precoce € o prognostico para grupos especificos destes
pacientes. Neste estudo analisamos uma série de 97 pacientes com cancer gastrico
diagnosticado antes da idade de 50 anos para a presenca de mutagdes no gene TP53.
Caracteristicas clinico-patologicas foram revistas e a analise imunoistoquimica foi
realizada para avaliar o padrao de expressa9o dos marcadores considerados
importantes na carcinogénese gastrica (E-caderina, B-catenina, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 e p53). Uma porcentagem significativa de tumores do tipo difuso e
estadio avangado foram observadas nesta série. A histéria familiar neoplasica foi
positiva em 21,4% dos casos, sendo que em 10,8% foi relatada a ocorréncia de
cancer gastrico em outros familiares. Uma freqiiéncia significativa de alteragdes na
expressdo dos marcadores foi observada nos adenocarcinomas gastricos, mas estes
ndo foram fatores progndsticos independentes. Houve uma associagdo significativa
entre a expressao alterada de E-caderina e B-catenina, e entre a expressao da pS3 e a
invasdo perineural. Em nossa casuistica, as mutagdes no gene TP53 foram detectadas
em 11,3% dos casos avaliados, incluindo uma mutagdo germinativa no cdédon 337
(p.R337H), detectada em um paciente de 12 anos. A andlise univariada para a
sobrevida global mostrou diferencas significativas relacionadas as variaveis
associadas ao tratamento, estadio do tumor e a histopatologia. Porém, a andlise

multivariada confirmou que apenas as variaveis associadas ao estadiamento (pT e



pN) foram fatores de risco independentes para o dbito. Nossos resultados sugerem
investigacdes posteriores nesses pacientes jovens, a fim de identificar subgrupos que
se beneficiariam no rastreamento e deteccdo precoce da doenga. Outros estudos
também devem avaliar a importancia progndstica dos marcadores para grupos

especificos de pacientes de acordo com a histologia do tumor e historia familiar.



SUMMARY

Silva EM. [Study of molecular alterations in gastric adenocarcinoma diagnosed
in patients under 50 years old: TP53 gene mutations, DNA mismatch repair and
cell adhesion proteins expression]. Sdo Paulo; 2010. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Several studies have addressed the characteristics of the gastric adenocarcinoma in
young patients, suggesting that the clinicopathological characteristics and molecular
profile of this neoplasia in young patients differ in many ways from gastric
carcinoma in older patients. A better understanding of these particular characteristics
would allow us to identify molecular biomarkers that could be involved in early-
onset gastric cancer, and it could improve early diagnosis and prognosis for specific
groups of these patients. In this study, we have analyzed a series of 97 patients with
gastric adenocarcinoma diagnosed before the age of 50 years for the presence of
TP53  mutations.  Clinicopathological  features  were  reviewed and
immunohistochemistry was performed to evaluate the expression pattern of the
markers considered to be important in gastric carcinogenesis (E-cadherin, B-catenin,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 and p53). A significant percentage of diffuse-type
tumors and advanced stage disease were observed this series. The family history of
cancer was positive in 21.4% of cases, while 10.8% reported the occurrence of
gastric cancer in other relatives. A significant frequency of alterations in the markers
expression was observed in gastric adenocarcinomas, but they were not found to be
independent prognostic factors. There was a significant association between the
altered expression of E-cadherin and B-catenin, and between p53 expression and
perineural invasion. In our series, mutations in TP53 were detected in 11.3% of
evaluated cases, including a germline mutation at codon 337 (p.R337H) in one
patient of 12 years old. The univariate analysis for overall survival showed
significant differences related to the variables associated to the treatment, tumor
stage and histopathology. However, multivariate analysis confirmed that only the

variables associated with staging (pT and pN) were independent risk factors for



death. Our results suggest further investigations in these young patients, to identify
subgroups that would benefit in screening and early detection of disease. Other
studies should also evaluate the prognostic significance of markers for specific

groups of patients according to tumor histology and family history.
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Introdugdo 1

1 INTRODUCAO

Segundo relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)
/Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) (2009), o cancer de estdmago foi a segunda
causa de oObitos por cancer no mundo (780 mil 6bitos) em 2008. Em homens, o tipo
mais comum foi o cancer de prostata, seguido por pulmao, estbmago e colon e reto.
Nas mulheres, o mais freqiiente foi o cancer de mama, seguido de cancer do colo do
utero, colon e reto, estomago e pulmdo (World Health Organization 2009).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer no Brasil, sdo estimados para
o ano de 2010, cerca de 13.820 casos novos de cancer gastrico entre homens e 7.680
entre mulheres, correspondendo a um risco estimado de 14 casos novos a cada 100
mil homens e de 8 para cada 100 mil mulheres. No Brasil, o cancer gastrico ¢ o
terceiro mais incidente entre homens, € o quinto entre as mulheres. Sem considerar
os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de estdbmago ¢ o segundo tipo mais
freqiiente em homens nas regides Norte (10/100.000) e Nordeste (10/100.000); o
terceiro na Regido Centro-Oeste (12/100.000), e o quarto nas regides Sul
(19/100.000) e Sudeste (17/100.000). Para as mulheres € o terceiro mais freqiiente na
Regido Norte (6/100.000); o quarto na Regido Nordeste (6/100.000), e o quinto nas
demais regides, Sul (10/100.000), Sudeste (9/100.000) e Centro-Oeste (6/100.000)
(Ministério da Saude 2010).

A ocorréncia do cancer gastrico tem um pico de incidéncia em pacientes que
apresentam idade em torno de 60 anos (MITSUDOMI et al. 1989; THEUER et al.

1996; SANCHEZ-BUENO et al. 1998). Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados



Introdugdo 2

com cancer de estdbmago tém mais de 50 anos, sendo incomum antes da idade de 40
anos (CARVALHO et al. 2004; MILNE et al. 2006; LLANOS et al. 2006;
SANTORO et al. 2007).

Muitos estudos abordam as caracteristicas dessa neoplasia em pacientes
jovens, sugerindo que as caracteristicas bioldgicas e clinico-patoldgicas nesses
pacientes diferem em muitos aspectos do carcinoma gastrico esporadico em
pacientes com idade mais avancada (CARVALHO et al. 2004; MILNE et al. 2006;
BUFFART et al. 2007; SILVA et al. 2008).

O carcinoma géstrico pode ser dividido em dois subtipos de acordo com a
classificacdo histolégica de Laurén: o difuso e o intestinal. De acordo com esta
classificagdo, os carcinomas gastricos de tipo difuso sdo caracterizados pela auséncia
de coesdo entre as células, o que facilita a infiltragdo de células isoladas na parede
gastrica. Este tipo histologico ocorre mais freqiientemente em pacientes jovens,
especialmente na regido de cardia e estd associado com progndstico menos favoravel
(FUCHS et al. 1995). Os carcinomas gastricos de tipo intestinal sdo predominantes
em populagdo de idade mais avangada e de alto risco. Sdo caracterizados por células
neoplasicas coesas formando estruturas glandulares e lesdes freqiientemente
ulceradas, ocorrem com maior freqiiéncia na regido distal e geralmente sdo
precedidas pela cadeia de eventos morfologicos como gastrite cronica, atrofia,
metaplasia intestinal, displasia e carcinoma (LAUREN 1965; CORREA 1988).

Alteragcdes moleculares distintas tém sido detectadas nestes dois tipos
histoloégicos. Mutagdo no gene TP53, acimulo da proteina p53, instabilidade de
microssatélite de DNA, perda de heterozigose (LOH) em 18q ou expressdo de c-

erbB-2 sdo preferencialmente associadas com o tipo intestinal, enquanto que a
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mutagdo no gene da E-caderina (CDH1) ou perda da expressdo da proteina na
membrana celular estd associada com o tipo difuso (UCHINO et al. 1993; BECKER
et al. 1994; RANZANI et al. 1995; SOLCIA et al. 1996; OLIVEIRA et al. 1998;
CANDUSSO et al. 2002).

Em relagdo ao desenvolvimento do cancer gastrico, em um modelo
apresentado mais recentemente, os autores apontaram alteragdes genéticas e
epigenéticas associadas com a progressdo maligna dos adenocarcinomas de tipo
intestinal e difuso. Em nivel molecular, estes dois subtipos parecem ter origem

genética e comportamento biologico distintos (VOGIATZI et al. 2007).
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Figura 1 - Modelo de multiplas etapas de progressdo maligna no adenocarcinoma

gastrico de tipo intestinal e difuso.
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Os carcinomas gastricos sdo esporadicos em sua maioria ¢ se desenvolvem
em resposta ao efeito cumulativo de fatores de risco ambientais e susceptibilidade
genética dos individuos, enquanto que a agregacdo familial de cancer gastrico ¢
observada em uma pequena porcentagem de casos (10%) (PALLI et al. 1994;
EKSTROM et al. 2000; OLIVEIRA et al. 2006; CARNEIRO et al. 2008).

Recentemente, taxas elevadas de agregacao familial (33-36%) foram descritas
em areas com alta incidéncia de cancer gastrico, como no Japdo e na Italia
(KAWASAKI et al. 2007; ROVIELLO et al. 2007). Apenas 1-3% dos casos dos
carcinomas gastricos estdo relacionados as sindromes de predisposicdo hereditaria ao
cancer gastrico (STONE et al. 1999; BROOKS-WILSON et al. 2004;
PEDRAZZANI et al. 2007).

Mutagdes germinativas no gene da E-caderina (CDH1, MIM#192090) tém
sido relacionadas com a ocorréncia de cancer gastrico difuso familial (HDGC,
MIM#137215). Em 1998, foi descrita pela primeira vez a ocorréncia de mutacdes
germinativas no gene CDH1 responsaveis pelo desenvolvimento do cincer gastrico
difuso em familias de origem Maori, com alta agregacdo familial. As familias
afetadas apresentavam individuos com cancer géstrico difuso em idade precoce, ¢ a
maioria dos oObitos ocorria em idade abaixo dos 40 anos, em contraste com a
populacao geral onde 80% dos casos de cancer géastrico ocorriam em idade acima de
60 anos (GUILFORD et al. 1998). Desde entdo, mutacdes patogénicas tém sido
descritas em pacientes com cancer gastrico difuso de vdrias origens étnicas
(OLIVEIRA et al. 2003). Entretanto, apenas cerca de 30% de todas as familias com
cancer gastrico familial sdo portadoras de mutagdes germinativas no gene CDH1

(GAYTHER et al. 1998; GUILFORD et al. 1998; GUILFORD et al. 1999; CALDAS
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et al. 1999; HUMAR et al. 2002; BACANI et al. 2006) e essas mutagdes nao
parecem estar associadas ao cancer gastrico esporadico ou de tipo intestinal
(ASCANO et al. 2001; SURIANO et al. 2003; BROOKS-WILSON et al. 2004).
Nessas familias, as mutagdes no gene da E-caderina apresentam padrdo autossomico
dominante com penetrancia alta e incompleta, sendo que os individuos afetados
desenvolvem cancer gastrico do tipo difuso em idade jovem (GUILFORD et al.
1998).

Um estudo recente (HUNTSMAN 2001) avaliou microscopicamente
amostras de mucosa gastrica de cinco individuos portadores de mutagdes
germinativas em CDH1 que foram submetidos a gastrectomia profilatica (idade entre
22 ¢ 40 anos). Em todas as amostras foram identificados infiltrados de células em
anel de sinete. Em trés dos cinco casos avaliados, as lesdes eram multifocais, e em
um dos casos, as células neoplésicas estavam presentes em 65 dos 140 blocos de
tecido analisados. Considerando esse resultado, os autores recomendam
aconselhamento genético e gastrectomia profilatica em portadores assintomaticos de
mutagdo em CDH1 que pertencam a familias com cancer géstrico difuso hereditario
com alta penetrancia (HUNTSMAN et al. 2001; CHUN et al. 2001; LEWIS et al.
2001; SURIANO et al. 2005; NORTON et al. 2007).

As mutacdes podem ser responsaveis por perda e ganho de funcdo (perda das
propriedades de adesdo e da fungdo supressora de proliferagdo, e aumento da
motilidade celular), ambos os aspectos podem ser potencialmente relevantes para o
tumor e formacao de metéstases (CHRISTOFORI et al. 1999; KREMER et al. 2003).
Nao apenas as alteracdes no gene CDH1 mas também alteracdes estruturais e/ou

disfuncdo das cateninas podem causar o rompimento do complexo de adesdo celular
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mediado pela E-caderina (BEHRENS et al. 1996).

A E-caderina ¢ uma proteina transmembrana calcio-dependente que
desempenha papel importante na organizagdo e manutencao da adesdo célula-célula.
A B-Catenina ¢ uma proteina multifuncional que além do seu papel estrutural como
componente do complexo de adesdo célula-célula, também pode atuar na via de
sinalizagdo Wingless (Wnt) e transcrigdo génica (POLAKIS 2000). Alteragdes da
expressao de B-Catenina e das moléculas envolvidas na via de sinalizagao Wnt sdo
amplamente estudadas no processo neopldsico. A modificacdo pds-traducional da (3-
catenina por fosforilagdo parece romper a interacao entre a E-caderina e a a-catenina,
causando perda da adesdao celular dependente de caderina e potencializando o
processo neoplasico (BEHRENS et al. 1996). A ativagao dos genes alvo da via Wnt
esta associada a proliferacdo celular, crescimento e progressao do tumor,
desdiferenciagdo, proteolise, angiogénese, migracao e outros aspectos que conferem
maior agressividade ao tumor (BRABLETZ et al. 2002).

Em artigo recente publicado pelo nosso grupo, 515 amostras de
adenocarcinomas gastricos foram avaliadas por imunoistoquimica. A expressao
alterada (ausente ou reduzida) de E-caderina foi observada em 73% destas amostras,
e para a B-catenina, o0 mesmo padrdo de expressdo foi observado em 91% destes
casos. Para avaliar a freqiiéncia dessas alteragdes no complexo de adesdo celular em
individuos mais jovens, o padrdo de expressdo da E-caderina e da [-catenina foi
comparado entre dois grupos de pacientes de acordo com a idade (<40 e >40 anos de
idade). Foi observado que o grupo de pacientes mais jovens apresentou taxa
significativamente menor de alteragdes na expressdo das proteinas avaliadas em

relacdo ao outro grupo (SILVA et al. 2008) (Anexo 1). A expressao alterada desses
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marcadores foi associada significativamente ao tipo histologico e perda da
diferenciagdo histologica da neoplasia (P<0,001) (SILVA 2005).

O cancer gastrico tem sido incluido como parte do espectro de tumores em
outras sindromes de predisposicdo ao cancer hereditdrio, como a Sindrome do
Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (HNPCC), Sindrome de Li-Fraumeni
(LFS), Polipose adenomatosa familial (FAP) e Sindrome de Peutz-Jeghers (PJS)
(CALDAS et al. 1999; FITZGERALD et al. 2002). O risco de cancer gastrico varia
nestas sindromes, com um risco estimado de 10-15% na HNPCC, 30% em PJS e
12% em FAP (LEHTOLA 1978).

Os pacientes portadores da Sindrome do Cancer Colorretal Hereditario sem
Polipose (HNPCC, do inglés Hereditary Non-polyposis Colorectal Cancer), ou
Sindrome de Lynch, ndo apresentam apenas predisposi¢do ao cancer colorretal, mas
também a outros tumores afetando o endométrio, pelve renal, intestino delgado e
estomago. O cancer gastrico ¢ um dos mais freqiientes no espectro de tumores extra-
colonicos desta sindrome (PARK et al. 2000; GOECKE et al. 2006; BARROW et al.
2009), apesar disso, atualmente ndo esta incluido nos critérios de Amsterdam. Esta
sindrome ¢ caracterizada pela presenca de mutacdes germinativas nos genes do
sistema de reparo do DNA (MMR, do inglés Mismatch Repair Genes), como por
exemplo MLH1, MSH2, PMS2 e MSH6. Erros no mecanismo de reparo do DNA sdo
a principal causa de instabilidade de microssatélite (MSI) e podem levar a mutagdes
nos genes criticos cuja inativagdo resulta no desenvolvimento tumoral (KELLER et
al. 1996; BECKER et al. 2000; SURAWEERA et al. 2001).

A auséncia de expressdo das proteinas MLH1, PMS2, MSH2 ¢ MSH6,

detectada através da imunoistoquimica, tem sido associada com o fenotipo MSI e ¢é
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considerada como marcador molecular para alteragdes nos genes de reparos do DNA
(MMR). A identificagdo de pacientes HNPCC portadores de mutacdes germinativas
em um dos genes MMR, pode ser significantemente aumentada pela andlise da
morfologia do tumor, MSI e imunoistoquimica (UMAR et al. 2004; HAMPEL et al.
2005). Foi relatada a ocorréncia de MSI em 30% dos casos de cancer gastrico
(RENAULT 1996), e a ocorréncia de mutagdes nos genes MMR em casos de cancer
gastrico esporadico (KELLER et al. 1996; PINTO et al. 2008). Duas novas mutagdes
germinativas no gene MLH1 foram detectadas em uma série de pacientes jovens
diagnosticados com carcinomas gastricos (BACANI et al. 2005). Outro estudo
mostrou que MSI estava significantemente associada com a ocorréncia de tumores
com localizacdo distal (antro) e histéria familial positiva de cancer gastrico (OTTINI
1997). Um estudo publicado recentemente pelo Departamento de Cirurgia Pélvica do
Hospital AC Camargo, avaliou a freqiiéncia de tumores extra-colonicos em 2095
individuos pertencentes a 60 familias portadoras da Sindrome de Lynch. Foi relatado
um total de 200 tumores extra- colonicos, sendo o cancer géstrico o segundo tipo
mais freqiiente entre pacientes do sexo masculino, e o quarto tipo mais freqiiente no
o sexo feminino. Além disso, este trabalho relatou que a idade média destes pacientes
com cancer gastrico ao diagndstico (53 anos) foi menor do que a idade média dos
pacientes acometidos por tumores gastricos esporadicos. Com base nestes resultados,
os autores discutiram a inclusdo do cancer gastrico no espectro de tumores extra-
colénicos da Sindrome de Lynch (DA SILVA et al. 2010). Em relagdo a idade
precoce ao diagndstico, outro grupo relatou resultado semelhante em pacientes

portadores da Sindrome de Lynch com cancer gastrico. Nestes pacientes, a idade
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média ao diagndstico foi menor (58 anos) quando comparada aos pacientes com
cancer gastrico esporadico (76 anos) (GYLLING et al. 2007).

Um dos genes mais freqlientemente envolvidos na carcinogénese em
humanos ¢ o gene supressor tumoral TP53 (MIM#191170). Este gene esté localizado
na regido 17pl3.1 e ¢ responsavel pela codificacdo da proteina p53. O tamanho
aproximado do gene TP53 ¢ de 20 Kb e ¢ composto por onze éxons, sendo o
primeiro deles ndo codificante. A seqiiéncia codificante contém cinco dominios
caracterizados por fungdes especificas (MAY et al. 1999) (Figura 2).

O dominio inicial (aminoacidos 1 a 62), ou amino terminal, ¢ o dominio de
transativa¢do, no qual se encontra o sitio de ligagdo a proteina mdm2 (do inglés,
murine doble minute 2) que regula a expressao da proteina p53. O segundo dominio é
rico em residuos de prolina (aminoacidos 63 a 97) e ¢ seguido pela regido central
(aminoécidos 102 a 292), que cont¢ém o dominio de ligagdo ao DNA (terceiro
dominio), conhecido como regido de hotspot. O dominio de oligomerizagao
(aminoécidos 323 a 356) ¢ fundamental na configuracdo espacial da proteina p53,
responsavel pela multimeriza¢do da proteina, que se unird em tetrdmeros. O dominio

final ¢ o de regulagdo (aminoacidos 363 a 393).
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i1-82) prolinas f102-292) (323-356) (363-393}
(63-97)

Legenda: A) Representacdo dos éxons 1 a 11 do gene TP53. B) Representagao da proteina p53 e seus
dominios.
Fonte: (ACHATZ 2008)

Figura 2 - O gene TP53 e a proteina p53.
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A proteina p53 atua como fator de transcricdo de varios genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular, apoptose, reparo de dano do DNA e também na
diferenciagdo celular (LEVINE et al. 1991; LANE 1992; HAINAUT 1995;
O'FARRELL et al. 2004).

Embora a localizagdo nuclear da proteina p53 seja essencial para sua
atividade (SHAULSKY et al. 1991), o acimulo nuclear ndo ¢ usualmente detectado
devido a curta meia-vida da proteina selvagem (WT, do inglés Wild-type) que varia
de 5 a 20 minutos (GIACCIA et al. 1998). Entretanto, mutacdes no gene TP53
podem resultar na producdo de uma proteina p53 com meia-vida prolongada que
pode se acumular no nicleo da célula. Esta proteina ¢ constitutivamente inibida e o
principal mecanismo de inibi¢do € a interagdo proteina-proteina com o produto do
oncogene MDM2. Essa interacdo possibilita o redirecionamento da p53 do nucleo
para o citoplasma, onde ocorrerd a degradacdo da proteina mediada por
proteossomos (LJUNGMAN 2000).

Varios mecanismos podem alterar a fungdo de TP53, dentre eles, a perda de
heterozigose (LOH), metilagdo do DNA e mutagdes. As mutacdes sdo as principais
alteracdes verificadas na carcinogénese, no entanto, outros mecanismos que levam a
inativagdo da p53 podem ocorrer nas células neoplasicas. Estas alteragdes incluem a
perda de um alelo ou mesmo de todo o cromossomo, o seqiiestro e destrui¢do da
proteina ativa por proteinas celulares ou virais, repressdo transcricional, degradacao
protéica acelerada, modificagdo da conformacdo da proteina, inativacdo protéica e
alteracdo na distribuicdo celular da proteina (HAINAUT 2004). Sua inativagdo
resulta na perda de fungdo da proteina p53 e tem papel importante na tumorigénese e

progressao de varios tumores, incluindo o cancer géstrico.
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O gene TP53 ¢ alvo de mutagdes somdticas em aproximadamente 40% de
todos os casos de cancer gastrico, e muitas dessas mutacdes podem levar a perda de
fun¢do da proteina p53 (UCHINO et al. 1993; RUGGE et al. 2000)

Ha controvérsias a respeito da prevaléncia de mutagdes no gene TP53 e sua
relagdo com o tipo histoldgico e estadiamento do tumor (PANANI 2008). Alguns
estudos mostram que as mutagdes tendem a ocorrer em maior freqiiéncia nos tumores
de tipo intestinal, enquanto outros relatam que a incidéncia de mutagdes ¢ similar nos
tumores de tipo intestinal e difuso (25-40% dos casos estudados). Além disso, as
alteracdes no TP53 parecem ocorrer precocemente em tumores de tipo intestinal
(FENOGLIO-PREISER et al. 2003). Em relacdo a idade dos pacientes com cancer
gastrico e a ocorréncia de mutagdes no TP53, foi que relatado que a freqiiéncia de
mutagdes em TP53 em pacientes mais jovens foi menor quando comparada aos
pacientes em idade mais avangada (RUGGE et al. 2000).

Aproximadamente 35% das mutagdes sdo transi¢cdes G:C — A:T ocorrendo
nas ilhas CpG, e tém sido consideradas marcadores de mutagénese causada por
espécies reativas de oxigénio, em particular oxido nitrico (NO), geradas durante
processos como a inflamagao ou infec¢ao bacteriana (OHSHIMA et al. 1994; AMBS
et al. 1997; RUGGE et al. 1997).

Esse padrao de mutagdo ¢ consistente com o fato de que a mutagénese pode
ocorrer em lesdes inflamatorias precursoras, tais como a atrofia. Ainda ndo se sabe se
tais mutacdes estdo presentes em tumores gastricos diagnosticados em idade precoce,
e se estdo associadas com o processo inflamatorio. Outros padrdes de mutagdes no
gene TP53 tém sido associados a exposi¢do a varios carcindgenos ambientais, como

por exemplo a infecgdo por Helicobacter pylori (NOMURA et al. 1991;
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PARSONNET et al. 1991; KOEA et al. 2000; RUGGE et al. 2000; PEEK et al.
2002). Este fator tem sido relacionado ao desenvolvimento de carcinomas gastricos
em pacientes jovens (SAITO et al. 1999); (KOSHIDA et al. 2000; HARUMA et al.
2000), entretanto, é provavel que envolva uma porcentagem menor de pacientes
jovens em relagdo aos pacientes com idade mais avangada.

Mutagdes germinativas no gene TP53 estdo associadas a Sindrome de Li-
Fraumeni (LFS, MIM # 151623) e sua variante, a Sindrome Li-Fraumeni-like (LFL)
(BIRCH et al. 1994). Essas sindromes sdo doengas genéticas autossomicas
dominantes caracterizadas pela predisposi¢cao ao desenvolvimento de varios tumores
diagnosticados antes dos 45 anos, incluindo sarcomas, cancer de mama, tumores de
sistema nervoso central e carcinoma adrenocortical (LI et al. 1969; LI et al. 1988).
Outros tumores, como leucemia, cancer de pulmdo, melanoma, cancer renal,
colorretal e gastrico, também ocorrem com freqii€ncias variadas nas familias afetadas
(GARBER et al. 1990; HARTLEY et al. 1993; BIRCH et al. 1994; FREBOURG et
al. 1995).

De acordo com o banco de dados da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC), o cancer gastrico tem sido relatado em 2,8% das familias LFS. As
mutagdes germinativas no gene TP53 t€m sido identificadas em aproximadamente
70% das familias com critérios clinicos para LFS e em 40% das familias LFL.
Aproximadamente 75% destas mutagdes, somaticas ou germinativas, sao do tipo
missense, ou seja, promovem alteragdes que levam a troca de aminoacidos, e tendem
a ocorrer predominantemente na regido do dominio de ligagdo ao DNA

(CHOMPRET et al. 2001; OLIVIER et al. 2003; OLIVEIRA et al. 2004).
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De acordo com os dados da literatura, uma mutagdo germinativa missense no
gene TP53 foi relatada em um paciente LFS apresentado como um caso de cancer
gastrico ndo-familial (SUGANO et al. 1999). Outro estudo demonstrou a presenca de
mutacdo germinativa nonsense em TP53 em uma familia onde os critérios clinicos de
LFS ¢ HDGC estavam associados (KIM et al. 2004). Em um estudo com 34
pacientes europeus com cancer gastrico familial, apenas uma mutagdo germinativa
missense no TP53 foi identificada (KELLER et al. 2004). Em um estudo incluindo
familias com agregacao familial de cancer géstrico, apenas era portadora de mutagao
germinativa missense em regido de hotspot do TP53 (OLIVEIRA et al. 2004). Outro
grupo avaliou sete familias com céancer gastrico familial e ndo encontrou nenhuma
mutagdo nos genes da E-caderina e TP53, concluindo que mutacdes germinativas
nestes genes ndo estavam freqlientemente envolvidas na carcinogénese do cancer
gastrico familial em pacientes japoneses (KUSANO et al. 2001). Amostras de 23
pacientes com Sindrome LFL, provenientes de uma area com elevada taxa de
agregacdo familial, foram avaliadas através do seqiienciamento da regido dos éxons
5-8 do gene TP53, e nenhuma mutagdo germinativa foi encontrada (CORSO et al.
2010). Até o presente, poucos estudos relataram casos de cancer gastrico familial
com mutagdes germinativas no TP53 (KELLER et al. 2004; OLIVEIRA et al. 2004;
KIM et al. 2004; YAMADA et al. 2007).

Em estudo recente na genética do cancer familial nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, foram determinados o padrdo e prevaléncia de mutagcdes germinativas no gene
TP53 e o perfil tumoral de 45 familias brasileiras que preenchem os critérios
diagnosticos da LFS/LFL (ACHATZ et al. 2007).

A apresentacdo clinica das familias brasileiras LFS/LSL demonstrou
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variagdes no espectro tumoral e na idade de acometimento dos tumores. A
comparagdo entre o perfil de tumores apresentado pelas familias brasileiras com
mutagdes no gene TP53 mostrou um aumento na presenca de tumores gastricos em
relacdo ao perfil de tumores em outras familias com mutagdes no gene TP53
relatados no banco de dados do IARC (PETITJEAN et al. 2007; ACHATZ et al.
2007). Neste estudo, casos de cancer de estomago foram diagnosticados em 46,2%
(6/13) das familias brasileiras com mutag¢des germinativas no gene TP53, comparado
a 31,3% (10/32) das familias sem as mutagdes. Dentre os 56 tumores detectados
nestas seis familias, o cancer géstrico foi um dos mais freqiientes (8.9%) (ACHATZ
et al. 2007).

A presenca de uma muta¢do germinativa especifica no éxon 10 do gene TP53,
p-R337H (CGC-CAC, uma troca de arginina para histidina) foi a principal alteracdo
detectada. Um estudo com 36 criangas brasileiras com tumores adrenocorticais, sem
histéria de LFS/LFL relatou a presenca desta mutagdo (p.R337H) em trinta e cinco
dessas criangas. Os autores concluiram que se tratava de uma mutacdo tumor-
especifica associada apenas ao desenvolvimento de tumores adrenocorticais
(RIBEIRO 2001). Outro estudo identificou a mesma mutacao em 77% das criangas e
em 13,5% dos adultos com cancer adrenocortical avaliados. A mutacao foi
encontrada em heterozigose em outros familiares, indicando que a mutagdo
Arg337His havia sido herdada em muitos casos. A presenga da mutacdo em adultos
mostrou que a ocorréncia da mesma ndo era restrita a criangas com cancer
adrenortical, além de estar associada a um prognostico desfavordvel nestes pacientes
(LATRONICO 2001). O estudo realizado em 45 familias com critérios clinicos para

LFS/LFL, detectou mutacdes germinativas em 13 familias, dentre as quais, seis
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apresentaram a muta¢cdo p.R337H. Este estudo mostrou que a mutagcdo p.R337H em
linhagem germinativa predispde os individuos afetados ao desenvolvimento de
tumores em idade jovem, e ndo apenas ao tumor adrenocortical (ACHATZ 2007).

Estudos independentes nos Estados do Rio Grande do Sul e Parania tém
estimado que a mutagdo p.R337H esta presente em aproximadamente 0,3% da
populacdo estudada nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Além disso, esta mutagdo
estd associada a ocorréncia do haplotipo caracterizado pelo alelo T do SNP28
(rs9894946), o qual ¢ relativamente raro na populagdo em geral, demonstrando um
efeito fundador comum a estas familias (PALMERO et al. 2008, GARRITANO et al.
2010).

Uma investigacdo detalhada da incidéncia de cancer em familias portadoras
da mutacdo p.R337H tem mostrado um risco aumentado quando comparado ao risco
da populacdo em geral (ACHATZ et al. 2007; PALMERO et al. 2008). Considerando
que a deteccdo desta mutagdo € relativamente simples em testes genéticos, € a
existéncia de protocolos especificos para portadores de mutacdes germinativas do
TP53, a identificacdo dos portadores dessa mutagdo poderia auxiliar na detec¢do
precoce de um numero significativo de tumores, incluindo os carcinomas géastricos.

A proposta deste estudo retrospectivo foi avaliar as informacdes clinicas e
patologicas em uma série de pacientes admitidos no Hospital AC Camargo, com
diagnéstico de cancer gastrico em idade abaixo de 50 anos. E avaliar neste grupo, a
associacdo do desenvolvimento do cancer géastrico em idade precoce e a presenca de
mutagdes no gene TP53, principalmente a mutacdo p.R337H. Desta forma, é possivel
obter através das andlises moleculares, uma melhor compreensdo do surgimento

precoce do cancer gastrico nesses pacientes.
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2

2.1

OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar alteracdes moleculares em amostras

de pacientes com adenocarcinoma gastrico diagnosticado em idade abaixo de 50

anos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a freqiiéncia de mutagdes no gene TP53 em amostras de tecido
neoplasico disponiveis nos arquivos do Hospital AC Camargo de pacientes
com adenocarcinoma gastrico diagnosticado em idade inferior a 50 anos.
Avaliar nestas amostras o padrao de expressao da proteina p53, de
marcadores do complexo de adesdo celular (E-caderina e B-catenina) e do
sistema de reparo do DNA (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6) pela técnica de
imunoistoquimica.

Descrever nesta casuistica, as caracteristicas clinico-patoldgicas tais como a
histéria pessoal patologica, histéria familial neoplasica, estadiamento clinico
e patologico, histopatologia do tumor e dados de sobrevida.

Correlacionar o padrdo de expressdo dos marcadores moleculares com as

caracteristicas clinico-patoldgicas nestas amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES E AMOSTRAS

O presente estudo incluiu uma série de amostras tumorais de pacientes
admitidos no Hospital AC Camargo, Sdo Paulo para tratamento de cancer gastrico,
tendo como critério clinico para inclusdo dos casos, pacientes com diagnostico de
adenocarcinoma gastrico em idade inferior a 50 anos.

Com a aprovagio deste estudo pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) desta
institui¢do e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), os prontuarios
médicos e laudos anatomo-patoldgicos dos casos selecionados foram revistos para
obtencdo das informacgdes clinico-patologicas incluindo: dados demograficos (idade
e género), historia pessoal patoldgica (presenca de diabetes, obesidade, doenca do
refluxo e etilismo), histéria familial neoplasica (ocorréncia de cancer gastrico,
colorretal, mama e outros tumores em parentes de primeiro, segundo e/ou terceiro
grau), manifestacdes clinicas (relato de sintomas como: dor, anemia, vOmitos,
obstrugdo, sangramento e perda ponderal), tratamento inicial (quimioterapia
neoadjuvante, cirurgia, quimioterapia paliativa ou laparotomia exploradora nao
terapéutica/cirurgia paliativa seguida de quimioterapia paliativa), intuito da cirurgia
(se paliativa ou curativa), realizagdo de linfadenectomia (se realizada: tipo D1, D2 ou
D3), morbidade, estadiamento clinico e andtomo-patolégico (pTNM), citologia, tipo
histologico do tumor segundo a classificacdo de Laurén e da Organizacdo Mundial

de Saude (OMS), grau histoldgico, presenca de invasao perineural (IPN), invasdo
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vascular sanguinea (IVS), invasdo vascular linfatica (IVL), além dos dados de
recidiva e sobrevida.

Neste estudo, foram considerados apenas casos de pacientes que possuiam
material embebido em parafina (FFEP, Fixado em Formalina e Embebido em
Parafina) ou congelado disponivel, derivado de cirurgia ou bidpsia endoscdpica.

Foram excluidos casos de pacientes que foram submetidos & cirurgia em
outros servicos e pacientes apresentando cancer gastrico de outro tipo histologico,
como linfomas, tumores de origem neuroenddcrina, entre outros. O seguimento
clinico dos pacientes teve inicio a partir da data da cirurgia até a data do dbito ou da
ultima consulta. Os prontuarios foram revistos até o més de junho de 2010, assim, o
seguimento dos pacientes vivos foi considerado até essa data.

A revisdo dos prontuérios foi padronizada de acordo com a Ficha de Coleta
de Dados utilizada pelo Departamento de Cirurgia Abdominal (Anexo 2). A
casuistica inicial foi composta de 181 casos. Apds a revisdo dos prontudrios, foram
separados 97 casos para inclusdo no estudo, seguindo-se a etapa de recuperagdo do

material disponivel em arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica.

3.2 METODOLOGIA

Os blocos de material FFEP e laminas dos respectivos casos selecionados
foram recuperados do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica para
obtencdo de amostras de tumor géstrico ¢ mucosa gastrica ndo-tumoral. Selecionados
os blocos representativos de cada caso, foram obtidos novos cortes e coloracdo em

HE, para realizagdo da analise imunoistoquimica e extracdo de DNA, conforme
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protocolos ja estabelecidos nos laboratérios onde foram desenvolvidas as
metodologias.

Foi verificada também a disponibilidade de amostras de tecido congelado ou
sangue dos respectivos casos, armazenadas no Banco de Material Bioldgico desta
instituicdo. Todo o processo de recuperacdo, manipulagdo e extragdo do DNA
gendmico destas amostras foi realizado no Laboratorio de Gendmica e Biologia
Molecular do Hospital AC Camargo, de acordo com protocolos utilizados no

laboratorio.

3.2.1 Extracao de DNA
Todas as amostras utilizadas foram categorizadas e codificadas previamente,

para preservacao da identidade dos pacientes.

Material FFEP

Para a extragdo de DNA do material FFEP, foram obtidos cortes de Sum de
cada bloco e armazenados em tubos de 0,5mL previamente identificados.

Antes da extracio do DNA, os cortes passaram pelo processo de
desparafinizacio, utilizando-se o QIAamp DNeasy Blood and Tissue Kit® (Qiagen).
Em cada tubo contendo os cortes de material FFEP, foram adicionados 1200 pl de
xilol, agitando-se por 15 segundos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
14.000 rotagdes por minuto (rpm) durante cinco minutos. O sobrenadante foi
desprezado e 1200 pl de etanol foram adicionados ao sedimento (pellet). Os tubos
foram agitados por 15 segundos e centrifugados a 14.000 rpm durante cinco minutos.

Esse procedimento foi repetido e, ao final, os tubos com as tampas abertas foram
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colocados em centrifuga a vacuo a 37°C durante 15 minutos, objetivando a
evaporagao do etanol remanescente.

Em seguida, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-se
o protocolo do QlAamp DNA Micro kit® (Qiagen) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Em cada tubo foram adicionados 180 ul de Buffer ATL (Tissue Lysis Buffer),
além de 20 pl de proteinase K. Apds homogeneizagdo, as amostras foram incubadas
em banho-maria a 56°C, overnight, em bloco aquecido com agitador (termomixer).
Apos esse periodo, foi adicionado a cada tubo, 200 ul de Buffer AL (fornecido pelo
fabricante). Apds homogeneizagdo das amostras, foram adicionados 200 pl de etanol,
agitando-se durante 15 segundos e centrifugando brevemente. As amostras foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C).

Apos breve centrifugacdo dos tubos, a solugdo resultante foi transferida para
o dispositivo da coluna QIAamp MinElute ¢ centrifugada a 8.000 rpm por um
minuto. O dispositivo com a coluna foi removido do tubo e recolocado em um tubo
limpo. Foram adicionados 500 pl de Buffer AW1 (Wash Buffer 1) ao dispositivo
com a coluna, que foram centrifugados a 8.000 rpm por um minuto. O procedimento
de lavagem foi repetido com 500 pl de Buffer AW2 (Wash Buffer 2), seguido de
centrifugacdo a 14.000 rpm durante trés minutos. O DNA extraido da coluna foi
eluido pela adicdo de 100 pl de Buffer AE (fornecido pelo fabricante) em duas
etapas: primeiramente foram adicionados 50 pl, e apés um minuto ocorreu a
centrifugacdo a 8.000 rpm durante um minuto. Em seguida, outros 50 pl de Buffer
AE foram adicionados, e apds cinco minutos, seguiu-se a centrifugacao a 8.000 rpm

por um minuto, apos as amostras terem sido transferidas do dispositivo para tubo de
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recuperacdo. As amostras foram armazenadas a -20°C.

Material congelado e sangue

As amostras de material congelado foram submetidas a extragdo de DNA de
acordo com um protocolo de extrac¢do a base de fenol-cloroférmio (Anexo 3).

Para extracdo de DNA a partir de amostras de sangue foi utilizado o Gentra
Puregene Blood Kit (Qiagen) (Anexo 4). O DNA obtido foi quantificado e estocado

a-20°C.

3.2.2 Identificacdo das mutacées no gene TP53

As analises subseqiientes, realizadas a partir de aliquotas do DNA gendémico
extraido, foram realizadas no laboratério do Grupo de Carcinogénese Molecular
(Molecular Carcinogenesis Group - Section of Mechanisms of Carcinogenesis), na
Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer (International Agency for Research
on Céancer, IARC - WHO), Lyon, Franga, sob a orientacdo do Dr. Pierre Hainaut,
diretor do laboratério. O protocolo incluia o seqiienciamento direto do produto de
PCR (polymerase chain reaction) nos éxons de 2-11 para identificagdo das muta¢des
e comparagdo com a TP53 mutation database da institui¢ao (http://www-
p53.iarc.fr/index.html). Os éxons foram amplificados utilizando-se iniciadores
(primers) especificos (Quadro 1), a partir de 50ng de DNA gendmico, conforme
protocolo estabelecido pelo laboratorio. As condi¢des da reagdo de PCR foram:
1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs; 1,2 uM de cada oligonucleotideo; 1,25 U de
TagPlatinum DNA polymerase (Invitrogen); 2,5 uL de tampdo de reacdao para

TagPlatinum 10X (concentragdo final 1X) e agua em quantidade suficiente para
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25 puL. Para o éxon 7, foi utilizada a HotStar Taq (Qiagen). Para todos os éxons
(exceto o éxon 7) a reacao de amplificagdo foi realizada utilizando-se a estratégia de
diminui¢do gradativa de temperatura, ou touchdown, iniciada a partir de uma etapa
de desnaturacao inicial de 94°C por 2 minutos, seguida por 20 ciclos de desnaturacao
a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 63°C por 45 segundos e extensao a 72°C
por 1 minuto. Nesta etapa, a temperatura de anelamento foi reduzida em 0,5°C a cada
3 ciclos. Apos esses 20 ciclos, seguiram-se 30 ciclos adicionais de desnaturacao a
94°C durante 30 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos e uma etapa final de
extensao a 72°C por 10 minutos.Para o éxon 7, a reacdo de PCR foi realizada a partir
da desnaturagdo a 95°C durante 15 minutos, seguida por 50 ciclos de desnaturacao a
94°C durante 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao a 72°C
por 30 segundos.Apés os ciclos, seguiu-se a etapa final de extensdo a 72°C por 10

minutos.

Quadro 1 - Seqiiéncia de primers utilizados nas reagoes de PCR e seqlienciamento.

Regido amplificada  Primers Direcdo Direta  Primers Direcdo Reversa Fragmento (pb)
Exons 2-3 tctcatgetggatceecact agtcagaggaccaggtcctc 344
Exons 4 tgctcttttcacccatctac atacggccaggcattgaagt 353
Exons 5 ttcaactctgtctccttect cagccctgtegtctctecag 248
Exon 6 gcctetgattectcactgat ttaacccctecteccagaga 181
Exon 7 cttgccacaggtctccecaa aggggtcagcggeaageaga 237
Exons 8-9 ttgggagtagatggagcect agtgttagactggaaacttt 445
Exon 10 caattgtaacttgaaccatc ggatgagaatggaatcctat 260
Exon 11 agaccctctcactcatgtga tgacgcacacctattgcaag 245

A reacdao de seqiienciamento iniciou-se com etapa de purificagdo dos
produtos de PCR. Nesta etapa, SuL. do produto de PCR foram purificados com a

enzima ExoSap-IT (USA) por 15 minutos a 37°C e 15 minutos a 80°C. Na etapa de
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seqiienciamento, foram utilizados o BigDye ® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Byosystems) de acordo com protocolo utilizado pelo servico de
sequiienciamento do IARC. Os produtos de PCR foram analisados pelo seqiienciador
automatico de 16 capilares (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems).

Uma vez detectadas as mutagdes, estas foram avaliadas e comparadas com o
banco de dados de mutagdes no TP53, disponibilizado pelo IARC. No caso de
mutacdes descritas como germinativas, as analises foram repetidas utilizando DNA
extraido de amostras de tecido ndo tumoral ou sangue periférico do mesmo paciente,

quando disponivel.

3.2.3 Imunoistoquimica

No estudo imunoistoquimico foram utilizados os protocolos estabelecidos na
rotina do Departamento de Anatomia Patoldgica, para avaliagdo dos padrdes de
expressdo das proteinas relacionadas ao complexo de adesdo celular E-caderina/f3-
catenina, ao sistema de reparo do DNA (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6) e da proteina
p53. As especificagdes dos antigenos, clones dos anticorpos primarios, suas diluigdes
e fabricantes empregados no estudo imunoistoquimico, estdo descritas no Quadro 2.

Para este estudo, os cortes histolégicos com espessura de 3um dispostos em
laminas de vidro previamente tratadas foram mantidos por 24 horas em estufa a
60°C. Em seguida a desparafinizagio foi realizada através de sucessivos banhos de
xilol, etanol (100%, 95% e 70%) e lavagem com agua corrente ¢ destilada. A solugdo
utilizada na etapa de recuperagdo antigénica variou de acordo com o antigeno em

investigagdo: para todos os anticorpos, com exce¢do do PMS2, foi utilizada a solugao
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tampao de citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressao (Eterna®, Nigro) destampada;
para o anticorpo PMS2, foi utilizada a solu¢do tampao Tris EDTA 1mM pH 9.0. O
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizada com H,O, 3%, (dgua
oxigenada 10 vol), seguido de lavagem com solucdo salina tamponada com fosfatos
(PBS-phosphate buffered saline) 10 mM pH 7.4. Apos a recuperacdo antigénica, as
laminas foram incubadas com os anticorpos primdrios diluidos em titulos pré-
estabelecidos conforme descrito no Quadro 2, em tampao PBS contendo albumina
bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida s6dica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a

4°C em cAmara tmida.

Quadro 2 - Especificagdes dos antigenos, clones dos anticorpos primarios, suas
diluigdes e fabricantes empregados no estudo imunoistoquimico.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes

pS3 DO-7 1:100 DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca, cod # M7001
E-caderina 36 1:600 BD Transduction, cat# 610182, San Jose, CA

B-catenina 14 1:800 BD Transduction, EUA, cod # 610154

MLHI G168-728 1:1000 nglosmences Pharmigen cat#51-1327GR, San Jose, CA,
MSH2 G219-1129 1:1000  BD Pharmingen cat # 556349

MSH6 44/MSH6 1:100 BD Pharmingen cat # 610919

PMS2 Alo6-4 1:500 BD Pharmingen, cat # 556415

Na etapa seguinte, apos lavagem com tampao PBS, ocorreu a incubagao por
30 minutos, a 37°C, com Post Primary Block (NovoLink Max Polymer cod #
RE7260-k, Reino Unido), outra lavagem com tampdo PBS, incuba¢do com o
NovoLink Polymer por 30 minutos a 37° C e lavagem com tampao PBS. Seguiu-se a
incubagdo das laminas em soluc¢do substrato: 100 mg% 3, 3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de Dimetilsulfoxido

(DMSO); 1 mL de H,0, 6% (dgua oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS; por 5 minutos
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a 37°C, ao abrigo da luz. Em seguida, a lavagem em &4gua corrente e destilada,
contracoloragdo com hematoxilina de Harris, lavagem em 4gua amoniacal (solugdo
de hidréxido de amonio 0,5%) e dgua corrente e destilada. A desidratacdo dos cortes
incluiu sucessivos banhos em etanol (80%, 95% e 100%), xilol e montagem das
laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha).

As reagdes foram acompanhadas de controle positivo, em tecido sabidamente
positivo para o anticorpo testado. A leitura das laminas foi realizada em microscopio
optico comum e os resultados classificados de acordo com a categorizacao descrita

para cada anticorpo.

E-caderina

Quanto a analise imunoistoquimica dos padrdes de expressdo da E-caderina,
foram observados os seguintes aspectos: 1) a manuten¢do da expressao preservada na
membrana (padrdo similar ao observado em células ndo-neoplésicas), 2) perda
parcial ou 3) perda total dessa expressdo. Para fins estatisticos, tanto a perda parcial
quanto total da expressdo do marcador na membrana celular foram categorizadas
como alteracdes na expressao fisioldogica da proteina. A marcagdo citoplasmatica da

E-caderina ndo foi considerada.

B-catenina

Para a analise da B-catenina foram estabelecidos 4 grupos de acordo com os
padroes de expressdo: 1) perda total de expressdo, 2) expressdo exclusivamente na
membrana, 3) expressdo nuclear independente de outros sitios, ¢ 4) expressdo

citoplasmatica, sem expressao nuclear.
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A intensidade da coloragdo nao foi considerada neste sistema de gradagao.
Em relagdo a coloragdo citoplasmatica/nuclear da [-catenina, os tumores foram
considerados como positivos quando a imunorreatividade citoplasmatica/nuclear para
-catenina pode ser detectada em qualquer das células tumorais. Para fins
estatisticos, a expressdo da P-catenina foi categorizada em apenas dois grupos: 1)
expressdo preservada na membrana celular (categorizada inicialmente como Grupo

2), e 2) expressdo alterada (Grupos 1, 3 e 4).

MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2

Para a andlise da expressdo das proteinas do sistema de reparo do DNA
(MMR), foi considerada apenas: 1) a presenga ou 2) a auséncia de imunorreatividade
das proteinas nas células tumorais, mas ndo nas células ndo-neoplasicas ou estromais
da mucosa normal adjacente. Os cortes histologicos que apresentaram auséncia total

de imunorreatividade ndo foram categorizados.

p53
Para este marcador, a imunorreatividade foi interpretada considerando a
porcentagem das células neoplésicas apresentando imunocoloracdo acastanhada no
nucleo celular. As categorias foram:
0) <1%
1) 1-10%
2) 11-50%
3) 51-90%

4) 91-100%
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Para fins de analise estatistica e melhor categorizagdo, os resultados obtidos
foram distribuidos em dois grupos, de acordo com os critérios previamente descritos
na literatura: 1) casos onde a expressdao nuclear ocorreu em quantidade superior a
10% das células imunocoradas e 2) quando a porcentagem de células com expressao

nuclear foi inferior ou igual a 10%.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

As informagdes decorrentes da revisdo dos prontuarios médicos e os
resultados obtidos da andlise dos diversos marcadores foram registrados em planilha
de dados Excel e a analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
Statistical Package for Social Sciences, versao 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

As associacoes entre a expressao dos marcadores e as varidveis demograficas
e clinico-patoldgicas foram verificadas através do teste de freqiiéncias do qui-
quadrado e o teste exato de Fisher. As estimativas da probabilidade de sobrevida
foram obtidas através da técnica de Kaplan-Meier. As curvas de probabilidade de
sobrevida cumulativa foram comparadas pelo teste do log-rank. As estimativas do
risco relativo para a morte (HR) ou os fatores prognoésticos independentes foram
obtidas através do modelo de regressdo de Cox na técnica stepwise (forward). O

nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA E DADOS DA AMOSTRA

4.1.1 Dados demograficos

No presente estudo, a idade dos pacientes variou entre 12-49 anos, sendo a
média de 35,9 + 7,1 anos e mediana de 36 anos. Dezenove (19,6%) pacientes tinham
idade igual ou inferior a 30 anos ao diagnostico. A Figura 3 representa a distribuicdo

da idade dos pacientes em anos.

Idade dos pacientes (anos)

4%

0,

W21a30
59% 31a40
Wa1a49

Figura 3 - Distribuicao da idade dos pacientes em anos.

Dos 97 pacientes incluidos neste estudo, 56 (57,7%) eram do género

masculino e 41 (42,3%) do género feminino (ver Tabela 1).
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4.1.2 Historia pessoal patologica

As informacgdes referentes aos antecedentes pessoais patologicos estavam
relatadas nos prontuarios médicos de 69 pacientes. Destes, 33 (47,8%) apresentaram
antecedentes pessoais patologicos que incluiam histérico de diabetes (1,5%),

obesidade (4,5%), doenca do refluxo (10,6%) e etilismo (30,8%). (Tabela 1).

4.1.3 Historia familial neoplasica

Em nossa casuistica, 18/84 (21,4%) pacientes apresentaram historia familial
neoplasica (Tabela 1), incluindo outros casos de tumores na familia como o cancer
gastrico (10,8%), colorretal (2,4%), mama (2,4%) e outros tumores (8,5%), como o

cancer de prostata, renal, 6sseo, no utero, ovario e bexiga.

4.1.4 Manifestacoes clinicas

As informagdes clinicas a respeito dos sinais/sintomas referidos pelos
pacientes no momento do diagndstico estavam disponiveis em 82/88 (93,2%) casos:
80,5% referiram dor epigastrica e/ou abdominal, anemia (15,1%), vOomitos (22,8%),

obstrucao (10,6%), sangramento (11,8%) e perda ponderal (35,4%). (ver Tabela 1).

4.1.5 Estadiamento clinico e tratamento

Como descrito na Tabela 2, os dados referentes ao estadiamento clinico
estavam disponiveis em aproximadamente 50% dos casos incluidos neste estudo.
Destes casos, 50% apresentavam cT2, 78% eram cNO e 91,8% eram cMO.

Noventa e dois pacientes (94,8%) foram submetidos ao exame de Endoscopia

Digestiva alta (EDA). A média de didmetro das lesdes encontradas foi de 3,7cm. Dos
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87 tumores avaliados por EDA, 43,7% estavam localizados na regido do corpo
gastrico e 34,5% no antro. Cerca de 11,5% dos tumores acometeram a regido do
cardia. Ainda quanto a localizacdo, 49% dos tumores estavam localizados na
pequena curvatura e 6,4% ocuparam toda a circunferéncia do estdmago (dados nao
incluidos nas Tabelas).

Em relagdo ao tratamento inicial (Tabela 2), o tratamento cirargico foi a
alternativa terap€utica para 85,6% dos pacientes (83/97). A cirurgia com finalidade
curativa foi realizada em 77,7% dos casos, e a gastrectomia total ocorreu em 52,1%
dos casos com informagdes disponiveis. Em 74,2% dos casos foi realizada a

linfadenectomia D2, e a morbidade ocorreu em 22/92 casos (23,9%).

4.1.6 Dados anatomo-patologicos e de sobrevida

Os dados referentes a histopatologia foram obtidos na revisdo do laudo
anatomo-patologico original e também das laminas contendo os cortes histologicos, e
estdo descritos na Tabela 3. O estadiamento anatomo-patologico dos tumores foi
categorizado de acordo com o sistema TNM da Unido Internacional para Controle do
Cancer (SOBIN e WITTEKIND 2002) e foi avalidvel em 94 casos. Quanto ao nivel
de infiltracdo da parede gastrica (pT), a maioria dos casos avalidveis eram T3
(52,1%) e apenas 6 casos (6,4%) eram T4. O comprometimento linfonodal (pN)
estava presente em 57,5% dos casos (54/93) e 21,3% apresentavam metastases a
distancia (pM). A citologia foi negativa em 39.3% dos casos.

Em relacdo ao tipo histologico, de acordo com a classificacdo de Laurén, 67
tumores foram classificados como tipo difuso (69,1%), 19 (19,6%) como tipo

intestinal e 3 (3,1%) apresentavam tipo misto. Oito (8,2%) adenocarcinomas que ndo
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preencheram os critérios para classificacdo em um ou outro tipo histologico, foram
considerados ndo-classificados. De acordo com a classificagdo da Organizagdo
Mundial de Saude (World Health Organization, WHO), 42,3% dos casos foram
classificados como carcinoma de células em anel de sinete e 41,2% dos casos nido
foram incluidos em nenhuma das categorias.

A invasdo perineural estava presente em 49,5% (47/95) dos casos, 14%
(13/93) dos casos apresentavam invasdo vascular sanguinea e 45,3% (43/95)
apresentavam invasdo linfatica. Cerca de 30% dos casos avalidveis apresentaram
recidiva.

Quanto ao seguimento clinico dos pacientes, 47,9% dos 97 pacientes
avaliados encontravam-se vivos sem doenga até a conclusdao do presente estudo. O

cancer gastrico foi a causa do obito em 44,8% dos casos.
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Tabela 1 - Descrigdo das variaveis clinicas e demografica dos pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma gastrico em idade jovem.

VARIAVEIS N CATEGORIAS N(%)
R M 56 (57,7)
Género 97 F 41 (42.3)
Historia Pessoal g - Nao 36 (52,2)
Patolégica Historia pessoal patologica 69 Sim 33 (47.8)
. Nio 65 (98,5)

HPP Diabetes 66 Sim 1(1,3)
. Nio 85 (95,5)

HPP Obesidade 89 Sim 4(45)
Nio 59 (89,4)

HPP Doenga do Refluxo 66 Sim 7.(10,6)
. Nio 45 (69,2)
HPP Etilismo 65 Sim 20 (30.8)
Historia Familial s e - Nao 66 (78,6)
Neoplisica Historia Familial Neoplasica 84 Sim 18 (21.4)
A L Nio 74 (89,2)

HF Cancer Gastrico 83 Sim 9.(10,8)
A Nio 80 (97,6)

HF Cancer Colorretal 82 Sim 2(2.4)
Nao 80 (97,6)

HF Mama 82 Mama, Sl:lbtlpo nao 2(2.4)

especificado

Nio 75 (91,5)

HF Outros tumores 82 Sim 7(8,5)

. - . ~ . Nio 6 (6,8)
Manlfeftaqoes Manifesta¢des Clinicas 88 Sim 82 (93.2)

Clinicas

Nio 17 (19,5)
Dor 87 Sim 70 (80,5)
. Nio 73 (84,9)
Anemia 86 Sim 13 (15,1)
- Nao 61(77,2)
Vomitos 79 Sim 18 (22.8)
. Nio 76 (89,4)

Obstrugdo 85 Sim 9(10,6)
Nio 75 (88,2)
Sangramento 85 Sim 10 (11.8)
Nao 53 (64,6)
Perda Ponderal 82 Sim <10% 13 (15,9)

Sim >10% 16 (19,5)
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Tabela 2 - Descricdo das varidveis referentes ao estadiamento clinico, tratamento e
morbidade dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico em idade
jovem.

VARIAVEIS N CATEGORIAS N (%)
1 7(17,5)
cT 40 2 20 (50,0)
3 13 (32,5)
negativo 32 (78,0)
oN 4l positivo 9(22,0)
0 45 (91,8)
cM 49 1 4(82)
QT neoadjuvante 2(2,0)
Cirurgia 83 (85,6)
Tratamento inicial 97 QT paliativa 33,1
LE néo terapéutica ou Cirurgia paliativa seguida 9(9.3)
de QT paliativa ’
. . . Curativo 73 (77,7)
Intuito da Cirurgia 94 Paliativo 21 (223)
Gastrectomia total 49 (52,1)
. . . Gastrectomia subtotal 41 (43,6)
Tipo Cirurgia o4 Degastrectomia 33,2
Laparotomia ndo terapéutica 1(1,1)
Nao realizada 2(2,1)
. . D1 9.7
Linfadenectomia 93 D2 69 (74.2)
D3 13 (14,0)
Morbidade 92 Ndo 70(76,1)

Sim 22(23.9)
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Tabela 3 - Descricdo dos dados anatomo-patoldgicos, recidiva e sobrevida dos
pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico em idade jovem.

VARIAVEIS N CATEGORIAS N (%)
1 19 (20,2)
2 20 (21,3)
pT o4 3 49 (52,1
4 6(6,4)
0 40 (42,5)
1 31(33,0)
PN 94 2 18 (19,2)
3 5(5,3)
0 74 (78,7)
pM 94 1 20 (21,3)
Negativa 35(39,3)
. . Positiva 33,4
Citologia 8 Suspeita 2(2,2)
Ignorada 49 (55,1)
Difuso 67 (69,1)
. R . Intestinal 19 (19,6)
Tipo histolégico Laurén 97 Misto 3G.1)
Nao classificado 8(8,2)
Tubular 12 (12,4)
Anel de sinete 41 (42,3)
Tipo histolégico OMS 97 Indiferenciado 1(1,0)
Mucinoso 33,1
Nio classificado 40 (41,2)
1 2(2,7)
Grau histolégico 73 2 12 (16,4)
3 59 (80,9)
~ . Nao 48 (50,5)
Invasio perineural 95 Sim 47 (49.5)
~ . Nao 80 (86,0)
Invaséo vascular sanguinea 93 Sim 13 (14.0)
A Nio 52 (54,7)
Invasio linfatica 95 Sim 43 (453)
Nio 50 (54,9)
Recidiva 91 Sim 27 (29,7)
Ignorado 14 (15,4)
Vivo sem doenga 46 (47,9)
Vivo com doenga 4(4,2)
Status o7 Morto pelo cancer 43 (44.8)

Morto outra causa 3(3,1)
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4.2 ANALISE IMUNISTOQUIMICA

4.2.1 Marcadores do complexo de adesido celular

A freqiliéncia dos casos em relagdo aos padrdes de expressao da E-caderina
pode ser observado na Figura 4. Dentre os 77 casos avalidveis para a expressao deste
marcador, 35 tumores (45,5%) apresentaram expressdo preservada na membrana
celular e 42 (54,5%) apresentaram expressdao alterada do marcador, incluindo

auséncia de expressdo (23,3%) e expressao reduzida (31,2%).

E-caderina

W Auséncia de expressdo

W Expressdo reduzida

Expressdo preservada

Figura 4 - Perfil dos padrdes de expressdo da E-caderina nos adenocarcinomas
gastricos diagnosticados em idade jovem.

Em relagdo a expressao imunoistoquimica de B-catenina (Figura 5), 35 dos 78
casos avaliaveis (44,9%) apresentaram expressao preservada. Dentre os casos com
expressao alterada (55,1%), foram incluidos casos com perda total da expressdo do
marcador (14,1%), casos apresentando marcacdo nuclear independente de outros
compartimentos celulares (24,3%) e casos que apresentaram expressao

citoplasmatica sem expressao nuclear (16,7%).



Resultados 36

B-catenina

16,7% 14,1% W Auséncia de expressdo

W Expresséo nuclear

44,9%

\

Expressdo preservada

W Expressdo citoplasmdtica

Figura S - Perfil dos padrdes de expressao da P-catenina nos adenocarcinomas
gastricos diagnosticados em idade jovem.

Casos representativos das expressoes dos marcadores de adesdao celular

podem ser observados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6 — Representacdo dos padroes de expressio da E-caderina nos
adenocarcinomas  gastricos diagnosticados em idade jovem (x400). A)
Adenocarcinoma gastrico de tipo difuso apresentando perda da expressdo de E-caderina na
membrana celular (—), e a expressdo preservada pode ser observada nas células das
glandulas normais adjacentes (=). B) Adenocarcinoma gastrico de tipo difuso com
expressdo preservada na membrana celular. C) Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal
com perda parcial na membrana celular.

Figura 7 — Representagdo dos padroes de expressio da [-catenina nos
adenocarcinomas gastricos diagnosticados em idade jovem (x400). A) Perda da
expressdo de B-catenina em adenocarcinoma gastrico de tipo difuso (—) comparada com a
expressao preservada na membrana celular em glandulas normais (=). B) Marcagio nuclear
com distribuicdo citoplasmatica da B-catenina em células neoplésicas. C) Adenocarcinoma
gastrico de tipo difuso apresentando expressao preservada de -catenina na membrana.
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4.2.2 Marcadores do sistema de reparo do DNA

Para os marcadores MLH1, PMS2, MSH2 e MSH®6, 24 casos apresentaram
auséncia total de imunorreatividade em todo o corte histoldgico, incluindo as células
ndo-neoplasicas, e conforme critério de exclusdo deste estudo, estes casos ndo foram
considerados avalidveis. Dentre os 73 casos avalidveis, dois casos (2,7%)

apresentaram perda de MSH2 e MSH6 (Figura 8).

Figura 8 - Representacdo da perda de expressio de MSH2 e¢ MSH6 em
adenocarcinoma gastrico diagnosticado em idade jovem.

4.2.3 p53
Para este marcador, 78/97 casos foram considerados avaliaveis. De acordo
com o critério utilizado para a categorizacdo dos resultados, 38 (48,7%) casos
apresentaram marcagao nuclear em <10% das células neoplasicas e 40 casos (51,3%)
apresentaram positividade em porcentagem superior a 10% das células neoplésicas.
A Figura 9 representa a expressao imunoistoquimica da proteina p53 nos

adenocarcinomas gastricos.
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Figura 9 - Representagdo da expressdo da proteina p53 em adenocarcinoma gastrico
de paciente diagnosticado em idade jovem.
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43 ANALISE MOLECULAR

Dos 97 casos de adenocarcinomas gastricos incluidos neste estudo, apenas 18
casos possuiam material congelado disponivel no Banco de Material Biologico. Para
os outros casos, o0 DNA gendmico foi extraido de material embebido em parafina.
Quinze casos foram excluidos da analise molecular por ndo apresentarem qualidade
suficiente do DNA gendomico proveniente de amostras de material embebido em
parafina. Dos 82 casos que foram submetidos a analise molecular para deteccao de
mutagdes no gene TP53, 44 (53,7%) apresentaram DNA com excelente qualidade e
foram submetidos ao seqiienciamento completo. Em 38 casos (46,3%) foi possivel
realizar apenas o seqiienciamento parcial do gene, ou seja, das regides chamadas de
“hotspots™; porém, todos os casos foram submetidos ao seqlienciamento do éxon 10
para detec¢ao da mutagdo no codon 337 (p.R337H).

As mutagdes detectadas nestas amostras incluiram mutagoes descritas tanto
como mutagdes somaticas quanto germinativas no Banco de dados de mutagdes no
gene TP53 do IARC (http://www-p53.iarc.fr/index.html). Treze mutacdes foram
detectadas em onze casos. As mutagdes Silent foram detectadas nos codons 216, 289
¢ 355. As mutagdes missense, incluiram mutac¢des nos codons 175, 274, 301, 365,

380, 385 € 337, como descrito na Tabela 4.
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Tabela 4 — Descricdo das mutacdes no gene TP53 detectadas nas amostras de
adenocarcinomas gastricos diagnosticados em idade jovem.

Quantldzlde de Numero do codon Descricéio gendomica Descricao proteina
mutacoes
3 175 g.12512G>A p.R175H
1 216 g.12717G>A p-V216V
1 274 2.13800G>A p-V2741
1 289 g.13847C>T p.L289L
1 301 g.14570C>T p-P301S
1 337 2.16901G>A p-R337H
1 355 g2.16956T>A p.-A355A
1 365 2.16985A>G p.-H365R
1 380 2.17947C>T p.-H380Y
2 385 2.18651T>C p.F385L

4.3.1 Caracteristicas clinico-patologicas dos casos apresentando muta¢des no
gene TP53.

As caracteristicas clinico-patoldgicas dos casos apresentando mutagdes no
gene TP53 foram resumidas na Tabela 5.

Neste grupo, a idade dos pacientes variou de 12 a 40 anos de idade, sendo 07
do sexo masculino e 04 do sexo feminino. Os antecedentes pessoais patologicos
foram etilismo (2 pacientes) e obesidade (1 paciente) . De acordo com os prontudrios
médicos, dois pacientes apresentaram historia familial de cancer: 1) presenca de
cancer de prostata, utero e colorretal em parentes de primeiro e segundo grau, e 2)
cancer gastrico em parentes de segundo e terceiro grau.

As manifestacdes clinicas descritas no prontuario que foram relatadas por
estes pacientes incluiam dor, vomitos, obstrucdo, sangramento e perda de peso. A
maioria das lesdes estava localizada na regido do antro. Nenhum paciente foi
submetido a quimioterapia neoadjuvante. De acordo com o estadiamento TNM,

predominaram os tumores com maior nivel de infiltracdo (pT), comprometimento
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linfonodal (pN) e metastases a distancia (pM). A maioria dos tumores foi classificada
como sendo de tipo difuso de Laurén (7/11), predominantemente pouco
diferenciados ou indiferenciados, apresentando invasdo perineural (IPN) e invasdo
vascular linfatica (IVL). Em seis destes pacientes, o cancer gastrico foi a causa do

obito.

Tabela 5 - Caracteristicas clinico-patologicas dos casos apresentando mutagdes no
gene TP53.

Antecedentes | Historia

TP53 Manifestagdes Local | QT |p|p pM1 Classificagio

P

GOY| ‘muy |Soxo|Kede .. pesscais | tamiliss Clinicas lesdo |NEO |T [N [M | Local Lauren  |POFau|PIPN | pIVS | pIVL | Status
colorretal, d rda d

7 | A355A |mas | 35 etilismo préstala e °"p?ﬂ%%?”5° corpo | no [1|0 |0 difuso 3 | néio | nfo | ndo | vSD
utero

dor, perda de peso

45 | H3G65R | mas | 34 (<10%) ndo |21 (0 ndo classificivel | 3 ndo | ndo | ndo | MPC
21 H380Y | mas | 32 obesidade dor corpo | ndo |3 |2 | 1 | Periténio difuso 3 sim | ndo sim | MPC
61 F385L |mas | 31 elilismo dor antro | ndo (2|0 |0 intestinal 1 sim | ndo | ndo | MPC
4 R175H | mas | 19 vomitos, obstrugdo | cardia | nao |2 |1 [0 intestinal 3 sim | sim | sim | VSD
18 | R175H | mas [ 36 finite | ndo | 3|3 | 1 | Peritdnio difuso 3 sim | sim | sim | MPC
89 RA7T5H ferm 40 estdmage linite ndo 3|30 difusa 3 sim | ndo ndo | MPC
a ‘gy;t fem | 33 dor corpo | ndo |2]0 0 difuso 2 | ndo | ndo | n2e | vsD

dor, vdmitos, perda

8 vaT4l fem | 36 de peso (<10%) finite | ndo |3 |1 | 1 | Figade difuso 3 sim | nfio | sim | VCD
51 | LzsoL | fem | 37 dor, vomitos, perda | .o | nao [1]0 |0 difuso 3 | ndo | ndo | nde | vsD
de peso (>10%)
PI01S dor, vémitos,
7 ;| mas [ 12 obstrucdo, perda de| cardia | ndo (4|2 | 1 intestinal 2 sim | ndo | sim | MPC
R337H
peso (>10%)

MUT = muta¢go; QT neo= quimioterapia neoadjuvante; pT = nivel de infiltragdo; pN = metastases em
linfonodos; pM= metastases a distancia; pIPN = invasdo perineural; pIVS= invasdo vascular
sanguinea; pIVL= invasdo vascular linfatica; VSD = vivo sem doenga; MPC = morte pelo céncer;
VCD= vivo com doenga
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4.3.2 Relato de caso: Presenca da mutacio p.R337H no gene TP53 em

carcinoma gastrico de paciente de 12 anos.

Relatamos o caso de um dos pacientes, M.G.P, sexo masculino, 12 anos, com
diagnostico de cancer gastrico metastatico. O estadio do tumor, de acordo com o
prontuario médico era TAN2MI1.

De acordo com o estudo imunoistoquimico, nenhuma alteragao foi observada
nas amostras tumorais para os marcadores relacionados a adesdo celular (E-caderina
e P-catenina) ou aos genes de reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSH6 ¢ PMS2).
Porém, as amostras apresentaram marcagao nuclear para p53. A partir deste
resultado, o DNA gendmico extraido das amostras foi submetido a analise molecular
para detec¢do de mutacdes no gene TP53. Foi detectada a presenca da mutagdo
p-R337H no gene TP53 (ACHATZ et al. 2007; PALMERO et al. 2008) e do
haplétipo caracterizado pelo alelo T do SNP28 (rs9894946) (GARRITANO 2010). O
perfil de tumores nas familias que apresentam a mutagao p.R337H ¢ similar ao perfil
apresentado pelas familias Li-Fraumeni (LFS) ou Li-Fraumeni-like (LFL).

Assim, a historia familial mais detalhada foi obtida através de entrevista com
mie ¢ um dos irmdos do probando, que compareceram ao Departamento de
Oncogenética do Hospital AC Camargo apds serem convocados para
aconselhamento genético. O teste genético para detec¢do da p.R337H foi oferecido
aos familiares de 1° grau para verificar a ocorréncia da alteragdo em outros membros
da familia. Apds assinatura do consentimento informado, amostra de sangue dos trés
familiares foi coletada. A mutacdo p.R337H e o SNP28 ndo foram detectados nas
amostras da mae e do irmao do probando. Porém, a amostra paterna apresentou tanto

a mutacdo p.R337H quanto o haplétipo mutante, confirmando que o pai € portador
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assintomatico da Sindrome de Li-Fraumeni. A detec¢do da mutagdo p.R337H em um
paciente de 12 anos de idade com céancer gastrico foi descrito e submetido a

publicacdo (Anexo 5).

44 ASSOCIACOES ENTRE AS VARIAVEIS CLINICO-

PATOLOGICAS E EXPRESSAO DOS MARCADORES

No presente estudo, ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre
as variaveis estudadas como: presenca de mutacdes no gene TP53, historia pessoal
patologica, historia familial neoplédsica, profundidade da invasdao (pT),
comprometimento linfonodal (pN), metdstase a distdncia (pM), citologia, tipo
histoloégico de acordo com a classificacdo de Laurén e da OMS e invasdo vascular
sanguinea (IVS) (p>0,05 para todas associagdes. Estes dados ndo foram descritos em
tabelas).

Quanto a expressdo imunoistoquimica das proteinas nas amostras de
adenocarcinomas gastricos, foi observada a associacdo estatisticamente significativa
entre a expressdo da E-caderina e da B-catenina (p<0,001), e entre a expressao de p53
com a presenga de invasdo perineural (p=0,005), como demonstrado nas Tabelas 6 e
7, respectivamente.

Como descrito previamente em Material e Métodos, para fins estatisticos, a
expressdo imunoistoquimica da E-caderina e da B-catenina foi categorizada em (1)

expressao preservada na membrana celular e (2) expressdo alterada.
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Tabela 6 - Associagdo entre a expressao imunoistoquimica da E-caderina e da [-
catenina nos adenocarcinomas gastricos diagnosticados em idade jovem.

E-caderina
Expressao Expressao —valor
alterada preservada P
Expressdo
p-catenina all‘?erada 38 (90,5%) > (14,3%) 0.001
~ < 2
Expressdo 4 (9,5%) 30 (85,7%)
preservada

Como observado na Tabela 6, a alteragdao na expressao da E-caderina ocorreu
predominantemente em casos que também apresentaram alteragdo na expressao da -
catenina. Dentre os 42 casos que apresentaram alteragdo na expressao da E-caderina,
38 (90,5%) também apresentaram expressao alterada da P-catenina. Desses 38 casos
com expressdo alterada de PB-catenina, 15 (39,5%) apresentaram marcacdo nuclear
(dado ndo demonstrado nesta tabela).

A associacdo entre a expressao da proteina p53 e a presenga de invasdo
perineural nos adenocarcinomas gastricos esta descrita na Tabela 7. A presenga de
invasao perineural foi mais freqiiente nos casos onde havia expressao nuclear de p53

em maior quantidade de células (>10%) (p=0,005).

Tabela 7 - Associacdo entre a expressdo imunoistoquimica da proteina p53 ¢ a
presenga de invasdo perineural nos adenocarcinomas géstricos diagnosticados em
idade jovem.

p53
<10% >10% p-valor
Invasio Nao 24 (64,9%) 12 (30,8%)

perineural Sim 13 (35,1%) 27 (69.2%)

0,005
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4.4.1 Associacao entre a analise imunoistoquimica dos marcadores e a analise
molecular do gene TP53 pelo seqiienciamento direto nos adenocarcinomas
gastricos

Os resultados das associacdes entre a expressdo imunoistoquimica dos
marcadores e analise molecular do gene TP53 estdo descritas na Tabela 8. Nenhuma
das associagdes foi estatisticamente significativa (p>0,05), porém foi observado que
dentre os casos que apresentaram mutagdes no gene TP53, 72,7% apresentavam
expressdo alterada de E-caderina e 54,7% apresentaram expressdo alterada da f-
catenina. Em relacdo a expressdo alterada da [-catenina, 5/6 (83,4%) casos
apresentaram marcac¢ao nuclear do marcador. A compara¢do dos dados referentes a
expressdo imunoistoquimica da proteina p53 e a andlise molecular do gene TP53
pelo método do seqiienciamento direto mostrou que 72,7% dos casos com mutagdes
no gene TP53, também apresentaram marcagdo nuclear da proteina p53 em

quantidade superior a 10% das células neoplasicas.
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Tabela 8 - Associacdo entre a expressao imunoistoquimica dos marcadores e analise
molecular do gene TP53 pelo seqlienciamento direto nos adenocarcinomas gastricos
diagnosticados em idade jovem.

SEQUENCIA DO GENE TP53

. WT MUT
VARIAVEIS N CATEGORIAS p-valor

n (%) n (%)
Expressdo alterada 29 (49,2) 8(72,7)

E-caderina 70 0,19
Expressdo preservada 30 (50,8) 3(27,3)
Expressdo alterada 32 (53,3) 6 (54,5)

[-catenina. 71 1,00
Expressdo preservada 28 (46,7) 5(45,9)
<10% 30 (50%) 3(27,3)

p53 71 0,20
>10% 30 (50%) 8 (72,7)

4.5 ANALISE DE SOBREVIDA DOS PACIENTES

4.5.1 Sobrevida global (SG)

O seguimento clinico dos pacientes para a analise de sobrevida global (SG)
foi considerado a partir da data do tratamento inicial até a data do 6bito ou da ultima
consulta, dentro do periodo do presente estudo. Neste periodo, 50 pacientes estavam
vivos e 46 morreram, sendo que destas 46 mortes, 93,5% foram causadas por cancer
e apenas 3 (6,5%) foram por outras causas. O periodo de seguimento clinico variou
de 6 dias a 307 meses (média de 63 meses).

A andlise da sobrevida global em cinco (60 meses) e dez anos (120 meses)

dos pacientes com adenocarcinoma gastrico diagnosticado em idade jovem foi
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calculada para as variaveis clinico-patologicas (Tabelas 9 e 10) e expressdo dos

marcadores (Tabelas 11).

4.5.2 Sobrevida global em relagao as variaveis clinico-patoldégicas e expressiao
dos marcadores

Como descrito na Tabela 9, a SG dos pacientes nao diferiu em relagdo a
presenga de mutacdes no gene TP53 (p=0,84), género (p=0,49), histéria pessoal
patolégica (p=0,50), historia familial neoplésica (p=0,95) e a presenca de
manifestagdes clinicas (p=0,38). Pacientes submetidos a gastrectomia subtotal
apresentaram melhores taxas de sobrevida em 10 anos (53,3%). Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p=0,003). Pacientes submetidos a linfadenectomia D2
apresentaram melhores taxas de sobrevida tanto em dez anos (p<0,001). Os pacientes
que tiveram tratamento adjuvante apresentaram menores taxas de sobrevida em dez
anos (p=0,01).

A Tabela 10 descreve os dados de SG dos pacientes em relagdo aos dados
patologicos. As variaveis pT , pN e pM foram significativas no calculo da SG,
diminuindo a probabilidade de sobrevida dos pacientes proporcionalmente: 1) ao
aumento do nivel de infiltragdo do adenocarcinoma gastrico, 2) ao nimero de
linfonodos comprometidos e 3) a presenca de metastases a distancia (p< 0.001).

As classificagdes histologicas de Laurén e da OMS ndo mostraram
associagdes significativas na andlise univariada em relagdo a sobrevida global dos
pacientes. Observamos associagdes estatisticamente significativas das analises entre
a SG dos pacientes e as variaveis invasdo perineural (p<0,001) e invasdo vascular

linfatica (p=0,001). As varidveis grau histologico (p=0,60) e invasdo vascular
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sanguinea (p=0,54) ndo mostraram associacdes significativas na andlise univariada
em relacdo a sobrevida global em dez anos dos pacientes.

As expressdoes dos marcadores E-caderina (p=0,24), B-catenina (p=0,73) e
p53 (p=0,79) ndo mostraram associagdo significante com a taxa de SG dos pacientes
(Tabela 11).

Para as varidveis significativas nas andlises de sobrevida global, as curvas de

sobrevida estdo representadas nas Figuras de 10 a 17.



Resultados 50

Tabela 9 - Sobrevida global dos pacientes em relagdo as variaveis clinicas e
mutacoes no gene TP53.

Sobrevida Global (%)

Variavel N Categoria 5 anos (%) 10 anos (%) p-valor
Mutagdes gene 68 WT 56,6 48,3
0,84
TP53 10 MUT 70,0 46,7
R 53 M 54,8 39,2
Género 40 F 573 53.9 0,49
Historia pessoal 33 Nio 63,9 53,9 0.50
patologica 32 Sim 71,9 60,4 ’
Historia familial 63 Niéo 59,2 52,9 0.95
neoplasica 18 Sim 62,7 448 ’
Manifesta¢des 6 Nio 83,3 83,3 0.38
clinicas 79 Sim 58,1 473 ’
49 Gastrectomia total 48,7 41,8
40 Gastrectomia subtotal 63,0 53,3
Tipo cirurgia 3 Degastrectomia 66,7 0,0 0,003
1 LaparotoAmlla nao 0.0 0.0
terapCutica
2 Naio realizada 0,0 0,0
9 Dl 14,8 14,8
Linf: tomi ’ ’ <
infadenectomia 68 D2 66.9 533 0,001
13 D3 38,5 38,5
52 Na 75,5 66,9
Adjuvncia a0 . : 0,01

27 Sim 46,6 23,2
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Tabela 10 - Sobrevida global dos pacientes em relagdo as varidveis clinico-

patologicas.
Sobrevida Global (%)
. . 5 anos 10 anos
Variavel n Categoria (%) (%) p-valor
19 1 100,0 100,0
20 2 84,1 58,9
T ’ ’ <0,001
P 48 3 33,8 25,8 ’
5 4 0,0 0,0
40 0 86,2 77,5
30 1 55,1 35,7
PN 17 2 7.1 0,0 <0,001
5 3 0,0 0,0
73 0 69,9 57,0
pM 19 1 6,1 6,1 <0,001
64 Difuso 51,7 46,1
Classificagio 18 Intestinal 70,8 49,6 0.75
histoldgica Laurén 3 Misto 33,3 33,3 >
8 Naio classificado 62,5 41,7
11 Tubular 60,6 45,5
Classificacs 39 Células em anel de sinete 74,2 59,3
assificacdo .
histologica OMS 3 Mucinoso 66,7 66,7 0,07
Outros 50,0 50,0
37 Naio-classificados 36,7 29,3
2 1 0,0 0,0
Grau histolégico 11 2 72,7 62,3 0,60
58 3 50,5 44.6
47 Nio 77,3 67,7
~ . b b <
Invas@o perineural 46 Sim 36.5 26.7 0,001
Invasdo vascular 78 Nao 58,3 47,6 0.54
sanguinea 13 Sim 46,2 38,5 ’
52 Nio 72,8 61,3
I do linfati ’ ’
nvasao linfatica 41 Sim 35.9 28 0,001
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Tabela 11 - Sobrevida global dos
imunoistoquimica dos marcadores.

pacientes

em relacdo a expressao

Sobrevida Global (%)
Variavel n Categoria 5 anos (%) 10 anos (%) p-valor
E-caderina 42 Expres~sa0 alterada 60,9 50,7 0,24
31 Expressao preservada 45,1 37,6
. 42 Expressao alterada 55,8 42,5
p-catenina 32 Expressao preservada 53,8 53,8 0,73
36 <10% 60,2 41,5
p33 38 >10% 44,9 40,9 0,79
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Figura 10 — Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma gastrico

diagnosticado em idade jovem em relagdo ao tipo de cirurgia.
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Figura 11 — Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma gastrico

diagnosticado em idade jovem em relagdo a linfadenectomia.
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Figura 12 — Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma gastrico

diagnosticado em idade jovem em ao relagdo ao tratamento adjuvante.
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diagnosticado em idade jovem em relagdao a pM.
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Figura 16 — Sobrevida global dos pacientes com adenocarcinoma gastrico

diagnosticado em idade jovem em relagdo a invasao perineural.
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Figura 17 — Sobrevida global dos pacientes adenocarcinoma gastrico diagnosticado
em idade jovem em relacdo a invasao linfatica.
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4.5.3 Analise Multivariada
Na anélise multivariada, as varidveis identificadas como fatores de risco para
obito foram pT (p=0,015) e pN (0,008), pelo modelo de Cox ajustado pela idade.

Estes dados foram apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Fatores de risco para 6bito em 5 anos de acordo com o modelo de riscos
proporcionais de Cox. Modelo ajustado compulsoriamente pela idade.

VARIAVEL CATEGORIAS N HR (*) 1C95% (HR)  p-valor
pT pT1 + pT2 39 1,0 Referéncia
pT3 +pT4 53 3,6 1,3-89 0,015
pN Negativo 40 1,0 Referéncia
Positivo 52 3,3 1,4-8,0 0,008
Idade (variavel continua) 92 1,01 09-1,1 0,790

(*) Total de casos considerados na analise = 92. Numero de eventos = 42.

Como observado na Tabela 12, no modelo de Cox ajustado pela idade, apenas
as variaveis relacionadas ao estadiamento permaneceram como fator de risco para
obito. Os pacientes apresentando adenocarcinoma gastrico com maior nivel de
infiltracao (pT3 e pT4) apresentaram risco de 6bito aumentado (3,6x) comparado aos
pacientes com tumores com menor pT (pT1 e pT2) (p=0,015). O comprometimento

linfonodal (pN) também aumenta o risco de 6bito (3,3x) (p=0,008).
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5 DISCUSSAO

O cancer géstrico ¢ uma das principais causas de 6bito por cancer no mundo e
no Brasil ¢ uma das neoplasias com maior incidéncia. Apesar dos avangos nos
métodos diagnosticos, técnicas cirirgicas e terapias adjuvantes, a sobrevida dos
pacientes permanece abaixo da satisfatdria.

O adenocarcinoma gastrico representa cerca de 90% das neoplasias gastricas
e ocorre predominantemente em pacientes em idade mais avancada (FUJIMOTO et
al. 1994). O desenvolvimento desta neoplasia parece resultar de uma combinagdo de
fatores ambientais e o acimulo de alteracdes genéticas especificas devido ao
aumento da instabilidade genética (MILNE et al. 2006). Além disso, apresenta um
prognostico dependente de varidveis ligadas ao paciente, ao tratamento e a biologia
do tumor (WERNER et al. 2001; ALLGAYER 2003; LEE et al. 2003).

Dois a quinze por cento dos pacientes diagnosticados com cancer gastrico tém
idade inferior a 45 anos, sendo que esses casos sdo definidos como cancer gastrico
em idade jovem (CARVALHO et al. 2004; MILNE et al. 2006; LLANOS et al.
2006; SANTORO et al. 2007). De acordo com estudos recentes, esses pacientes
parecem desenvolver carcinomas gastricos com um perfil genético molecular
diferente do perfil dos tumores esporadicos apresentados por pacientes em idade
mais avangada (LAUREN 1965; CARVALHO et al. 2004; MILNE et al. 2006;
BUFFART et al. 2007). Em pacientes jovens, o papel das alteracdes genéticas ¢é
maior que em pacientes com idade mais avancada, e com menor impacto dos

carcindgenos ambientais (MILNE et al. 2009).
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Muitos estudos tém avaliado as caracteristicas epidemioldgicas e clinico-
patologicas, incluindo fatores de risco, em pacientes mais velhos. Entretanto, ndo ha
muitos estudos sobre o cancer gastrico em pacientes jovens e sobretudo, as
casuisticas apresentadas sdo pequenas, dificultando as andlises e conclusdes mais
consistentes. Os resultados apresentados por esses estudos sdo muito variaveis , o
que poderia ser devido a um bias ou ao baixo poder estatistico (FUIIMOTO et al.
1994; THEUER et al. 1996; MEDINA-FRANCO et al. 2000; CARVALHO et al.
2004; MILNE et al. 2006; LLANOS et al. 2006; SANTORO et al. 2007; ALSTON et
al. 2008).

Recentemente, um grupo avaliou dados epidemioldgicos e fatores de risco em
3.242 pacientes com cancer gastrico com idade de 18 a 45 anos (CHUNG et al.
2010). De acordo com os resultados apresentados, os fatores hormonais (associados
com fatores reprodutivos) apresentaram maior associacdo com a carcinogénese
gastrica em mulheres, enquanto que nos pacientes homens houve maior associagdo
com os fatores ambientais.

Ainda ha controvérsias a respeito da carcinogénese géstrica em pacientes com
idade jovem. Estudos comparativos tém demonstrado que pacientes jovens
apresentam doeng¢a mais agressiva € um prognostico mais pobre (LAUREN 1965;
TSO et al. 1987), além da freqiiéncia elevada de tumores maiores, mais infiltrativos e
lesdes menos diferenciadas neste grupo de pacientes (TSO et al. 1987; MAEHARA
et al. 1996; RUGGE et al. 2000). Muitos estudos tém relatado que as caracteristicas
clinico-patologicas e bioldgicas predominantes em pacientes jovens com cancer
gastrico sdo: género feminino, tumores com localizagdo proximal, infiltrativos, de

crescimento difuso; freqiiéncias elevadas de tumores de tipo histologico
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indiferenciado, diagnostico tardio, rapida progressdo, comprometimento linfonodal
freqiiente e um prognodstico pobre (NAKAMURA et al. 1999; EGUCHI et al. 1999;
LIM et al. 2003; KIM et al. 2003)

Um estudo retrospectivo publicado pelo nosso grupo avaliou uma série de
pacientes com adenocarcinoma gastrico, dividida em dois grupos (<40 anos e >40
anos) com o objetivo de comparar as caracteristicas clinico-patologicas, a expressao
de marcadores relacionados a adesdo celular e diferenciagdo, e sobrevida global
apresentadas pelos dois grupos. Os resultados mostraram diferencas significativas
entre os grupos em relagdo aos parametros avaliados. Embora o grupo de pacientes
jovens tenha apresentado maior freqiiéncia de tumores gastricos de tipo difuso, foi
observada uma menor freqiiéncia de alteracdes na expressdo dos marcadores
bioldgicos relacionados a adesdo celular e diferenciacdo gastrica. Além disso, estes
pacientes apresentaram melhores taxas de sobrevida global. Esses resultados
corroboram a hipdtese de que os pacientes jovens desenvolvem carcinomas por vias
genéticas distintas em comparacdo ao pacientes com tumores gastrico em idade mais
avancada (SILVA et al. 2008) (Anexol).

Com base nos resultados apresentados neste estudo, procuramos ampliar a
casuistica de 62 pacientes com idade <40 anos, incluindo pacientes admitidos no
Hospital AC Camargo com diagnostico de adenocarcinoma gastrico em idade abaixo
de 50 anos. Um levantamento na literatura incluindo vinte e trés estudos que
avaliaram o céncer gastrico em pacientes jovens, mostrou que 74% destes estudos
consideraram a idade de corte abaixo ou igual a 40 anos, enquanto que os outros 26%
consideraram a idade até 45-50 anos. Esses resultados mostram que a escolha da

idade de corte nos diferentes estudos parece ser arbitraria, variando bastante nas
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diferentes publicagdes (KOEA et al. 2000; KIM et al. 2003; CARVALHO et al.
2004; BACANI et al. 2005; MILNE et al. 2006, BUFFART et al. 2007;
HIRAHASHI et al. 2007; SANTORO et al. 2007; CHUNG et al. 2010). No presente
estudo, foi considerada a idade de 50 anos, também utilizada nos critérios para
manejo dos pacientes com HDCG (PARK et al. 2000; BROOKS-WILSON et al.
2004).

Como previamente descrito na secdo de Material e Métodos, a casuistica
inicial contou com 181 pacientes e, considerando os critérios de inclusdo/exclusdo,
97 pacientes foram incluidos no presente estudo. A idade média destes pacientes foi
de 35,9+7,1 e mediana de 36 anos.

As caracteristicas clinico-patoldgicas apresentadas nesta casuistica, incluiram
um predominio de pacientes do género masculino (57,7%) e maior freqiiéncia de
lesdes localizadas em regido de corpo e antro, consistente com outros estudos (TSO
et al. 1987, NAKAMURA et al. 1999; YOKOTA et al. 1999; RAMOS-DE LA
MEDINA et al. 2004).

Os sintomas do cancer gastrico em sua fase precoce podem ser vagos e
inespecificos, semelhantes aos sintomas relacionados a gastrite e ulceras no
estomago. Por este motivo, na maioria dos casos o diagnodstico do tumor ¢ tardio,
quando o tumor ja apresenta estadio avancado. Dentre os principais sintomas
relatados pelos pacientes, os mais freqiientes foram dor epigastrica e/ou abdominal
(80,5%), perda de peso (35,4%) e vOmitos (22,8%). O papel dos sintomas no
diagnodstico e prognostico do cancer géstrico tem sido relatado em vérios estudos,

incluindo o papel como fator progndstico (SANCHEZ-BUENO et al. 1998;
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MACONI et al. 2003; STEPHENS et al. 2005; BOWREY et al. 2006; COSTA et al.
2006).

Segundo alguns autores, o progndstico dos pacientes ¢ pobre devido ao
diagnostico tardio, refletindo no estadiamento avangado do tumor ao diagndstico;
embora alguns autores mostrem que essa demora ndo interfere na sobrevida do
paciente (WINDHAM et al. 2002). Trabalhos publicados recentemente mostraram
similaridade no prognostico entre pacientes jovens e idosos, desde que a doenga seja
diagnosticada na fase inicial (KATALI et al. 1996; THEUER et al. 1996; EGUCHI et
al. 1999; KATH et al. 2000; SMITH et al. 2009).

Nossa série mostrou uma prevaléncia de tumores infiltrativos, indiferenciados
e presenca de metastases linfonodais, assim como o predominio de tumores do tipo
difuso (Laurén) e de células em anel de sinete (OMS), consistente com outros
estudos (TSO et al. 1987; THEUER et al. 1996; KATH et al. 2000; RUGGE et al.
2000; KOKKOLA et al. 2001; LIM et al. 2003; KIM et al. 2005).

Quanto ao estadiamento, as varidveis pT e pN mostraram um impacto
significativo no célculo da sobrevida global (p<0,0001). Como esperado, essas
variaveis permaneceram como fatores prognosticos independentes para os pacientes
com cancer gastrico diagnosticado em idade jovem, pelo modelo de Cox ajustado
pela idade, aumentando o risco de 6bito proporcionalmente ao nivel de invasdo do
tumor e comprometimento linfonodal (p=0,0015 e p=0,008, respectivamente).

Os estudos relacionados a determinagdo das vias de disseminacao do
adenocarcinoma gastrico demonstram que a via linfatica ¢ significativamente mais
prevalente do que a hematogénica, de modo que, mesmo lesdes definidas como

precoces, apresentam indices de comprometimento linfonodal que variam de 0-25%
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(SASAKO et al. 2000; SASAKO 2003). Consistente com esses dados, a presenca de
invasdo vascular sanguinea foi observada em um pequeno numero de casos (14%),
em relacdo a discreta diferenca observada para presenca de invasdo perineural e
invasdo vascular linfatica (49,5 e 45,3%, respectivamente). A presenca de invasdo
perineural e linfatica apresentou associacdo significativa com a sobrevida global
desses pacientes (p<0,001 e p=0,001, respectivamente), embora na andlise
multivariada, estes fatores ndo tenham permanecido como fatores prognoésticos
independentes.

Em relacdo a sobrevida global, estudos relatam que pacientes jovens
apresentam sobrevida global significantemente mais pobre em comparacdo aos
pacientes com idade mais avancada (TSO et al. 1987; THEUER et al. 1996; LIM et
al. 2003). Este fato parece estar mais associado ao estadio avangado e
indiferenciacdo histolégica dos tumores ao diagndstico, do que a idade jovem. De
fato, a idade tem sido muito estudada como fator prognodstico (ISHIGAMI et al.
1999; NAKAMURA et al. 1999; EGUCHI et al. 1999; KATALI et al. 2004), porém os
resultados ndo sdo consistentes.

Um estudo comparou o prognostico do cancer gastrico em relagdo a idade e
estadio, e relatou melhor prognostico para o cancer precoce em pacientes jovens em
relacdo aos pacientes mais velhos, embora o prognostico de tumores avangados em
pacientes jovens tenha sido pior em relagdo ao outro grupo. De acordo com os
autores, os resultados indicavam que os pacientes jovens com cancer gastrico
precoce toleravam melhor o tratamento radical, entretanto enfatizavam a
agressividade das lesdes em pacientes com tumores com estadios avangados

(NAKAMURA et al. 1999).
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Em relagdo ao tratamento, neste estudo predominaram o tratamento cirirgico
com finalidade curativa e a linfadenectomia do tipo D2. Dos pacientes avaliados,
85,6% dos pacientes foram submetidos ao tratamento cirtirgico, sendo que em 77,7%
o intuito foi curativo. Melhores taxas de sobrevida global foram atribuidas aos
pacientes submetidos a gastrectomia subtotal (p=0,003). A linfadenectomia D2 foi
realizada em 74,2% dos casos, sendo que esses pacientes apresentaram melhores
taxas de sobrevida global (66,9% em 5 anos e 53,3% em 10 anos) (p<0,001). De
acordo com os dados da literatura, a resseccdo cirrgica associada a linfadenectomia
D2 permanece como a op¢ao de tratamento mais eficiente, proporcionando melhores
taxas de sobrevida aos pacientes (SIEWERT et al. 1993; SIEWERT et al. 1996;
RAMACCIATO et al. 2000; ROVIELLO et al. 2002). A alta incidéncia do cancer
gastrico na populagdo brasileira e a diferenca nos resultados do tratamento desta
neoplasia, além do estadio da doenca ao diagnostico, justificam os esforcos para a
detecgdo precoce e o rastreamento na populacdo considerada de risco para a doenga.

A freqiiéncia de cancer gastrico hereditdrio em pacientes jovens tem sido bem
documentada na literatura. Aproximadamente 10-19% dos pacientes jovens com
cancer gastrico apresentam historia familial de cancer gastrico (MEDINA-FRANCO
et al. 2000; KOEA et al. 2000; KOKKOLA et al. 2001; RAMOS-DE LA MEDINA
et al. 2004). Nesta casuistica, 21,4% dos pacientes apresentaram historia familial
positiva, sendo que 10,8% destes casos relataram a ocorréncia de cancer gastrico em
familiares. Tumores em outros sitios como célon, mama, prostata, rins, 0sso, Utero,
ovario e bexiga, também foram mencionados.

Uma alta freqliéncia de pacientes jovens com historia familial sugere a

possibilidade de identificar uma populacdo de alto risco, assim como portadores de
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sindromes através do rastreamento de pacientes (KOEA et al. 2000), e tal historia
pode ter impacto na sobrevida (MEDINA-FRANCO et al. 2000). Estudos sugerem
que aproximadamente 5-10% dos casos de cancer gastrico apresentam historia
familial, o que atribui grandes implica¢des para as familias afetadas. A agregagdo
familial ¢ mais comum no cancer gastrico de tipo difuso comparado ao tipo
intestinal, atribuindo um risco aumentado de desenvolvimento do tumor de 7.0 vezes
para familiares de pacientes com cancer gastrico difuso comparado a 1.4 vezes para
familiares de pacientes com cancer tipo intestinal (LEHTOLA 1978). Um estudo
recente relatou que 7.8% dos pacientes tinham histdria familial de cancer gastrico, e
essa historia estava associada com o cancer gastrico em homens e com os casos de
estadio mais avancados (CHUNG et al. 2010).

Em virtude de controvérsias em relacdo a relevancia dos parametros clinicos e
histopatologicos relacionados ao comportamento bioldgico e prognostico do cancer
gastrico, muitos estudos tém sido elaborados com intuito de identificar
biomarcadores que possam fornecer informag¢des importantes quanto a estes
aspectos. A andlise das alteracdes biologicas associadas a patogénese desta doenca
tem auxiliado na identificacdo desses biomarcadores (GABBERT et al. 1996;
RAMESH et al. 1999; KOEA et al. 2000; TANAKA et al. 2002; EBERT et al. 2003;
OLIVEIRA et al. 2004; LO et al. 2010)

O papel das proteinas E-caderina e B-catenina no complexo de adesdo celular
tem sido amplamente estudado na carcinogénese gastrica. As alteragdes neste
complexo tém sido relacionadas ao fendtipo difuso no cancer gastrico, enquanto que
o modelo de multiplas etapas da carcinogénese gastrica, envolvendo fatores

ambientais, pode ser o precursor no fen6tipo intestinal.
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Mutagdes germinativas no gene CDH1 tém sido associadas a perda da fungao
da E-caderina e a ocorréncia do cancer gastrico difuso hereditario (HDGC)
(SURIANO et al. 2003). Embora a mutacdo no gene CDH1 esteja presente em uma
pequena porcentagem de casos, a presencga dessas mutagdes traz grande impacto nas
familias afetadas (GUILFORD et al. 1998). Segundo estimativas, muta¢des no gene
CDHL1 sao causais em pelo menos 30% dos casos de HDGC, e a penetrancia dessas
mutagoes varia de 75-85% (PHAROAH et al. 2001). As mutagdes no gene CDH1
tém sido associadas com um progndstico pobre e com uma taxa de sobrevida em 5
anos de 10% (CONCOLINO et al. 2004).

Estudos tém demonstrado que aproximadamente 90% dos casos de cancer
gastrico apresentam alteracdes em pelo menos um dos componentes do complexo de
adesdo célula-célula (JAWHARI et al. 1997; RAMESH et al. 1999), o que reflete
diretamente na correlacdo entre a perda da adesdo celular caracteristica da histologia
dos tumores gastricos difusos. A correlagdo significante da expressdo da E-caderina
com o tipo histologico, mais especificamente, a perda de expressao da E-caderina no
cancer gastrico de tipo difuso, tem sido observada em diversos estudos (GABBERT
etal. 1996; JAWHARI et al. 1997; JOO et al. 2002; SILVA et al. 2008).

Quanto a freqiiéncia destas alteracdes em relagdo a idade dos pacientes, os
resultados tém sido controversos. Apesar da elevada freqiiéncia de tumores do tipo
difuso em pacientes jovens, estas alteracdes no complexo de adesdo celular ndo sdo
significantes na carcinogénese do cancer gastrico em pacientes jovens. Ao invés
disso, a comparacdo entre dois grupos de pacientes divididos de acordo com a idade,
mostrou uma maior taxa de alteracdes no complexo caderina-catenina no grupo de

pacientes mais velhos (74.9% vs 57.4% no grupo mais jovem) (SILVA et al. 2008).
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Este resultado foi confirmado por uma andlise estatistica adicional (ndo demonstrada
neste estudo) mostrando que a associagdo da expressio da E-caderina e a
classificagdo histoldgica de Laurén foi significante apenas para o grupo de pacientes
mais velhos (P<0,001).

Em nossa casuistica, houve um discreto predominio na freqiiéncia de casos
apresentando expressdo alterada de E-caderina (54,5%) em relacdo a freqliéncia de
casos com expressdo preservada na membrana celular (45,5%). O mesmo padrao foi
observado para a B-catenina (55,1% vs 44,9%, respectivamente). Além disso, houve
uma associagdo significativa entre o padrdo de expressdo desses dois marcadores
(p<0,001). Este fato corrobora a importancia da estabilidade das duas proteinas no
complexo de adesdo celular. Uma vez alterada a funcionalidade de um dos
componentes do complexo, ocorre perda da adesdo celular mediada pela caderina, o
que pode potencializar o processo neoplasico (TAKEICHI 1991; BIRCHMEIER et
al. 1994; BEHRENS et al. 1996).

Com base nos resultados obtidos na tese de mestrado (SILVA 2005) e nos
resultados publicados posteriormente pelo nosso grupo (SILVA et al. 2008),
concluimos que a carcinogénese géstrica em nossa casuistica, ndo deve ser atribuida
apenas as alteracdes na expressdo dessas proteinas, como indicada pela
imunoistoquimica. Como amplamente discutido, a carcinogénese gastrica em
pacientes jovens pode ser desencadeada por outras alteracdes, em adicdo as
alteracdes investigadas. Assim, a etapa seguinte ao estudo comparativo, envolveu a
andlise de um grupo especifico de pacientes, para melhor compreensdo da

importancia da expressdo destas proteinas na carcinogénese gastrica em pacientes
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jovens (idade <50 anos). Para tal, a casuistica foi ampliada, assim como o painel de
marcadores a ser avaliados pela imunoistoquimica.

Embora na andlise inicial os marcadores de adesdo ndo tenham apresentado
associacdo com prognostico e sobrevida no grupo de pacientes jovens diagnosticados
com cancer gastrico em idade jovem, € importante ressaltar a relevancia da
identificacdo de alteracdes nestes marcadores como possivel método de rastreamento
em pacientes jovens com historia familial de cancer gastrico. Assim, estes
marcadores foram mantidos e outros parametros importantes foram considerados
nesta extensao do estudo.

Nas etapas iniciais do estudo, ndo foram considerados os dados a respeito da
historia pessoal e familial neoplésica dos pacientes, nem tampouco um estudo
detalhado dos dados clinicos e manejo deste grupo de pacientes admitidos para
tratamento nesta institui¢do. A padronizacdo do levantamento destes dados a partir
dos prontudrios médicos, foi realizada através do preenchimento de uma ficha de
coleta de dados desenvolvida pelo Departamento de Cirurgia Abdominal. O objetivo
principal, foi criar um banco contendo dados clinicos, histopatoldgicos e resultados
de andlises moleculares que possibilite a extensdo das anélises clinicas e moleculares
neste grupo especifico de pacientes, de uma forma consistente e padronizada. A
criacdo deste banco foi bem sucedida gragas a colaboragdo entre os Departamentos
envolvidos no desenvolvimento deste estudo, e conta atualmente com
aproximadamente 200 casos de pacientes diagnosticados com céncer géstrico em

idade jovem.
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Outros marcadores foram adicionados ao painel imunoistoquimico neste
estudo, como a analise da expressdo de marcadores do sistema de reparo do DNA
(MMR) e a expressao da proteina p53.

A inclusdo das proteinas MMR no painel de marcadores imunoistoquimicos
foi baseada em estudos que avaliaram a associagdo entre alteragdes nesses
marcadores e o cancer gastrico (KELLER et al. 1996; KANEMITSU et al. 2007;
PINTO et al. 2008), além do estudo realizado nesta institui¢do que relatou o cancer
gastrico como um dos tumores extra-colonicos mais freqlientes em pacientes
portadores da Sindrome de Lynch (DA SILVA et al. 2010). Como descrito na
literatura, o cancer gastrico ¢ um dos tumores mais freqiientes no espectro de
tumores extra-colonicos apresentados por pacientes portadores da Sindrome de
Lynch (PARK et al. 2000; GOECKE et al. 2006; BARROW et al. 2009),
caracterizada pela presenca de mutacdes germinativas nos genes de reparo do DNA,
como o MLH1, MSH2, PMS2 e MSHG.

Em relagao aos marcadores MMR, dentre os 73 casos avaliaveis, dois casos
(2,7%) apresentaram perda de MSH2 e MSH6. Um dos casos se referia a um
paciente do sexo masculino, 36 anos de idade, diagnosticado com cancer géstrico
tipo difuso, estadiamento T3NIMO e sem relato de historia familial descrito no
prontudrio médico. O outro caso, paciente do sexo masculino, 39 anos de idade, com
diagnodstico de cancer gastrico do tipo difuso, T3NIMO, apresentando relato de
historia familial. A partir destes resultados e do nlimero de registro hospitalar (RGH)
destes pacientes, foi realizado um levantamento no Registro de Cancer Colorretal
Hereditario do Departamento de Cirurgia Pélvica deste hospital, com a colaboragdo

da Dr.Erika Monteiro, em busca de outros dados clinicos pessoais ou de parentes
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destes pacientes, ja que estes dois casos ndo estavam incluidos em outros estudos na
instituigao.

Deste modo, foi possivel encontrar informagdes referentes a historia familial
do segundo paciente, caracterizada pela ocorréncia de tumor colorretal e endometrial
na irma do paciente, que também havia sido diagnosticada com cancer gastrico.
Amostra de DNA desta irma havia sido submetida ao seqlienciamento ¢ nenhuma
mutagdo foi detectada sugerindo futuras andalises, como por exemplo, pela técnica de
MLPA para deteccdo de uma possivel delecdo nos genes do sistema MMR. Outro
irmdo do mesmo paciente, apresentou tumor colorretal e no intestino delgado,
também com perda de MSH2 e MSH6 detectada na amostra tumoral por
imunoistoquimica. Esta familia preencheu o critério de Amsterdam II (8/10 irmaos
apresentaram tumores, incluindo intestino delgado, colorretal e no endométrio).

A utilidade da imunoistoquimica como um método de rastreamento de
pacientes HNPCC com mutagdes nos genes MMR tem sido controversa. Porém,
alguns estudos tém mostrado que a imunoistoquimica tem sensibilidade e
especificidade adequadas para avaliar MSI (CUNNINGHAM et al. 2001; RIGAU et
al. 2003), e outros sugerem a imunoistoquimica como método de escolha para
rastreamento pré-andlise de mutacdes de MMR (MARCUS et al. 1999; DEBNIAK et
al. 2000; DIEUMEGARD et al. 2000; CUNNINGHAM et al. 2001; PARAF et al.
2001). No caso do cancer gastrico, ndo hé consenso nos resultados apresentados.
Apesar da baixa freqiiéncia de alteragdes encontradas nos marcadores MMR
avaliados neste estudo, a andlise imunoistoquimica demonstrou ser efetiva como
método de rastreamento, considerando que o resultado em um dos casos foi

corroborado pela histéria familial detalhada, incluindo a deteccdo das mesmas
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alteracdes em outros familiares. A imunoistoquimica deve ser considerada como
método de rastreamento dessas alteracdes no caso de amplas casuisticas, devido ao
custo e disponibilidade do método nas instituicdes. Entretanto, com base apenas
nestes resultados, ndo ¢ possivel sugerir a substituigdo dos métodos moleculares
amplamente descritos como de escolha no rastreamento efetivo das mutagdes.

A ocorréncia de alteracdes no gene TP53 tem sido amplamente discutida na
literatura, incluindo a associagdo destas alteragcdes com varidveis clinico-patologicas,
prognostico e resposta ao tratamento (KIM et al. 1995; LEE et al. 1998; NAKATA et
al. 1998; ROVIELLO et al. 1999; HOSAKA et al. 2001).

No céncer gastrico, a freqliéncia de alteragdes em TP53 em pacientes jovens
ainda ¢ controversa (MAEHARA et al. 1996; RUGGE et al. 2000; HARUMA et al.
2000; LIM et al. 2003; MILNE et al. 2006). No presente estudo, 51,3% dos casos
avaliados apresentaram marcagdo nuclear em porcentagem superior a 10% das
células neoplésicas. Este resultado ¢ compativel com as freqiiéncias relatadas por
outros grupos (23-60%), que também utilizaram a mesma metodologia empregada
neste estudo (VICTORZON et al. 1996; LIM et al. 1996; MONIG et al. 1997; LIU et
al. 2001; TAKENO et al. 2001)

A variabilidade observada nos diversos estudos em relagdo a freqiiéncia de
positividade de p53 no cancer gastrico (17-90%) pode ser explicada pela utilizagao
de diferentes metodologias e critérios para a detec¢do destas alteracdes
(FENOGLIO-PREISER et al. 2003). Os estudos tém sido realizados na tentativa de
demonstrar a relevancia clinica das alteragdes do p53 nos pacientes com carcinomas

gastricos, porém os resultados sdo conflitantes.
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Neste estudo, houve associacdo significativa entre a expressdo da proteina
p53 e a invasdo perineural (p=0,005). Alguns estudos mostram a associagdo entre a
expressdao de p53 e o tipo histolégico, o comportamento bioldégico do tumor e
prognostico dos pacientes com cancer gastrico (UCHINO et al. 1993; JOYPAUL et
al. 1994; RANZANI et al. 1995; GOMYO et al. 1996; SHUN et al. 1997,
IWAMATSU et al. 2001; LIU et al. 2001). Entretanto, o impacto progndstico destas
alteracdes no cancer gastrico permanece controverso (MCCULLOCH et al. 1997;
PINTO-DE-SOUSA et al. 2004). A associacdo entre a expressdo aumentada de p53 e
o padrdo de infiltragdo tumoral, o comprometimento linfonodal ou diminuicdo da
sobrevida em alguns estudos, ndo ¢ confirmada em outros relatos (KAKEJI et al.
1993; YONEMURA et al. 1993; JOYPAUL et al. 1994; OIWA et al. 1995;
ICHIYOSHI et al. 1997; IOACHIM et al. 1997).

Alguns autores afirmam que a expressao da proteina p53 tem valor preditivo
na sobrevida dos pacientes (MARTIN et al. 1992; ROVIELLO et al. 1999; DIEZ et
al. 2000). Nesta casuistica, a expressdo de p53 ndo foi fator progndstico de
sobrevida, como demonstrado também em outro estudo (GABBERT et al. 1995).

Para entender melhor os diferentes resultados quanto a relevancia progndstica
da expressdo imunoistoquimica de p53, deve-se considerar a variabilidade entre as
freqliéncias de mutacdo do gene e o acumulo da proteina. Nos estudos
imunoistoquimicos, a expressao aumentada de p53 pode ser atribuida tanto a sintese
aumentada da proteina selvagem quanto ao acimulo da proteina mutada na célula. A
positividade imunoistoquimica de p53, ndo relacionada & mutagdo, pode resultar de
falhas nas vias normais de degradagcdo da proteina levando entdo ao actimulo da

proteina selvagem; ou ainda, o acimulo pode ocorrer quando hd uma regulacdo
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crescente do gene em resposta a um estresse ambiental. Considerando que muitos
anticorpos utilizados podem reconhecer os dois tipos da proteina, o acimulo de p53
pode ndo necessariamente indicar a presenca de mutacdo no gene e nem toda
mutagdo no gene produz acimulo da proteina p53 (BOSARI et al. 1995; CESAR et
al. 2004). O anticorpo utilizado neste estudo (DO-7) tem apresentado um alto grau de
correlacdo entre a imunorreatividade de p53 e as mutagdes em TP53 (BAAS et al.
1994).

As mutagdes em TP53 tém sido amplamente estudadas em vérios tipos de
cancer com o objetivo de estabelecer caracteristicas diagndsticas, prognoésticas e
terapéuticas dos tumores aos quais elas estdo associadas.

Muitos estudos tém avaliado a freqiiéncia de mutagdes no gene TP53 em
carcinomas gastricos. Entretanto, assim como ocorre com a detec¢do de alteracdes
pela imunoistoquimica, as freqiiéncias de mutagdes do TP53 descritas nos diferentes
estudos apresentam grande variabilidade (3,2% a 65%). Além disso, ha variabilidade
entre as casuisticas, as técnicas utilizadas para a detec¢do das mutagdes, € 0s éxons
examinados (FENOGLIO-PREISER et al. 2003). Tal variabilidade interfere no
consenso quanto ao impacto destas mutacdes no prognostico e sobrevida dos
pacientes. Muitas mutagdes somaticas levam a perda de funcdo de p53 e foram
detectadas no cancer gastrico (UCHINO et al. 1993; RUGGE et al. 2000). Neste
estudo, a freqliéncia de mutacdes foi de 11,3% dos casos avaliados. Quando
comparados os resultados da andlise molecular através do seqiienciamento do TP53 e
da expressdao imunoistoquimica de p53, foi encontrada uma concordancia em 72,7%

dos casos positivos para p53, consistente com resultados apresentados em outros
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estudos (POREMBA et al. 1995; RANZANI et al. 1995; LIM et al. 1996; GOMYO
et al. 1996).

O fenotipo de predisposicao a tumores tem sido caracterizado em portadores
de mutacdes germinativas de TP53. Mutagdes germinativas de TP53 tém sido
identificadas em pacientes com cancer gastrico familial, sugerindo uma associa¢ao
entre a presenca destas mutagdes e o risco aumentado de desenvolvimento de cancer
gastrico (HORIO et al. 1994; KELLER et al. 2004; OLIVEIRA et al. 2004; KIM et
al. 2004; YAMADA et al. 2007).

A associa¢do das mutacdes germinativas no gene TP53 com a predisposicao a
multiplos tumores na sindrome Li-Fraumeni (MALKIN et al. 1990; SRIVASTAVA
et al. 1990; BIRCH et al. 1994; MALKIN 1994; FREBOURG et al. 1995; VARLEY
2003), foi confirmada no estudo do perfil de mutacdes germinativas em TP53 em
familias LFS/LFL das regides Sul e Sudeste do Brasil (ACHATZ et al. 2007).

Quanto ao espectro de tumores associados a LFS/LFL, estudos tém relatado
um aumento na incidéncia de outros tipos tumorais diagnosticados em idade jovem,
incluindo o cancer gastrico (HARTLEY et al. 1989; VARLEY et al. 1997; BIRCH et
al. 2001). Nas familias LFS/LFL brasileiras, o cancer gastrico foi diagnosticado em
46,2% das familias com mutagdes, comparado com 31,3% nas familias sem
mutacdes (ACHATZ et al. 2007). Entretanto, a idade dos pacientes ao diagnostico foi
similar nos dois grupos, sugerindo que a presenca da muta¢do nao parece acelerar o
aparecimento do cancer géastrico (artigo em preparagao).

Estudos na genética dessas familias envolveram a andlise de alteracdes e
mutagdes de TP53 e demonstraram uma associacdo entre estas alteracoes

moleculares e o desenvolvimento de tumores em idade jovem. A principal alteragdo
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detectada no gene TP53 foi a mutacdo germinativa no cddon 337 (p.R337H). A
presenga da mutacdo p.R337H foi detectada em aproximadamente 0,3% da
populacao estudada nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Além disso, esta mutagdo
estd associada a ocorréncia do haplotipo caracterizado pelo alelo T do SNP28
(rs9894946), o qual ¢ relativamente raro na populagdo em geral, demonstrando um
efeito fundador (PALMERO et al. 2008; GARRITANO et al. 2010). O perfil dos
tumores apresentado pelas familias com p.R337H ¢ semelhante ao perfil apresentado
pelas familias LFS/LFL. Entretanto, devido a penetrancia incompleta, muitas
familias apresentam historias que ndo preenchem os critérios de LFS, e casos de
cancer em criancas tém sido relatados em portadores de p.R337H que ndo
apresentam historia familial significante.

Neste contexto, nossa casuistica incluiu um paciente com idade de 12 anos,
com diagnostico de cancer gastrico metastatico, estadio T4AN2M1 (Anexo 5). A
peculiaridade deste caso, além da idade precoce ao diagnostico do cancer géstrico, se
deve ao tipo histologico do tumor (adenocarcinoma gastrico bem diferenciado) e aos
resultados obtidos nos estudos imunoistoquimico e molecular. De acordo com o
estudo imunoistoquimico, nenhuma alteracdo foi observada nas amostras tumorais
para os marcadores relacionados a adesdo celular (E-caderina e B-catenina) ou aos
genes de reparo do DNA (MLHI1, MSH2, MSH6 ¢ PMS2). Porém, as amostras
apresentaram marcagao nuclear para p53.

Apesar do diagndstico do tumor em idade precoce, neste caso, a histologia do
tumor, a historia familial neopldsica e os resultados imunoistoquimicos ndo
preenchem os critérios de uma provavel associagdo do cancer géstrico diagnosticado

em idade precoce com as sindromes HDGCC ou Lynch. A partir deste resultado, o
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DNA gendmico extraido das amostras foi submetido a andlise molecular para
detec¢do de mutagdes no gene TP53.

A mutacao p.R337H estd associada a ocorréncia do haplétipo caracterizado
pelo alelo T do SNP28 (rs9894946) (GARRITANO et al. 2010). Este alelo foi
detectado nas amostras contendo a mutacdo p.R337H mas ndo na amostra com
seqiiéncia selvagem. A presencga da p.R337H nas amostras foi confirmada por RFLP
(restriction length fragment polymorphism). Este método confirmou a presenga da
mutacdo apenas em amostra tumoral, consistente com a ocorréncia de mutacdo
somatica. Assim, tanto a mutacdo p.R337H, quanto a presenca do alelo T do SNP28
(rs9894946), caracteristico do haplétipo fundador, foram detectadas apenas em
amostras de carcinoma gastrico deste paciente. Entretanto, a mutagdo p.R337H tem
sido descrita como uma mutagdo germinativa comum devido a um efeito fundador no
Brasil (PINTO et al. 2004; GARRITANO 2010).

O paciente M.G.P foi a dbito pelo agravamento do quadro pouco tempo apos
a tentativa de remocao cirurgica da doenca. Na época ndo foi armazenada amostra de
sangue periférico ou tecido normal do paciente. Sendo assim, ndo h4a amostra de
DNA obtido a partir de células do sangue periférico do probando na instituicao.

Como mencionado anteriormente, o perfil de tumores nas familias portadores
de p.R337H ¢ similar ao perfil apresentado pelas familias Li-Fraumeni (LFS) ou Li-
Fraumeni-like (LFL). Sendo assim, ap6s a deteccdo da mutagdo na amostra deste
paciente, a historia familial mais detalhada foi obtida através de entrevista com mae e
um dos irmaos do probando, que compareceram ao Departamento de Oncogenética
do Hospital AC Camargo apds serem convocados para aconselhamento genético. O

teste genético para detec¢do do p.R337H foi oferecido para os familiares de 1° grau
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para verificar a ocorréncia da alteragdo em outros membros da familia, o que
confirmaria a ocorréncia de hereditariedade na Sindrome de Li-Fraumeni,

Ap0s assinatura do consentimento informado, amostra de sangue de dois
familiares foi coletada. Tanto a mutacdo p.R337H quanto o SNP28 ndo foram
detectados nas amostras da mae e do irmao do probando. Posteriormente, a amostra
de sangue do pai foi coletada sob o mesmo procedimento de consentimento
informado. Tanto a mutacao p.R337H quanto o haplétipo mutante foram detectados
na amostra paterna, confirmando que o pai ¢ portador assintomatico da Sindrome de
Li-Fraumeni.

De acordo com o Banco de dados do IARC (http://www-p53.iarc.fr), a
mutagdo p.R337H estd bem documentada como uma mutacdo germinativa que
predispde portadores a multiplos tumores na populagdo das regides Sul e Sudeste do
Brasil, onde ocorre freqiientemente devido a um efeito fundador. Consistente com
essa origem germinativa, o haplotipo mutante foi detectado no DNA do pai do
probando. A partir dos resultados obtidos pelo seqiienciamento e alelotipagem destas
amostras, a hipotese sugerida foi a de ocorréncia de microquimerismo genético. O
microquimerismo ¢ o nome dado ao fendmeno biologico referente a uma pequena
populacdo de células ou DNA presente em um individuo mas derivada de outro
individuo geneticamente distinto. Este fendmeno ocorre geralmente devido ao
trafego materno-fetal ou fetal-fetal durante a gravidez (NELSON 2003; YAN et al.
2005; GAMMILL 2010). A hipétese de microquimerismo consideraria o trafego
fetal-fetal entre dois fetos gémeos dizigoéticos, um dos quais tinha o hapldtipo
mutante do pai e ndo sobreviveu. Andlises posteriores podem levar a uma melhor

compreensdo do desenvolvimento precoce de cancer gastrico em uma paciente de 12
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anos de idade e sua associacdo com a mutacdo no gene TP53. Entretanto, devido a
quantidade de material arquivado disponivel para estudo na instituicdo, as analises
ficaram restritas as que foram relatadas neste estudo.

Devido a penetrancia incompleta, historias de pacientes que ndo preenchem
os critérios de LFS/LFL e a ocorréncia de cancer Unico na infancia tém sido relatadas
em familias p.R337H. Esse resultado sugere que o DNA tumoral em adi¢do ao DNA
gendmico sejam considerados para andlises em pacientes apresentando tumor em
idade jovem em populacdes com os alelos fundadores.

Embora seja muito freqiiente na populacdo adulta, a ocorréncia de cancer
gastrico primario em criangas ¢ extremamente rara, sendo aproximadamente 0,005%
dos tumores gastrointestinais (MCGILL et al. 1993; NOTTINGHAM 1994;
DEUTSCH et al. 2004). Um estudo em 1999 citou 21 publicagdes relatando casos de
pacientes com idade inferior a 21 anos que tiveram adenocarcinoma gastrico
(SASAKI et al. 1999).

De acordo com dados da literatura, o adenocarcinoma géstrico na populacao
pediatrica pode se desenvolver de trés maneiras distintas: de novo, como parte de
uma sindrome poliposa ou apdés o tratamento por um linfoma géstrico
(GOLDTHORN et al. 1986). Desde o trabalho publicado por McNeer em 1941, tem
sido relatada a ocorréncia em torno de 1% de cancer gastrico em pacientes abaixo de
30 anos de idade (MCNEER 1941; BLOCK et al. 1948; DUPONT et al. 1978;
BEDIKIAN et al. 1979). Em nossa casuistica, 19 pacientes (19,6%) apresentaram
idade igual ou inferior a 30 anos, dentre os quais, 04 pacientes com idade de 12 a 20

anos.
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O prognostico para criangas com adenocarcinoma gastrico ¢ pobre. Em
pacientes adultos, a taxa de sobrevida livre de doengas em 5 anos, ¢ de
aproximadamente 15%. Entre os casos pediatricos relatados na literatura, a mediana
de sobrevida apds o diagnostico ¢ de aproximadamente 5 meses, € ndo ha relato de
sobrevida dessas criangas em 5 anos. Considerando o caso especifico relatado neste
estudo, de um paciente pedidtrico com cancer gastrico apresentando caracteristicas
bioldgicas e clinico-patologicas muito particulares, sugerimos a relevancia da andlise
molecular para melhor compreensdo da carcinogénese gastrica nestes pacientes. O
estudo da genética e da historia familial criteriosa destes pacientes jovens, associado
ao diagnostico precoce, pode levar ao melhor tratamento em busca do aumento da

taxa de sobrevida e qualidade de vida destes pacientes.

Consideracoes finais

A descricdo das caracteristicas clinico-patologicas em pacientes com
diagnodstico de adenocarcinoma géstrico em idade jovem (<50 anos) mostrou uma
correspondéncia entre o perfil apresentado por estes pacientes com os dados
relatados em outros estudos. As categorizacdes e a metodologia utilizadas estdo de
acordo com os dados da literatura, e sdo validas para andlises deste grupo de
pacientes. A variabilidade observada entre os resultados apresentados na literatura

pode corresponder aos critérios e metodologias empregados nos diferentes estudos.

A prevaléncia de historia familial positiva nos pacientes com diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico em idade jovem ¢ significativa em relagdo aos dados da

literatura. A andlise criteriosa da histéria familial nos estudos da genética e de
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associacoes das varidveis clinico-patologicas ¢ fundamental para melhor
compreensdo e delineamento dos estudos que buscam a identificacdo de marcadores
bioldgicos associados a carcinogénese gastrica nos pacientes jovens. A analise da
freqiiéncia de pacientes jovens com historia familial sugere a possibilidade de
identificar uma populagdo de alto risco, assim como portadores de sindromes através
do rastreamento de alteragdes em genes especificos associados a estas sindromes.

Neste estudo, os fatores prognosticos independentes foram o nivel de invasao
do tumor (pT) e o comprometimento linfonodal (pN). Esse resultado reafirma a
relevancia do sistema TNM como indicador de progndstico no cancer gastrico.

O estudo comparativo entre dois grupos de pacientes diagnosticados com
cancer gastrico mostrou que embora tenha sido detectada uma alta freqiiéncia de
alteragdes na expressdo dos marcadores do complexo de adesdo celular (E-
caderina/B-catenina) nos dois grupos, essa associacao foi significativa para o grupo
de pacientes com idade >40 anos. No grupo de pacientes com idade <50 anos, os
marcadores de adesdo celular e do sistema de reparo do DNA ndo foram
significativos como fator prognostico, mas sugerem estudos posteriores em grupos
mais especificos. O estudo desses marcadores associado aos dados histopatoldgicos e
a historia familial positiva pode auxiliar na identificagdo de pacientes com maior
probabilidade de ter uma mutacdo em genes de predisposicdo as sindromes
hereditarias.

Embora os resultados apresentados neste estudo tenham confirmado a
utilidade da imunoistoquimica na detec¢ao de alteracdes nos marcadores avaliados,
esses achados poderiam ser complementados através da utilizagdo de metodologias
mais especificas.

Com base nos dados da literatura, ¢ possivel afirmar que a falta de

consisténcia nas andlises da expressdo da proteina p53 como fator progndstico no
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adenocarcinoma gastrico interfere na sua utilizagdo na pratica clinica. Muitas
questdes sobre a fung¢do de TP53, as proteinas e sinais envolvidos nesta via,
necessitam ser elucidadas para que possam resultar na identificacdo de pacientes que
se beneficiem, por exemplo, de formas adicionais de tratamento.

A baixa freqliéncia de mutagdes apresentada neste estudo sugere que as
mutacoes no TP53 podem ndo ser o evento crucial na carcinogénese gastrica deste
grupo de pacientes em particular, indicando a possibilidade que outros tipos de
mecanismos e alteragdes genéticas possam ter maior destaque no desenvolvimento e
progressdo tumoral na carcinogénese gastrica destes pacientes. Ainda em relagdo a
analise de mutagdes nos pacientes com cancer gastrico em idade jovem, ha a
perspectiva de ampliagdo do nimero de casos seqiienciados, incluindo outros casos
que foram admitidos no Hospital AC Camargo no periodo de conclusdo deste estudo
e ndo foram incluidos nesta casuistica. Outras analises podem complementar os
resultados apresentados, como a influéncia dos polimorfismos no risco de cancer e o
estudo de outros genes relacionados ao TP53 como MDM2. Esta etapa complementar
poderia esclarecer realmente o impacto das mutagdes detectadas em TP53 no
desenvolvimento do cancer gastrico em pacientes com idade jovem avaliados, e
trazer novas perspectivas para o estudo da carcinogénese gastrica nestes pacientes.

A deteccao da mutacdo p.R337H em paciente de 12 anos, com diagnostico de
adenocarcinoma gastrico e sem historia familial relatada, confirma a importancia da
associacdo entre a analise molecular e a obten¢do da historia familial detalhada
nestes pacientes. Este resultado também sugere que a andlise desta mutagdo
especifica seja considerada em pacientes apresentando tumor em idade jovem em

populagdes com alta freqiiéncia de alelos fundadores.
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6 CONCLUSAO

1. Na andlise da freqiiéncia de mutagdes no gene TP53 em amostras de tumor
de pacientes com adenocarcinoma gastrico diagnosticado em idade inferior a 50
anos, foram detectadas mutagdes em 11,3% casos. Dentre as quais, a presenca da
mutacdo germinativa p.R337H em um paciente de 12 anos com adenocarcinoma
gastrico.

2. Uma freqiiéncia significativa de alteracdes na expressdo dos marcadores
avaliados foi detectada pela técnica da imunoistoquimica. Nesta casuistica, o padrao
de expressao de p53, dos marcadores de adesdo celular (E-caderina/B-catenina) e do
sistema de reparo do DNA (MLHI1, PMS2, MSH2, MSH6) nao foi significativo
como fator prognostico, mas os resultados sugerem estudos posteriores em grupos
mais especificos.

3. A descricdo das caracteristicas clinico-patologicas deste grupo de pacientes
apresentou particularidades em relagdo a freqiiéncia do estadiamento avancado dos
tumores ao diagndstico e predominio de adenocarcinomas gastricos de tipo
histolégico difuso (Laurén). A freqliéncia de histéria familial positiva foi
significativa em relagdo aos dados da literatura (21,4%), incluindo a ocorréncia de
cancer gastrico em outros familiares em 10,8% dos casos. O nivel de invasdo do
tumor (pT) e o comprometimento linfonodal (pN) persistiram como fatores
prognosticos independentes na andlise multivariada, reafirmando a relevancia do

sistema TNM como indicador de progndstico no cancer gastrico.
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4. Neste estudo, foi observada uma correlacdo significativa entre o padriao de
expressao imunoistoquimica dos marcadores E-caderina e B-catenina, e da expressao

de p53 com a invasdo perineural sugerindo estudos posteriores.
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Abstract

Background. Young patients are thought to develop gastric
carcinomas with a molecular genetic profile that is distinct
from that of gastric carcinomas occurring at a later age.
The aim of this study was to compare the clinicopathological
features and expression patterns of the markers E-cadherin
and B-catenin, and mucins (MUC1, MUC2, MUC5AC, and
MUCG6) in young and older patients.

Methods. The clinicopathological features and overall survival
data of 62 young patients (age <40 years) with gastric cancer
were retrospectively reviewed from hospital records and com-
pared with the data for 453 older patients (age >40 years). A
tissue microarray method and immunohistochemistry were
used in order to analyze marker expression in paraffin-
embedded tissue blocks obtained from both groups.

Results. The young group presented a higher percentage of
diffuse-type tumors in comparison to the older group (P <
0.01). The rates of positivity for E-cadherin and B-catenin
membranous expression patterns and mucin (MUC2,
MUCSAC and MUCG6) positivity were higher in the young
group (P < 0.01). Although young patients showed a lower
frequency of alterations in marker expression and had signifi-
cantly better survival rates than the older patients, neither age
nor the marker expression pattern were found to be indepen-
dent prognostic factors of survival. Only stage, tumor size, and
tumor location persisted as prognostic factors for patients
with gastric cancer.

Conclusion. Biological markers of cellular adhesion and
gastric differentiation were differently expressed in young and
older patients. Our findings support the hypothesis that young
patients develop carcinomas with a different genetic pathway
compared to the pathway of tumors occurring at a later age,
and we suggest further investigations to assess the prognostic
relevance of the markers to specific subgroups.

Key words Gastric cancer - Young - E-cadherin - 3-Catenin -
Mucins - Tissue microarray
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Introduction

Gastric cancer is thought to involve a combination of
environmental factors and an accumulation of specific
genetic alterations, which lead to the progressive distur-
bance of cell growth and differentiation control. The
disease occurs predominantly in older patients, with a
peak of incidence in patients who are more than 60
years old [1-3].

Several studies have addressed the characteristics of
this neoplasia in young patients, suggesting the clini-
copathological and biological characteristics in young
patients differ in many ways from gastric carcinoma in
older patients. For young patients, the male:female
ratio is approximately equal [3] or shows female pre-
dominance [4, 5], and the tumors are usually poorly
differentiated, diffuse-type or infiltrative carcinomas
[6-8]. Some authors have suggested that young patients
have a worse prognosis, mainly due to the delay in
diagnosis and more aggressive tumor behavior [6, 7, 9,
10], whereas others have shown no difference in sur-
vival between young and older patients [11, 12].
Also, young patients are thought to develop carcino-
mas with a molecular genetic profile that is distinct
from that of sporadic carcinomas occurring at a later
age [13-15].

A better understanding of the molecular differences
between gastric carcinomas affecting young and old
patients would allow us to investigate specific molecular
biomarkers that could be involved in early gastric car-
cinogenesis, and the identification of such markers could
then improve early diagnosis for specific groups.

Several studies have shown considerable interest in
the influence of cell adhesion molecules such as E-
cadherin and [B-catenin, and also the mucins, in the
development and progression of gastric tumors. Pre-
vious results from our group showed, through gene
expression analyses using cDNA microarrays, that a
large series of genes, including E-cadherin and MUC6
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gene expression, were differently expressed in gastric
carcinomas [16].

E-cadherin is a transmembrane calcium-dependent
cell adhesion molecule which plays an important role in
the maintenance of intercellular adhesion, cell polarity,
and mucosal architecture [17, 18]. Functional cadherin-
dependent cell adhesion requires the formation of com-
plexes between E-cadherin and cytoplasmic proteins
known as the catenins (e.g., B-catenin). f-Catenin is a
multifunctional protein which plays an important role
in Wingless/Wnt signaling transduction, in addition to
its function as a cell-adhesion molecule [19]. Nuclear
B-catenin expression was correlated with poor progno-
sis in several malignances [20]. Impairment of one or
more components of this complex is associated with
poor differentiation, dysfunction of intercellular adhe-
sion, increased invasiveness of carcinomas [18, 21],
and tumor progression and metastasis [22]. E-cadherin
(CDHI) gene mutations have been associated with
familial gastric cancer [23-27]. Not only E-cadherin
gene alterations but also structural abnormalities and/or
catenin dysfunction cause disruption of the E-cadherin-
mediated cell adhesion system [19].

Mucins are the major component of the mucous gel
that covers the surface of epithelial tissue, and at least
13 mucins have been found [28]. It has been suggested
that alterations in mucin expression may contribute to
cancer invasion and metastatic capabilities through
changes in cancer-cell growth regulation, immune rec-
ognition, and cellular adhesion [29-31]. The process of
neoplastic transformation in the stomach has been
reported to be associated with the decreased expression
of mucins that are normally expressed in gastric mucosa
(including MUC1, MUC5AC, and MUCS6) and with the
de novo expression of mucins (e.g., MUC2) that are
normally expressed in other organs [32, 33].

The present study represents a retrospective analysis
of patients with gastric carcinoma, carried out in order
to compare the clinicopathological features and overall
survival between two groups of patients divided by age
(240 and >40 years of age) and analyze whether differ-
ences exist between young and older patients in the
expression of markers considered to be important in
conventional gastric carcinogenesis, such as E-cadherin,
B-catenin, and the mucins MUC1, MUC2, MUC5AC,
and MUC6.

Patients, materials, and methods

Patients

This was a retrospective study of the tumor registry of
patients who were admitted to the Hospital AC Camargo
(Sao Paulo, Brazil) for the management of adenocarci-
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noma of the stomach between 1988 and 2005. A total of
515 patients were identified during the study period,
and the clinicopathological features of these patients,
including information on each patient’s age, sex, tumor
size, tumor location, histological tumor type, nodal
involvement, and stage were reviewed. Tumor size was
categorized according the mean size of all tumors (<5 cm
and >5 cm) and tumor location was categorized as being
in proximal or distal regions. Histologically, tumors
were classified into three main groups: intestinal-type,
diffuse-type, and mixed/unclassified-type gastric adeno-
carcinomas, according to the Laurén histological classi-
fication [34]. Pathological stage was classified according
to the International Union Against Cancer (UICC)
tumor-node-metastasis system (TNM) and it was cate-
gorized as early (stages I and 1) and advanced (stages
III and IV) for statistical analyses. The follow-up data
were obtained from the hospital records. Overall sur-
vival was defined as the time elapsed between primary
treatment and death from gastric cancer or from other
causes.

Tissue microarray method and immunohistochemistry

Formalin-fixed, paraffin wax-embedded tissues from
515 gastric carcinomas were retrieved from the archival
tissue bank of the Department of Anatomic Pathology.
A section from each specimen was stained with hema-
toxylin and eosin (H&E) for histological evaluation and
the selection of morphologically representative sites in
the tumors to construct tissue microarray (TMA) blocks.
Our series included 470 cases from TMA blocks (includ-
ing 17 cases from young patients) and another 45 cases
analyzed in conventional sections (including 6 tumor-
derived biopsies from young patients). For TMA block
construction, tissue core biopsies (diameter, 0.6 mm)
were punched from selected regions of donor paraffin-
embedded tumor blocks and precisely arrayed into a
new recipient paraffin block, using a precision instru-
ment (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA).
Published studies on TMAs have reported the compa-
rability of immunohistochemical results from TMAs
versus corresponding large sections [35, 36]. These
studies found that the analysis of two cores provided
representative information, as compared with the cor-
responding whole-tissue section. In the present study,
all the cases were spotted twice in each TMA block and
immunohistochemistry was carried out in two slides at
different depth levels, to increase the accuracy and the
strength of the array-based data. Immunohistochemical
analysis was performed in 3-um-thick sections from
each sample of TMA block and conventional blocks by
the standard streptavidin-biotin peroxidase technique.
Briefly, tissue sections were deparaffinized and rehy-
drated, and antigen retrieval was performed by placing
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the tissue sections in citrate buffer (0.01 M, pH 6.0) in
a pressure cooker. Endogenous peroxidase was blocked
using 3% hydrogen peroxide and then the sections were
washed with phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4.
The sections were incubated with a primary mouse
monoclonal antibody overnight at 4°C: E-cadherin
(1: 750; BD Transduction, San Jose, CA, USA); B-
catenin (1: 1000; BD Transduction); all mucins, by
Novocastra (New Castle, UK); MUCI1 [1: 500], MUC2
[1: 1000], MUCS5AC [1: 500], and MUCS [1: 600]). Then,
the sections were incubated for 30 min at room tem-
perature with biotinylated secondary antibodies (K492;
DAKO, Copenhagen, Denmark), followed by three
washes in PBS and incubation with 3, 3-diaminobenzi-
dine-tetrahydrochloride solution for 5 min. The sections
were counterstained with hematoxylin. For negative
control preparations, the primary antibodies were
omitted from the reaction sequence.

The expression of E-cadherin and B-catenin in malig-
nant cells was compared with that in nonmalignant cells.
Only a membranous pattern, which was stained as
strongly as normal epithelial cells, was considered to be
normal. In contrast, an absent pattern (loss of staining),
a cytoplasmic pattern (cytoplasmic staining with loss of
membranous expression), and a heterogeneous pattern
(cytoplasmic staining with preservation of membranous
expression) were categorized as altered patterns [21].
Nuclear staining of B-catenin was also categorized as an
altered pattern. In the case of mixed patterns in some
sections, the classification was based on the dominant
pattern. The expression of the mucins MUC1, MUC2,
MUCSAC, and MUC6 was considered positive if at
least 10% of the neoplastic cells were stained [37].

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the SPSS
13.0 statistical software program (SPSS, Chicago, IL,
USA). The y* test and Fisher’s exact test were used to
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analyze the association between age and clinicopatho-
logical parameters and molecular biomarker expres-
sion. Five-year survival rates were estimated using the
Kaplan-Meier method, and the log-rank test was used
to compare the curves. The Cox proportional hazards
model was performed to find the independent risk
factors for death. For all tests, the alpha error was set
at 5%.

Results

A total of 515 patients with gastric adenocarcinomas
were divided into two groups according to their age:
young (age <40 years; n = 62) and older patients (age
>40 years; n = 453). Of the 62 young patients (mean
age, 35 years), 38 (61.3%) were 35 years old or younger,
and 20 (32.2%) were less than 30 years old.

Table 1 summarizes the clinicopathological findings
of gastric carcinoma in the 515 patients divided by age
(<40 years vs >40 years old). The young and older
patients had similar distributions with respect to sex,
tumor location, and stage (P > 0.05). There were some
differences in distributions related to tumor size and
lymph node metastasis, but the differences did not reach
statistical significance. According to Laurén’s histologi-
cal classification [34], the young group had a signifi-
cantly higher percentage of diffuse-type tumor than the
older group (P < 0.01).

Representative immunohistochemistry staining for
marker expression pattern in the gastric cancer can be
seen in Figs. 1-3. As shown in Table 2, alterations in
the E-cadherin/B-catenin adhesion complex patterns
occurred in a high percentage of gastric carcinomas in
both groups of patients: 73% of all evaluated samples
presented are altered E-cadherin (absent/reduced)
expression pattern, and 91% of all samples showed an
altered [B-catenin expression pattern. The rate of E-
cadherin preserved membranous expression was higher

Table 1. Comparison of clinicopathological characteristics between young and older patients with gastric carcinoma

Variable Category <40 Years n =62 (%) >40 Years n =453 (%) P value

Sex M 38 (61.3) 288 (63.6) 0.73
F 24 (38.7) 165 (36.4)

Tumor location Proximal 9 (15.3) 68 (15.0) 0.96
Distal 50 (84.7) 385 (85.0)

Tumor size <S5cm 31 (53.4) 179 (40.9) 0.07
>5 cm 27 (46.6) 259 (59.1)

Histological type Intestinal 15 (24.2) 230 (50.8) <0.01
Diffuse 36 (58.1) 146 (32.2)
Mixed/unclassified 11 (17.7) 77 (17.0)

Lymph node metastasis Negative 21 (35.6) 106 (23.7) 0.05
Positive 38 (64.4) 342 (76.3)

Stage Early 21 (37.5) 127 (31.2) 0.35
Advanced 35 (62.5) 280 (68.8)




in the young group than in the older group (P < 0.01).
Concerning B-catenin pattern expression, a similar situ-
ation occurred — the young group showed a higher
preservation of membranous B-catenin expression (P <
0.01). Comparison of the expression rates of each mucin
in the carcinomas of the young and older patients
showed that positivity for MUC2, MUCSAC, and
MUC6 was higher in young patients with gastric carci-
noma when compared with the older group (P < 0.01).
No significant difference was seen between the positiv-
ity rates for MUCI in the two groups (see Fig. 3A-H
for the mucin expression patterns).

Follow-up ranged from 1 day to 177.5 months, with a
mean follow-up of 20 months. When the survival analy-
sis was restricted to the young patient group, only the
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Fig. 1A-C. Representative immunohisto-
chemical staining for E-cadherin in gastric
cancer. A Diffuse-type gastric tumor dis-
playing loss of membranous E-cadherin
pattern expression (black arrow). Pre-
served membranous staining can be seen
in adjacent normal glands (white arrow).
B Diffuse-type gastric cancer with pre-
served membranous expression. C Intes-
tinal-type gastric tumor with partial loss
of membranous expression (black arrow).
x400

Fig. 2A-C. Representative immunohis-
tochemical staining for B-catenin in gastric
cancer. A Loss of B-catenin in diffuse-
type gastric cancer (black arrow) com-
pared with preserved membranous
expression in normal glands (white arrow).
B Nuclear staining with cytoplasmic dis-
tribution of P-catenin (black arrow) in
neoplastic cells. C Diffuse-type tumor
showing preserved membranous expres-
sion of B-catenin (black arrow). x400

stage persisted as a prognostic factor. However, univari-
ate analysis of survival for all patients (Table 3) showed
that patients with proximal tumor location, larger tumor
size (>5cm), lymph node metastasis, advanced-stage
disease (all P < 0.01), and MUCS6 negativity (P = 0.01)
had a worse survival rate, as seen in Fig. 4. Sex, histo-
logical tumor type, and the expression patterns of
E-cadherin, B-catenin, MUC1, MUC2, and MUC5AC
were not significant prognostic factors for patients with
gastric carcinomas (P > 0.05). Of interest, the young
patients with gastric carcinoma had a better 5-year sur-
vival rate than the older patients (P = 0.02) according
to the univariate analysis, as seen in Fig. 4 (the age
graphic). But multivariate analysis (Table 4) confirmed
that only the stage of disease, tumor location, and tumor
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Fig. 3A-H. Representative immunohistochemical staining for mucins in gastric cancer: A/B, MUC1; C/D, MUC2; E/F, MUCS5AC;
G/H, MUCS. Panels on the left (A, C, E, G) represent negative staining (arrows, neoplastic cells showing negativity), and panels
on the right (B, D, F, H) represent positivity. x400
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Table 2. Comparison of molecular biomarker expression patterns between young and older patients with gastric carcinoma

Variable Category <40 Years n =62 (%) >40 Years n =453 (%) P value

E-cadherin Altered 35(57.4) 322 (74.9) <0.01
Membranous 26 (42.6) 108 (25.1)

B-Catenin Altered 41 (67.2) 404 (94.0) <0.01
Membranous 20 (32.8) 26 (6.0)

MUC1 Negative 45 (75.0) 346 (82.2) 0.18
Positive 15 (25.0) 75 (17.8)

MUC2 Negative 32 (52.5) 389 (89.6) <0.01
Positive 29 (47.5) 45 (10.4)

MUCSAC Negative 19 (31.7) 349 (80.4) <0.01
Positive 41 (68.3) 85 (19.6)

MUC6 Negative 35 (61.4) 425 (98.6) <0.01
Positive 22 (38.6) 6 (1.4)

Table 3. Five-year overall survival rates according to clinicopathological and molecu-
lar biomarker expression in young and older patients with gastric carcinoma

5-Year survival

Variables Category n rate (%) P value

Age <40 Years 62 45.5 0.02
>40 Years 453 30.9

Sex M 326 30.8 0.49
F 188 353

Tumor location Proximal 76 21.6 <0.01
Distal 435 34.5

Tumor size <S5cm 209 45.5 <0.01
>5 cm 286 24.8

Histological type Intestinal 244 333 0.94
Diffuse 182 343
Mixed/unclassified 88 26.4

Lymph node metastasis Negative 127 65.1 <0.01
Positive 379 22.4

Stage Early 148 65.9 <0.01
Advanced 314 19.6

E-cadherin Altered 357 322 0.88
Membranous 133 29.5

B-Catenin Altered 445 31.8 0.98
Membranous 45 30.7

MUC1 Negative 391 323 0.10
Positive 89 252

MUC2 Negative 421 322 0.87
Positive 73 29.8

MUCSAC Negative 368 30.3 0.20
Positive 125 34.6

MUC6 Negative 460 30.5 0.01
Positive 27 574

size were independent risk factors for death. This analy-
sis also showed that age itself was not an independent
prognostic survival factor for patients with gastric
cancer.

Discussion

There are controversies about whether gastric cancer in
young patients differs in any way from gastric cancer in

older patients. Young patients with gastric cancer are
believed to have more aggressive disease and a poorer
prognosis than older patients [7]. A comparative study
from Japan demonstrated different features of gastric
cancer in patients younger than 40 years compared with
those in patients older than 70 years. In patients older
than 70 years, tumors were smaller and less infiltrative,
and differentiated lesions were more common in com-
parison to findings in the patients younger than 40 years
[38].
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Fig. 4. Five-year overall survival accord-
ing to the stage (P < 0.01), location of the
disease (P < 0.01), tumor size (P < 0.01),
lymph node status (P < 0.01), MUC6
expression (P =0.01), and age (P = 0.02)

Table 4. Independent risk factors for death in patients with gastric carcinoma identi-
fied in the Cox proportional hazards model (adjusted for age)

Variables Category HR 95% CI P value

Stage Early 1 Ref. <0.01
Advanced 3.5 2.6-4.7

Tumor location Distal 1 Ref. 0.03
Proximal 1.5 1.1-2.0

Tumor size <5cm 1 Ref. 0.01
>5 cm 14 1.1-1.7

Age <40 Years 1 Ref. 0.39
>40 Years 1.2 0.8-1.8

CI, confidence interval; HR, hazard ratio

to the tumor location, the frequency of tumors located
in proximal and distal regions in our study was similar
in the young and older patients (P = 0.96), although
some authors have found that the upper third of
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the stomach was more frequently involved in young
patients [11]. We found that young patients were more
likely to present with smaller tumors (<5 cm) than older
patients, but the difference did not reach statistical
significance.

Diffuse histology has consistently been shown to be
associated with a young age at diagnosis [3, 11]. In
accordance with previous reports, we found that signifi-
cantly more young patients had diffuse histology than
intestinal or mixed histology, while gastric carcinoma
in the older group was usually the intestinal type (P <
0.01). This correlation between age and intestinal type,
which has been associated with precursor changes
described by the multistep carcinogenesis model as a
sequential chain of events characterized as chronic gas-
tritis, atrophy, intestinal metaplasia, dysplasia, and car-
cinoma [39], involves environmental factors. However,
the predominance of diffuse-type tumors in young
patients suggests an association with genotypic events
involving E-cadherin gene mutation in the gastric neo-
plastic process.

In our series, 75% of all patients presented with node-
positive disease. It was expected that as the young group
presented with a higher frequency of diffuse-type tumor,
this also could represent an increased rate of isolated
cells infiltrating the gastric wall and a higher frequency
of lymph node metastasis; however, there were no sig-
nificant differences in lymph node metastasis between
the two groups (P =0.05) [11]. In our casuistic, approxi-
mately 68% of all patients presented with advanced
tumor stage at diagnosis, and no significant differences
were found between the two groups in the frequency of
early and advanced stage.

Regarding the tested markers, we observed that
alterations in E-cadherin/B-catenin adhesion complex
expression occured in a considerable proportion of
gastric carcinomas in both groups of patients (<40 years
vs >40 years). The E-cadherin expression pattern has
been associated with histological tumor type [40, 41]
and it has been suggested that loss of E-cadherin is
a crucial defect in diffuse-type tumors, and this
could explain the observed phenotype of noncohesive
cells [42]. According to this correlation between histo-
logical type and cadherin-catenin adhesion system
expression, it was expected that, as the young
group presented with a higher proportion of diffuse-
type tumors, this group could also present with a
higher frequency of alterations in the cadherin/catenin
complex compared to the older group. However, in
our patients, the young group presented with a signifi-
cantly higher percentage of the membranous expression
pattern of the adhesion system complex when compared
to findings in the older group (42.6% vs 25.1% for
E-cadherin, and 32.8% vs 6.0% for B-catenin; both
P <0.01).
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We observed some cases of diffuse-type gastric carci-
nomas displaying E-cadherin and B-catenin membranous
expression (Figs. 1B and 2C), and some intestinal-type
tumors lacking the expression of these markers (Fig.
1C). These findings strongly suggest that, in some cases,
the presence of E-cadherin, as revealed by immunohis-
tochemistry, might not indicate that E-cadherin is neces-
sarily functional. We might consider that E-cadherin
interacts with other proteins, such as APC, c-erbB-2,
and p120 (not included in this study), and that altera-
tions in these proteins interacting with the cadherin-
catenin system may affect its adhesive function, despite
the expression of E-cadherin and B-catenin being normal
[40, 43-45]. Another possibility might be a functional
defect of E-cadherin with normal immunohistochemical
expression, as has been shown to occur in diffuse-type
gastric cancer due to exon skipping in the E-cadherin
gene [46]. Nuclear expression of -catenin was observed
in both groups, but the molecular mechanisms leading to
the activation of the Wnt/B-catenin signaling pathway
still have to be elucidated in our series. Some authors
have reported correlations between the E-cadherin
expression pattern and prognosis [47-49], in contrast to
the reports of others [40, 50]. According to our data, no
correlations were found between E-cadherin and B-
catenin expression and prognosis.

Several groups have studied the correlation between
MUCI gene expression, clinicopathological features,
and the prognoses of patients with breast, pancreatic,
and colon cancers [51-53]. However, there were con-
flicting results regarding the prognostic value of MUCI,
in part because of the use of different antibodies recog-
nizing different glycoforms or different core peptides of
MUCI1 mucin, both of characteristics which can be mod-
ified during carcinogenesis [54]. In the present study, we
did not find that MUCI had a prognostic role in gastric
cancer patients, a finding which is consistent with the
results reported by Reis et al. [55], but different from
those reported by Utsunomiya et al. [S6] and other
authors [57], who found that positive MUCI expression
was a marker of malignancy in gastric cancer.

It has been suggested that positivity for the gastric
mucins (MUCS5AC and MUC6) normally expressed in
normal gastric epithelium, and/or positivity for intesti-
nal mucin MUC?2 is associated with a better prognosis
in gastric adenocarcinoma [56, 58, 59]. Although we did
not find any significant correlation between mucin
expression and prognosis in our series, we observed that
the positive expression of gastric mucins (MUC5AC
and MUC6) and the intestinal mucin MUC2 was signifi-
cantly more frequent in the young than in the older
patients.

Some authors have suggested that MUC2 expression
in tumors was correlated with lower levels of invasion
and lymph node metastasis in gastric carcinomas [56].
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Therefore, MUC2 expression may be inversely corre-
lated with tumor aggressiveness in gastric carcinomas.
Moreover, MUC2 expression has been related more
specifically to the mucinous subtype of the WHO clas-
sification, which was included in the diffuse-subtype
group of Lauren’s classification in our series. In our
series, we observed a higher percentage of MUC2 posi-
tivity in the young patient group, and we can associate
this result as being due to the higher rate of diffuse-type
tumor in this group.

In our casuistic, only 5.7% of all patients presented
with MUCS6 positivity. Other studies reported similar
results [33, 60, 61]; in contrast, however, other studies
reported higher percentages for positivity [33]. The dif-
ferent results regarding the prognostic value of mucins
may reflect the use of different antibodies and also the
score chosen for the mucin antigens (at least 10% of
neoplastic cells stained). Our univariate analysis indi-
cated that MUCG6 positive expression was associated
with a significantly better survival rate, but the prognos-
tic value of this marker was not confirmed in the multi-
variate analysis.

We observed that alterations in E-cadherin/B-catenin
adhesion complex expression and in the mucin (MUC2,
MUCSAC and MUC6) expression occurred in a high
percentage of gastric carcinomas in both groups of
patients (<40 years vs >40 years), but the older group
displayed significantly higher percentages of altered
expression patterns. Considering our findings, gastric
carcinomas in young patients appear to have character-
istics that are different from those of gastric carcinomas
occurring at a later age [13, 15]; the markers addressed
in this study do not appear to play a predominant role
in gastric carcinomas in young patients, considering that
these patients displayed higher preservation of marker
expression, and in addition, a better survival rate.
Despite the significant differences between the groups,
the markers we tested were not significant prognostic
factors for patients with gastric carcinomas.

In our casuistic, when the overall survival analysis
was restricted to the young patient group, none of the
other factors except for the tumor stage, were found to
have a prognostic significance. The survival analysis for
all patients was influenced by age, tumor stage, tumor
location, tumor size, and lymph node involvement, as
shown by the univariate analysis. However, the multi-
variate analysis indicated that age was not an indepen-
dent factor for survival, in agreement with other studies
[12,62]. The pathological stage of gastric cancer remains
the most important determinant of the prognosis.

The present study showed that the prognosis of
gastric carcinoma is nearly always poor for both young
and older groups of patients. Although only tumor
stage persisted as an independent prognostic factor
independent of the age of the patients, and age itself
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was not a prognostic factor, in our series there were
significant differences regarding clinicopathological
parameters and marker expression patterns between
the young and older patients. The young patients had
a better survival rate and a higher percentage of marker
expression preservation. Our findings support the hypo-
thesis that young patients develop carcinomas that have
a different genetic pathway compared with that of
tumors occurring at a later age. We suggest further
investigations of these young patients to provide clues
as to why they are different and to identify subgroups
that would benefit from screening and the detection of
early disease. Further studies should also assess the
prognostic relevance of the markers to specific patient
groups.
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Anexo 2 - Ficha de Levantamento Cancer Gastrico em Jovens

FICHA N°:

PARA TODAS AS VARIAVEIS: 88 — NAO SE APLICA /99 — IGNORADO

IDENTIFICACAO:

RESUMO

RGH:

Nome:

Sexo: 1 — masculino / 2 — feminino

Data Nascimento: dd/mm/aaaa

Idade ao Diagndstico do cancer gastrico (anos)

Data do diagndstico:

AP biopsia:

@O INIS |01~ W N -

AP peca:

H. PESSOAL PATOLOGICAO0-Né&o/1 - Sim

. Diabetes: 0 — Ndo /1 -Sim

. Obesidade: 0—Ndo/1-Sim

. Doenca do Refluxo: 0 —Nao /1 - Sim

. Etilismo: 0 —N&o /1 - Sim

. Tabagismo: 0 —N&o /1 - Sim

. H. FAMILIAR NEOPLASICA 0-N&o /1 - Sim

. Estbmago: 0 —N&o /1 - Sim

. Coloretal: 0—N&o /1 -Sim

. Mama: 0 - Ndo/1-CDI/2-CLI/3-0utros / 4- Subtipo

néo especificado

. Outras Neoplasias: 0—Na&o/1-Sim

. Outras Neoplasias — Qual:

. MANIFESTACOES CLINICAS 0 - N3o/1 - Sim

.Dor:0-Nao/1-Sim

.Anemia: 0 —Nao/1-Sim

. Vomitos: 0 —Nao/1-Sim

. Obstrucdo: 0—Nao /1 - Sim

. Sangramento: 0 —N&o /1 - Sim

217.

Ascite: 0—Nao/1-Sim

28.

Perda de Peso: 0—N&do /1-<10%/2 ->10%

ESTADIAMENTO PRE-OPERATORIO

29.

EDA:0-Né&o/1-Sim

30.

Diametro da Lesdo na EDA (cm)

31.

Localizacdo I: 1 — Cardia/ 2 — Corpo /3 — Antro / 4 - Linite

32.

Localizacdo II: 1 - Pequena curvatura /2 - Grande
curvatura / 3 - Parede anterior / 4 - Parede posterior /5 -
Circunferencial

33.

Bormann: 1—-1/2-11/3-11/4-1V




34. TC de Abddémen: 0 —Nédo /1 - Sim
35. Espessamento da parede gastrica TC: 0 —N&o /1 - Sim
36. Linfadenomegalia locoregional TC: 0 —N&o /1 - Sim

37.

Metastase a distancia TC: 0 —N&do /1 - Sim

38.

Local da Metastase TC: 1 — figado / 2 — linfonodos ndo
regionais / 3 — periténio / 4 — outros

39. M1TC Outro

40. RNM Abdbmen: 0 —Nao /1 - Sim

41. Espessamento da parede gastrica RNM: 0 —N&o /1 - Sim
42. Linfadenomegalia locoregional RNM: 0 —N&o /1 - Sim
43. Metéstase na RM: 0 —N&o /1 — Sim

44,

Local da Metastase RM 1 — figado / 2 — linfonodos nédo
regionais / 3 — peritbnio / 4 — outros

45. M1RM Qutro

46.PET -CT:0-N&o/1-Sim

47. Captacdo em parede gastrica PET: 0 —N&do/ 1 - Sim
48. Linfadenomegalia locoregional PET:0 — N&o /1 - Sim

49.

Metéastase PET: 0 — N&o / 1 — figado / 2 — linfonodos néo
regionais / 3 — peritonio / 4 — outros

50.

ECO-EDA:0-Ndo/1-Sim

51l

Profundidade de Invasdo ECO — EDA: 1 — Mucosa / 2 —
Submucosa / 3 — Muscular / 4 — Sub — serosa /5 —serosa / 6
— gordura adjacente / 7 - 6rgdos adjacentes

52.

Doenca linfonodal ECO — EDA: 0 —N&o/ 1 - Sim

53.

Pungdo Linfonodal ECO — EDA: 0 — Negativa / 1 — Positiva
/ 2 — N&o Realizada

54.

Laparoscopia: 0 —N&o /1 - Sim

95.

Invasdo de serosa Laparoscopia: 0 —Nao/ 1 - Sim

56.

Doenca Linfonodal Laparoscopia: 0 — N&o /1 - Sim

S7.

Lavado peritonial laparoscopia: 0 — Ndo Realizado / 1 —
positivo / 2 — negativo

58.

Doenca metastéatica laparoscopia: 0 — ndo / 1 — peritdnio / 2
— figado / 3 — outros




ESTADIAMENTO CLINICO

59. T: 1/2/3/4

60. N: 0/1

61. M: 0/1

TRATAMENTO

62. Tratamento Inicial: 1 — QT neoadjuvante /2 — cirurgia/ 3 -
QT paliativa / 4 — Rtx neoadjuvante / 5 — QT + Rix
Neoadjuvantes 6- LE ndo terapéutica ou Cirurgia Paliativa
sequida de QT paliativa

63. Data de Inicio do tratamento

64. ESQUEMA QT NEO: 0 — N&o realizou QT Neo /1 - DCF/
2-ECF/3-ECX/4-EOX/5-O0OUTRO: (QUAL:
)

65. ESQUEMA QT PALIATIVA: 0 — N&o iniciou o tratamento
por QT Paliativa / 1 — ELF / 2 — Qutro esquema / esquema
ignorado (QUAL.: )

CIRURGIA

66. Data da Cirurgia (DD/MM/AAAA):

67. Intuito da Cirurgia: 1 — curativo / 2 — paliativo

68. Tipo: 1 — GT / 2 — GST / 3 — Degastrectomia / 4 -
Gastroenteronanastomose / 5 — jejunostomia 6- Lapatotomia
ndo terapéutica

69. Linfadenectomia: 1 - D1 /2 -D2/ 3 - D3/ 0 - Néo
realizada

70. Gastrectomia ampliada: 0 — Ndo / 1 — bago / 2 — cauda
pancreas / 3 — baco e cauda de pancreas / 4 — colon / 5 -
cabeca do pancreas / 6 — outro

71. Gastrectomia ampliada Outro

72. HIPEC: 1 - SIM / 2 — N&o (Anotar Qual Droga) Ainda néo
colhida

73. Tempo cirargico (min):

74. Morbidade: 0 —Nao /1 -Sim

75. Complicagdes clinicas p6s op: 0 — Nenhuma /1 -PNM /2 -
atelectasia/ 3 - ICO/IAM/4-AVC/5-1TU/6-IRA/7
— Infecgéo de cateter central / 8 — Outras

76. Complicacg6es cirurgicas pés op: 0 — Nenhuma / 1 — Fistula
pancreatica / 2 - fistula duodenal / 3 - Fistula de
anastomose es6fago-jejunal / 4 — Fistula de gastro-entero-
anastomose / 5 — Eventragdo ou evisceracdo / 6 — Infecgéo
FO / 7 — Abscesso intra-cavitario / 8- Estenose de
anastomose esdfago-jejunal / 9 — Outras

77. Outras Morbidades

78. Obito Pés op: 0 — N&o /1 - Sim

79.UTI: 0—-Né&o/1-Sim

80. Dias UTI:

81. Dias de internagéo:

82. Transfusdo Sanguinea: 0 —N&o/ 1 - Sim




ANATOMOPATOLOGICO

83. T: 1/2/3/4

84. Profundidade da Invasdo: 1- Mucosa / 2- Submucosa / 3-
Muscular Prépria / 4- Subserosa / 5- Serosa / 6- Gordura
Adjacente / 7 — Orgdos Adjacentes

85. Orgdos Adjacentes Qual

86. N: 0/1/2/3

87. Numero de Linfonodos Ressecados:

88. Numero de Linfonodos Acometidos:

89. M: 0/1

90. M1 - Local

91. Citologia: 0 - Negativa / 1 — positiva / 3- Suspeita / 4 -
Ignorada

92. Ressec¢do: 0—-RO/1-R1/2-R2

93. Tipo Histologico Laurén: 1. Difuso / 2. Intestinal / 3. Misto /
4. Néo classificado

94. TIPO HISTOLOGICO — WHO: 1 — Tubular / 2 — Anel de
Sinete / 3 — Indiferenciado / 4 — mucinoso / 5 — Outros
(Qual: ) 6- Ndo Classificado

95. Tipo Histoldgico Carneiro: 1 — Glandular / 2 — Células
Isoladas / 3 — Misto / 4 — Solido / 5- Nao Classificado

96. Grau Histoldgico: 1 — Bem diferenciado ou Baixo Grau / 2 —
Moderamente diferenciado / 3 — Pouco diferenciado ou
Indiferenciado ou Alto Grau

97. Invasdo Perineural: 0 —Nao/1 - Sim

98.1VS:0-N&o/1-Sim

99.IVL: 0-N&o/1-Sim

100. Tratamento Adjuvante: 0 —N&o /1 - Sim
101. Tipo de Tratamento Adjuvante: 1 — Rtx / 2 — QT /
Rtx + QT
RESULTADOS ONCOLOGICOS
102. Recidiva: 0 —N&o /1 - Sim
103. Local de Recidiva (primeiro sitio): 1 — Local / 2 -

Linfonodos / 3 — figado / 4 — pulméo / 5 — 0ssos / 6 — SNC /
7 — Outro (QUAL.: ) / 8 — Recidiva em local
desconhecido / 9 — Paciente ndo operado ou metastatico ao
diagnostico / 10 — Peritbnio / 11 - Pleura

104. Data recidiva: DD/MM/AAAA

105. Obito: 0 — N&o /1 — Sim

106. Data do Obito: DD/MM/AAAA

107. Status: 1 — Vivo sem doenga / 2 — Vivo com doenca /
3 — Morto pelo cancer / 4 — Morto outra causa (QUAL.:

)
108. Data do Status: DD/MM/AAAA
109. Outra causa de Obito:

Observagoes:




Anexo 3 - Protocolo de Extracdo de DNA — tecido congelado (Fenol/cloroformio)

De acordo com protocolo utilizado para extracdo de DNA de tecido
congelado, foram adicionados 600 ul de Tampé&o de Digestdo (30ul de 0,5M EDTA,
15ul sodium dodecysulphate 20%, 15 pl NaCl 4M, 6 ul Tris-HCI 1M pH 8,0, 519 pul
de agua MilliQ, 15 ul Proteinase K 20 ug/ul) ou 600 ul do tampédo Cell Lysis
Solution (Gentra Puregene Blood Kit - Qiagen) ao tubo de 1,5 ml contendo o tecido
(<100 mg de tecido). A Proteinase K também foi adicionada quando utilizado o
tampdo da Qiagen. Em seguida, as amostras foram incubadas a 55°C em agitacao
(700rpm) por 18 horas.

Na etapa seguinte, ocorreu a centrifugacdo do tubo Phase Lock Gel (PLG) por
1 min a 13.200 rpm e transferéncia da amostra para o tubo PLG. Foram adicionados
600 pl de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico as amostras e homogeneizadas por
inversdo por 1 min. Apds centrifugacdo por 10 min a 13.200 rpm, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo PLG. Apos adicdo de 600 ul de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1), as amostras foram novamente homogeneizadas e
centrifugadas por 10 min a 13.200 rpm.

Foram adicionados 600 pl de cloroférmio direto no tubo PLG, e as amostras
foram homogeneizadas por 1 min e centrifugadas por 10 min a 13.200 rpm. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo (2,0 ml) e foram adicionados 0,5 ul de
glicogénio (20 mg/ml) e 800 ul de EtOH 100 % gelado. Apds a homogeneizacgéo por
inversdo, e incubacdo por 1 hora a -20°C , os tubos foram centrifugados por 30 min a
14.000 rpm a 4°C.

Removido o sobrenadante, o pellet foi lavado com 1ml de EtOH 70% gelado,
ressuspendido na primeira lavagem e centrifugado por 2 min a 14.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi removido e as amostras foram deixadas expostas a temperatura
ambiente para secagem do pellet. Ao pellet foi adicionado 50 ul de H,O, e seguiu-se
a incubacéo a 55°C por 10 minutos, e incubagdo overnight a 4°C.

As amostras de DNA extraido foram quantificadas e armazenadas em freezer
-20°C.



Anexo 4 - Protocolo de Extragdo de DNA — sangue (Gentra Puregene Blood Kit,
(Qiagen)

Amostras de 20 mL de sangue periférico foram coletadas de maneira
convencional em tubos contendo EDTA e estocadas a 4°C. A separagao dos
linfocitos foi realizada por TE 1X pH 8,0 (buffy coat), conforme protocolo
estabelecido pelo laboratorio. A partir de um tubo de 1,5mL contendo o buffy coat,
foi realizada a extragdo de DNA através do Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen).

Ao tubo contendo o buffy coat, foram adicionados 600uL de solugdo de lise
celular (Cell Lysis Solution), seguindo-se uma incubagdo da mistura a 37°C,
overnight, com agitacdo a 1.000rpm. Foram adicionados 140ul. de solugdo de
precipitagdo protéica (Protein Precipitation Solution) ao lisado de células. A mistura
foi entdo homogeneizada vigorosamente em um vortex por 20 segundos e incubada
no gelo por periodo de 5-15 minutos. Apds a incubacdo, a solucdo foi entdo
centrifugada a 14,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um tubo limpo de 1,5 mL .

Apds adicdo de 600uL de Isopropanol 100% , a mistura foi homogeneizada
por inversdo e em seguida, centrifugada al4.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e foi adicionado sobre o mesmo, 1ml de etanol 70%. O
tubo foi invertido varias vezes para lavar o precipitado de DNA e em seguida, foi
centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado
novamente. A lavagem foi repetida por duas vezes. As amostras foram deixadas
expostas a temperatura ambiente para total evaporagdo do etanol.

Ao DNA precipitado, foi pipetado 100uL de H20 Sigma ou Milli-Q. Seguiu-
se a incubagdo por 20 minutos a 55°C, e em seguida, incubagdo overnight a 4°C. O
DNA foi quantificado utilizando-se o Nanodrop e a integridade avaliada em gel de
agarose 0,8%. As amostras de DNA genomico extraido foram armazenadas a-20°C

até o momento de analise.



Anexo 5 - Relato de caso submetido a publicagao

TP53 mutation R337H in gastric cancer tissues of a 12-year-old boy: evidence of

chimerism involving a common mutant founder haplotype
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Running title: TP53 R337H germline mutation chimerism in childhood gastric cancer

Abstract

We report a case of invasive, non-diffuse gastric cancer in a Brazilian 12-year- old
boy diagnosed with metastatic disease and deceased seven months after surgery.
DNA from intra-surgical biopsies revealed TP53 mutation at codon 337 (p.R337H)
in samples containing transformed cells (dysplasia, tumor and metastasis) but not
non-transformed cells (incomplete intestinal metaplasia).  This haplotype
corresponds to a common founder mutation in South Brazil and was present in the
genome of the patient’s father. Presence of this haplotype in tumor, but not non-
tumor tissues suggests a rare case of microchimerism in this patient, who may have
harbored a small number of mutants originating from another individual, perhaps
a vanished dizygotic twin. This observation calls for caution in assessing the genetic
status of patients with early or multiple cancers in populations with common
founder mutations.

Keywords: TP53, Li-Fraumeni syndrome, Founder effect, gastric cancer



Case report

A 12-year-old boy with no documented familial history of cancer presented with
weakness, malaise, abdominal pain, dysphagia and loss of 14kg before referral.
Upper digestive endoscopy detected a 3.5cm-ulcerated lesion in the cardia. Surgery
revealed a gastric tumor with lymph-node involvement, histopathologically proven
liver metastasis and probable diaphragm, esophagus and celiac axis infiltration.
Gastrostomy was performed and the patient received chemotherapy with CUFE
scheme without significant response. He deceased with disseminated disease after

seven months.

Genetic and Molecular Pathology findings

Endoscopic biopsies included intestinal metaplasia in cardia (S1) and high-grade
dysplasia/in situ carcinoma in stomach (S2). Surgical biopsies included liver
metastasis (S3M) and well-differentiated gastric adenocarcinoma (S3G). TNM
classification was TAN2M2. Despite early-onset, tumor histology did not support a
case of Hereditary Diffuse Gastric Cancer (HDGC). Immunohistochemistry showed
membrane E-cadherin in tumor cells. No alterations were found in MLH1, MSH2,
PMS2 and MSH6 expression, ruling against extra-colonic manifestation of Lynch
Syndrome. Nuclear accumulation of p53 was detected in S2, S3M and S3G (Figure
1). Sequencing of TP53 exons 2 to 11 identified wild-type sequence in S1 while S2,
S3G and S3M showed mutation at codon 337 (1010G—A, p.R337H) (Figure 2).
This mutation occurs in the germline of about 1:300 individuals (0.3%) in Southeast
Brazil as the consequence of a founder effect predisposing to early cancer. Tumor
patterns in p.R337H families are consistent with Li-Fraumeni (LFS) or Li-Fraumeni-
like Syndrome (LFL) (1,2).

The founder haplotype is characterized by the T allele of SNP 28 (rs9894946) (3).
This allele was detected in the patient’s samples containing p.R337H but not in those
with wild-type sequences (Figure 2). Allele-specific PCR demonstrated that
p.-R337H was located on this haplotype, identical to the founder haplotype (not
shown). Presence of p.R337H was confirmed by Restriction Length Fragment
Polymorphism (RFLP) using Hhal, which cut within codon 337, in S2, S3G and

S3M but not in S1. Genomic DNA was obtained from father, mother and one



brother. The mutant haplotype was constitutive in the father’s genome, whereas
mother and brother were wild-type for TP53. DNA from peripheral blood cells of

the patient was not available.

Discussion

The TP53 mutation p.R337H borne by a haplotype carrying the T allele of 19894946
was detected in tumor and metastasis but not in non-cancer tissues of a 12-year-old
patient. According to the IARC TP53 database, this mutation has never been

reported as a somatic mutation in human cancer (http:// www-p53.iarc.fr). In

contrast, it is a well-documented germline mutation predisposing to multiple cancers
in the population of Southeast Brazil, where it frequently occurs due to a founder
effect (3). Consistent with a germline origin, the mutant haplotype was found in the
father’s DNA. These observations suggest that the patient may have harbored two
populations of cells, one containing the paternal TP53 wild-type allele, and another
one containing the paternal TP53 mutant allele, the later present at very low levels,
undetectable by sequencing in most tissues. This observation would be consistent
with genetic microchimerism. Microchimerism refers to harboring a small number
of cells or DNA from a genetically different individual, often due to maternal-fetal or
feto-fetal trafficking during pregnancy (4,5). In this patient, we suggest
microchimerism due to feto-fetal cell trafficking between dizygotic twin fetuses, one
of whom had the paternal mutant haplotype and underwent early developmental
failure. This is, to our knowledge, the first report of microchimerism for a cancer-
causing germline mutation. Due to incomplete penetrance, histories not matching
LFS/LFL criteria and solitary childhood cancers have been reported in p.R337H
families. Testing tumor DNA in addition to genomic DNA should be considered in

patients presenting early cancer in populations with common founder alleles.



Figure Legends

Figure 1:

Immunodetection of p53 in a gastric cancer biopsy. Section was immunostained

with anti-p53 DO7 (Dako) using standard protocols.. Bar: 10 pm;
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Figure 2:

Sequence at codon 337 of TP53 and at SNP rs9894946 in DNA extracted from
biopsies in the patient (a, b, ¢) and from the father’s peripheral blood cells (d).

Sequencing was performed as described in (http://www-

pS3.iarc.fr/Download/TP53 DirectSequencing IARC.pdf)
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