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RESUMO - Racional: Biomarcadores sdo macromoléculas presentes no organismo
gue podem estar relacionadas com células neoplasicas. Nenhum deles para
diagndstico para prevencao secundaria foi definido para o cancer géastrico. Objetivo:
Investigar a expressao imunoistoquimica das proteinas beta-catenina e c-MYC no
cancer gastrico e correlaciona-las com a agressividade dos tumores do estdémago.
Método: A amostra consistiu em laminas histopatoldgicas, coradas por H&E e blocos
de parafina, e realizada imunomarcacdo. Dados clinicos retrospectivos foram
coletados. As informacdes clinicoepidemioldgicas foram cruzadas com o resultado
obtido pela imunomarcacao e sua analise estatistica. Resultado: Houve predominio
de homens (69,1%), com idade média de 63,8 anos, predominando les&o localizada
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no antro (54,5%), pouco diferenciada (49,1%) com células em anel de sinete em 30%
dos casos. Em média foram ressecados 18 linfonodos e em 30% ndo foram
detectados linfonodos acometidos. Em 42,7% ja havia metastase a distancia,
predominando figado (61,7%). O estadio IV foi a classificacdo de 43,6%, ndo sendo
detectado invasao angiolinfatica em 77,3% e perineural em 65,5%. O tratamento foi
cirrgico e quimioterapico em 87,3%, com ressec¢cao RO em 79,1%. O c-MYC foi
negativo em 99,1% e a beta-catenina néo foi expressa em 90,9%, sendo inconclusiva
em 6 casos. Conclusdo: A expressao imunoistoquimica dessas proteinas nos tecidos
com cancer gastrico nao foi observada. Os biomarcadores analisados, c-MYC e beta-
catenina, ndo apresentaram associagdo com a agressividade tumoral neste cancer.

DESCRITORES - c-MYC. Beta-catenina. Cancer gastrico. Biomarcadores tumorais.,

ABSTRACT - Background: Biomarkers are macromolecules present in the body that
may be related to neoplastic cells. None of them for diagnosis for secondary prevention
were defined for gastric cancer. Objective: To investigate the immunohistochemical
expression of beta-catenin and c-MYC proteins in gastric cancer and to correlate them
with the aggressiveness of gastric tumors. Method: The sample consisted of
histopathological slides, stained by H&E and paraffin blocks, and immunostained.
Retrospective clinical data were collected. Clinical and epidemiological information
was cross-referenced with the result obtained by immunostaining and its statistical
analysis. Results: There was a predominance of men (69.1%), with a mean age of
63.8 years, with a predominance of lesions located in the antrum (54.5%), poorly
differentiated (49.1%) with signet ring cells in 30 % of cases. On average, 18 lymph
nodes were resected and in 30% no affected lymph nodes were detected. In 42.7%
there was already distant metastasis, predominantly liver (61.7%). Stage IV was the
classification of 43.6%, not being detected angiolymphatic invasion in 77.3% and
perineural in 65.5%. Treatment was surgical and chemotherapy in 87.3%, with RO
resection in 79.1%. c-MYC was negative in 99.1% and beta-catenin was not expressed
in 90.9%, being inconclusive in 6 cases. Conclusion: The immunohistochemical
expression of these proteins in tissues with gastric cancer was not observed. The
analyzed biomarkers, c-MYC and beta-catenin, showed no association with tumor
aggressiveness in this cancer

KEYWORDS - c-MYC. Beta-catenin. Gastric cancer. Tumor biomarkers.

INTRODUCAO

A cada ano cerca de 990.000 pessoas séo diagnosticadas com cancer gastrico
em todo o mundo, sendo que 738.000 morrem desta doenca (FERLAY et al., 2008).
Estes dados mostram que esta neoplasia € a quarta mais prevalente e a segunda
maior causa de morte por cancer no mundo (JEMAL et al., 2011). O cancer gastrico
também é responsavel por um dos maiores fardos sociais associados a neoplasias,
gquando medida por anos de vida perdidos e deficiéncias adquiridas
(SOERJOMATARAM et al., 2012).

Cerca de 90% dos casos sdo de adenocarcinomas, surgindo a partir das
glandulas da mucosa. Outros tipos de cancer do estbmago incluem linfomas de tecido
linfoide associado a mucosa (MALT), leiomiossarcomas, tumores estromais
gastrointestinais (GIST) e tumores carcinoides (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2016; KARIMI et al., 2014; INCA, 2019).

Vérios fatores estdo associados com a patogénese desta neoplasia, podendo
ser agrupados em dois grupos: ambientais e genéticos. A infeccdo crénica pelo
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Helicobacter pylori, bactéria gram-negativa, € o principal fator de risco (INCA, 2019;
PLUMER et al., 2015; KARIMI et al., 2014). Histéria familiar positiva também é assim
considerada (BERNINI et al., 2006). Entre 1-3% dos casos desta neoplasia estao
associados a disturbios hereditarios (LYNCH et al., 2005).

A resseccao operatéria com ampla margem de tecido normal ou a ressecc¢ao
endoscOpica persiste como o tratamento padrdo do cancer gastrico quando ha
intencdo curativa (JAPANESE GASTRIC CANCER ASSOCIATION 2017;
JOHNSTON et al., 2019; SMYTH et al., 2020). Os pacientes sem doenca metastatica
e sem invasdo de estruturas vasculares irressecaveis sdo candidatos a este
tratamento curativo (AOYAMA et al., 2017).

Apesar dos avancos das opc¢des terapéuticas do cancer gastrico nas ultimas
décadas, como técnicas operatérias minimamente invasivas, quimioterapia,
radioterapia e terapia neoadjuvante, as taxas de sobrevida em cinco anos
permanecem baixas (TAN, 2019), em torno de 20% (ISOBE et al., 2011).

A disseminacdo metastatica é fatal, causando efeito de massa e falha na
homeostase fisioldgica. Durante as ultimas duas décadas, a proporcao de pacientes
com cancer gastrico que apresentam metastases aumentou para mais de 40%
(BERNARDS et al., 2013; THOMASSEN et al., 2014). Devido a evidente influéncia
prejudicial da disseminacdo metastatica na sobrevida do cancer gastrico, esforcos
devem ser empreendidos para sua prevencado, diagnostico precoce ou tratamento
(THOMASSEN et al., 2014).

Diversos fatores prognésticos foram relatados como marcadores de
agressividade do adenocarcinoma gastrico. Estes fatores podem estar relacionados
as caracteristicas do tumor, ao acometimento linfonodal e a presenca de
disseminacao da doenca a distancia. A maior parte destes fatores pode ser avaliada
a partir do estadiamento pré-operatorio (TANIGUCHI et al., 2019).

Atualmente, ndo existem métodos de rastreamento para detectar o cancer
gastrico e como a maior parte dos pacientes em fase inicial da doenca é assintomatico
ou oligossintomatico, o diagndéstico € realizado em estagio mais avancado em cerca
de 70% dos pacientes (TAN, 2019). Para melhorar a sobrevida e diminuir a
mortalidade, a estratégia mais estudada é a deteccdo precoce através de triagem
populacional (KARIMI et al., 2014; SHIN et al., 2014).

Os biomarcadores sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em
outros liquidos biologicos, cujo aparecimento ou alteragbes em suas concentracdes
estéo relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas (PACHECO
et al., 2002). Tais substancias funcionam como indicadores da presenca do cancer,
incluindo antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas e
horménios e podem ser produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo, em
resposta a presenca do tumor (ALONZO, 2005).

Vérios biomarcadores foram testados para o cancer gastrico, porém a maioria
falhou nos estudos de validacdo. Nenhum marcador de diagndstico para prevencao
secundaria foi definido e isto pode estar relacionado com o fato desta neoplasia ser
considerada doenca heterogénea, aonde cada paciente exibe um perfil genético e
molecular distinto. No cancer gastrico possuem maior uso clinico no acompanhamento
terapéutico e na definicAo prognostica, assim como preditor de recorréncia
(MATSUOKA et al., 2018).

O c-MYC é oncogene que codifica um fator de transcricdo que desempenha
papel fundamental na proliferagdo, crescimento, diferenciacdo e apoptose celular
(FAN et al., 2001), sendo descrito como elemento-chave de varios processos de
carcinogénese em seres humanos (KRETZNER et al., 1992). A sua superexpressao
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foi descrita em mais de 40% dos canceres gastricos (MILNE et al., 2007), podendo
haver associacao entre a expressao de c-MYC e as caracteristicas histopatolégicas e
agressividade desta neoplasia (XU et al.,, 2001; HAN et al., 2016). Portanto, a
expressdo de c-MYC pode representar fenotipo agressivo de cancer gastrico e pode
estar relacionada com a sobrevida restrita em estagios avancados (KHALEGHIAN et
al., 2015).

A beta-catenina € proteina multifuncional, que desempenha funcdo como
proteina de adesdo e como fator nas vias de sinalizacdo, principalmente as
relacionadas com a Wnt (SCHWEIZER et al., 2003). A sua regulacédo negativa diminui
a capacidade de as células aderirem umas as outras, o que induz a sua separacao do
tumor primario, levando a infiltragcdo nos tecidos circundantes (KABASHIMA et al.,
2005). Assim, niveis anormais de expressdo da beta-catenina sdo potenciais
marcadores da invasdo submucosa no cancer gastrico precoce (TANAKA et al., 2002).
A ativacdo da sinalizagdo da beta-catenina é encontrada em cerca de 30-50% dos
casos de cancer gastrico (CHIURILLO, 2015), geralmente associado ao tipo difuso e
metastases a distancia (EBERT et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi investigar a expressdo imunoistoquimica das
proteinas beta-catenina e c-MYC nos tecidos de pacientes com cancer gastrico e
correlaciona-las com a agressividade desse tumor

METODO

Trata-se de pesquisa longitudinal retrospectiva realizada no periodo de junho
de 2017 a dezembro de 2019 na Faculdade Evangélica Mackenzie do Parang,
Curitiba, PR, Brasil, e Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Universitario
Evangélico Mackenzie, Curitiba, PR, Brasil. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente sob nimero 1.999.670,
estando de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude (CNS/MS).

Amostra

Consistiu em laminas histopatolégicas coradas por H&E e blocos de parafina
provenientes de 110 pacientes. A amostra foi selecionada a partir do CID 10: C16.
Foram selecionados pacientes com este diagnostico submetidos a ressecc¢ao parcial
ou total do estbmago no periodo de 2000 a 2016. Apés a selecdo dos casos, foi
realizada a pesquisa dos respectivos blocos de parafina contendo tecido tumoral e
suas laminas coradas com H&E.

Cada amostra foi identificada e processada conforme as técnicas histolégicas
de rotina, conservadas em solucao formol, tamponadas e fixadas em parafina. Apos
este processo, eram submetidas a avalia¢do histolégica para inclusédo no estudo. Nos
blocos realizou-se a imunomarcacéo para os biomarcadores c-MYC e beta-catenina.

Apés a selecdo dos pacientes que possuiam bloco viavel de ser incluido no
estudo, iniciou-se a busca por informacdes clinicas de cada caso, utilizando-se o
prontuario eletrénico, PEP e o laudo anatomopatoldgico do tumor gastrico. Cada caso
incluido foi inserido em um protocolo padronizado que era constituido pelas seguintes
variaveis: nome, data de nascimento, idade ao diagndstico, género, nimero do bloco
de parafina, diagnostico histoldgico, local do tumor primario, presenca de células em
anéis de sinete, TNM patoldgico, tamanho do tumor, nimero de linfonodos acometidos
e ressecados, local da metastase ao diagnostico (se houvesse), classificacdo Union
for International Cancer Control (UICC), grau de diferenciagdo do tumor, presenca de
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invasédo angiolinfatica e perineural, tratamento primario realizado, status da resseccéo
cirdrgica e a leitura das imunomarcacoes do c-MYC e beta-catenina.

Variaveis analisadas

Os pacientes foram classificados em género masculino e feminino. Os tumores
eram classificados de acordo com o seu tamanho medido em centimetros, obtido
através da analise do laudo anatomopatologico. Também foram divididos de acordo
com sua localiza¢ao primaria em antro, corpo e fundo. Em alguns casos a localizacéo
do tumor suplantava uma topografia, sendo denominado duplamente como fundo e
corpo. Alguns pacientes ja se apresentavam com metastase a distancia desde o
momento do diagnadstico. Eles foram classificados conforme o local da metastase em
hepética, peritbnio, 6sseo, pulmao, pancreas, baco e omento. O laudo histolégico foi
classificado conforme o grau de diferenciacéo descrita pela UICC em: indeterminado,
pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e muito diferenciado (HU et al.,
2012). Na sequéncia os blocos de parafina e as laminas do grupo adenocarcinoma
foram encaminhados para a imunoistoquimica. A presenca de células em anel de
sinete foi classificada como presente ou ndo presente. O estadiamento tumoral foi
baseado na 82 edicdo do sistema de classificacdo TNM (HAYES et al.,, 2017. O
achado de invasdo angiolinfatica e perineural foi classificado como presente ou
ausente. O tratamento foi dividido em cirdrgico, cirargico com quimioterapia e cirdrgico
associado a quimioterapia e radioterapia. O status da resseccao cirurgica dizia
respeito ao que foi encontrado pela patologia na avaliacdo da peca cirargica. Foi
utilizado a classificacdo da UICC (HU et al., 2012), padronizou-se: RO como ressec¢ao
completa, margens histologicamente negativas, sem tumor residual deixado apés a
resseccdo; R1 como resseccdo incompleta, margens histologicamente envolvidas,
com tumor microscépico mantendo-se apos a ressecc¢ao cirdrgica do tumor; e R2
como resseccao incompleta, margens envolvidas ou tumor macroscopico permanece
apos a resseccao cirdrgica. O numero de linfonodos ressecados e o de acometidos
foi classificado de acordo com a quantidade.

Os critérios de inclusdo consistiram em pacientes maiores de 18 anos,
portadores de cancer gastrico confirmado por analise histopatol6gica de material
bioldgico proveniente de amostra tumoral representativa no bloco de parafina para
que pudesse ser obtido pelo menos 3 cortes de material de qualidade adequada e em
bom estado de preservacgao.

Os critérios de exclusdo foram pacientes com tratamentos prévios,
guimioterapicos ou radioterapicos, com prontuarios contendo dados incompletos,
impossibilidade de se conseguir o bloco de parafina ou quando a analise
histopatoldgica ndo confirmou cancer gastrico.

Técnica imunoistoquimica

Os casos foram submetidos a técnica da imunoperoxidase, realizada em
instrumento Benchmark Ultra™, com processamento 3 em 1 integrado,
compreendendo a desparafinizacdo, re-hidratacdo e recuperagdo antigénica, com
tampdes Cell Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo).

A incubacdo com anticorpos primarios durou entre 16-20 min em temperatura
ambiente. A amplificacdo foi realizada por Ultraview Universal DAB Detection Kit®. O
processamento foi todo realizado em plataforma automatizada Ventana Benchmark
Ultra™, utilizando-se os anticorpos anti-c-MYC e o anti-CTNNB1 (Tabela 1). Controles
positivos internos e externos atestaram a fidelidade das reacoes.
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TABELA 1 — Descricédo dos anticorpos utilizados com seus respectivos fabricantes e

diluicdes
Proteina Anticorpo Marca Especificacdo | Diluicdo | Cédigo do produto
c-MYC Anti-c-MYC, cloneMYC275+MYC909 | MEdaysis AMR* 1:100 MC0134
Beta-catenina Anti-CTNNB1, monoclonal LSBio AMR* 1:50 LS-C311950/77007

*AMR=anticorpo monoclonal de rato

ApoOs a realizagdo da imunomarcagédo, as laminas obtidas foram laudadas no
microscopio Olympus CX31 por 2 patologistas diferentes, em tempos distintos. Foram
utilizados os seguintes parametros: 1) marcacado positiva para a beta-catenina: na
presenca de marcacao na superficie interna da membrana celular; para o c-MYC:
quando expressado no nucleo celular. Foi considerada marcagédo negativa quando o
anticorpo nao foi visualizado em nenhuma localizacdo histolégica, ou seja, com
auséncia de marcagdo. Foi considerado inconclusivo quando ndo houve a
possibilidade de realizar a leitura da lamina devido a qualidade inadequada da
amostra.

Confeccgéo dos blocos multiamostrais

Utilizou-se nesta pesquisa um aparelho manual para confec¢cdo dos blocos
multiamostrais da marca Tissue Tek Quick-Array™. Ele contém pincas acopladas com
didmetros variando de 1-3 mm, responsaveis pela extracao da area desejada para a
realizacdo da imunoistoquimica. A técnica completa para a montagem dos blocos
multiamostrais, seguiu 0s seguintes passos: selecdo das areas nas laminas coradas
em H&E, que continham maior representacdo da neoplasia, sendo essas areas
marcadas com caneta de retroprojetor; baseando-se nas marcacfes feitas nas
laminas, foram realizadas as mesmas marcac¢des nos respectivos blocos de parafina
e denominados doadores.

Foi criada em planilha Excell® uma tabela dos referidos casos, semelhante a
um mapa cartesiano com 10 colunas e seis linhas. A primeira célula desta tabela ficou
em branco, pois ela serviu de marcacdo para o inicio da leitura das laminas. Nas
demais foram anotados os numeros de registros dos casos. O bloco multiamostral foi
confeccionado a partir de um molde de parafina contendo 24 orificios (6x4) com
diametros de 2 mm. O objetivo deste molde era reproduzir a tabela supracitada. A
primeira célula, correspondia ao primeiro orificio deste molde, que foi destinado a um
tecido nao relacionado ao estudo, neste caso um fragmento de placenta. Apos a
criacao das tabelas, os blocos doadores eram organizados em uma bancada; iniciava-
se a extracdo das areas marcadas dos blocos doadores com o equipamento manual
de TMA. Posteriormente, os fragmentos eram alocados nos orificios correspondentes
no molde de parafina, obedecendo a ordem criada na planilha Excell®. Apés o
preenchimento de todos os orificios, os moldes foram emblocados em parafina e cada
bloco era submetido a microtomia de 5 um e colocados em laminas Superfrost Plus
(hidrofilica).

Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram descritos por médias, desvios-padrao, valores
minimos e maximos (variaveis quantitativas) ou por frequéncias e percentuais
(variaveis categoricas). Para a andlise da associacao entre variaveis categoricas e o
marcador beta-catenina, foi usado o teste exato de Fisher ou o Qui-quadrado. Para a
comparacao das classificacbes negativo e positivo de beta-catenina, em relacéo a
variaveis quantitativas, foi usado o teste t de Student para amostras independentes
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ou o nao-paramétrico de Mann-Whitney. Para as comparacfes das classificacoes
negativo, positivo e inconclusivo, foi usado o modelo de analise da variancia (ANOVA)
com fator ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional
Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA.

RESULTADOS

A variacdo de idade foi de 27-88 anos (média 63,8) e desvio-padrdo de 12,3
anos. O predominio foi de homens (69,1%).Em 60 pacientes (54,5%), o tumor estava
localizado no antro gastrico. O corpo foi a localizagédo de 23 (20,9%) tumores. Em 22
pacientes (20%) a lesdo se estendia entre o fundo e o corpo gastrico. A presenca de
células em anel de sinete no resultado anatomopatologico foi identificada em 33
pacientes (30%). O tamanho da leséo variou entre 0,3-22 cm (média 6,2 cm, Tabela
2).

TABELA 2 — Caracteristicas do tumor

Variavel n Classificacéo Resultado*
Localizacao 110 Antro 60 (54,5%)
Corpo 23 (20,9%)
Fundo e Corpo 22 (20%)
Fundo 5 (4,5%)
NOTE / Primary Organ TU 110 Adenocarcinoma 77 (70%)
Adenocarcinoma (Células anel de sinete) 33 (30%)
Tamanho 110 6,2 +3,7 (0,3 -22)

A maior parte dos pacientes, 54 (49,10%) possuiam tumor pouco diferenciado,
de grau lll. Dos demais, 38 (34,5%) eram moderadamente diferenciado, 12 (10,9%)
indiferenciado e 6 (5,5%) bem diferenciado (Figura 1).

Grau de diferenciagdo tumoral

60
50
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FIGURA 1 - Grau de diferenciagao tumoral

Disseminacéo linfonodal e estadiamento

O numero de linfonodos ressecados variou de 6-26, com média de 18 por
procedimento. Em 33 (30%) pacientes, ndo foram detectados linfonodos acometidos
por neoplasia, sendo classificados como NO. Os demais achados encontram-se na
Tabela 3.

TABELA 3 - Disseminacao linfonodal

Variavel n | Classificacdo Resultado*

Percent_ual de linfonodos 110 38% 37% (0%-100%)
acometidos/ressecados
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n 110 [ NO 33 (30,0%)
N1 19 (17,3%)
N2 12 (10,9%)
N3a 30 (27,3%)
N3b 16 (14,5%)

Quarenta e oito pacientes (43,6%) foram classificados como em estéadio IV na
classificagcdo TNM, seguido de 17 (15,5%) no estadio IIB (Tabela 4).

TABELA 4 — TNM patoldgico

Variavel | n | Classificacdo n (%)

TNM 110 [0 2 (1,8%)
1A 5 (4,5%)
1A 13 (11,8%)
1A 4 (3,6%)
1B 6 (5,5%)
11B 17 (15,5%)
1B 9 (8,2%)
lnc 6 (5,5%)
\Y 48 (43,6%)

A maior parte dos pacientes encontravam-se no estadio T3 quando do
diagnéstico(n=50, 45,5%), seguindo de 23 casos T4a (20,9%), 16 T2 (14,5%), 10 T4b
(9,1%), 6 Tla (5,5%), 3 T1b (2,7%) e 2 Tis (1,8%, Figura 2).

Estadiamento
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FIGURA 2 — Estadiamento do tumor

Em 47 pacientes (42,7%) ja existiam metastases a distancia quando do
diagnéstico, predominando no figado, com 29 casos (61,7%). A Tabela 5 mostra a
distribuicdo das metastases a distancia e a classificagdo metastatica

TABELA 5 — Disseminacéao linfonodal

Variavel n | Classif n (%)
Metéstase a distancia 110 | Nao 63 (57,3%)
Sim 47 (42,7%)
Metastase a distancia 47 | Figado 29 (61,7%)
(restrito a casos com metastase) Periténio 11 (23,4%)
Péancreas 4 (8,5%)
Baco e omento | 1 (2,1%)
Pulméo 1(2,1%)
Ossea 1(2,1%)
M 110 [ MO 63 (57,3%)
M1 47 (42,7%)

A presenca de invasdo angiolinfatica foi detectada em 25 pacientes (22,7%) e
a perineural em 38 (34,5%, Tabela 6).
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Variavel n | Classif n (%)

Invaséo angiolinfatica | 110 | Ndo detectada | 85 (77,3%)
Presente 25 (22,7%)

Invaséo perineural 110 | N&o detectada | 72 (65,5%)
Presente 38 (34,5%)

Tratamento realizado

A maior parte, 87,3%, foi tratada cirurgicamente, com associacdo de
quimioterapia adjuvante. Em 8,2% dos casos foi realizada somente o procedimento
cirdrgico e em 4,5% a radioterapia com a operacédo e a quimioterapia (Tabela 7).

TABELA 7 — Tratamento realizado

Variavel n | Classificacdo n (%)

Tratamento primario 110 | Cirurgia 9 (8,2%)
Cirurgia + QT 96 (87,3%)
Cirurgia + QT + RT | 5 (4,5%)

Status resseccdo cirdrgica | 110 | RO 87 (79,1%)
R1 13 (11,8%)
R2 10 (9,1%)

A margem cirurgica foi considerada como RO em 87 pacientes (79,1%), R1
em 13 (11,8%) e R2 em 10 (9,1%)

Expressao dos marcadores tumorais
O c-MYC foi negativo em 99,1%. A beta-catenina néo foi expressada em 90,9%
e inconclusiva em 6 (5,5%). Quando positiva, apresentou titulacées iguais, sendo um

caso em cada (Tabela 8).

TABELA 8 — Expresséo dos marcadores tumorais

Variavel n | Classificacdo n (%)
c-MYC 110 | Negativo 109 (99,1%)
Inconclusivo 1 (0,9%)
Beta-catenina | 110 | Negativo 100 (90,9%)
Positivo, 10% (+/++3) 1 (0,9%)
Positivo, 20% (++/++3) | 1 (0,9%)
Positivo, 50% (+++/+3) | 1 (0,9%)
Positivo, 80% (++/+3) 1 (0,9%)
Inconclusivo 6 (5,5%)
Beta-catenina | 110 | Negativo 100 (90,9%)
Positivo 4 (3,6%)
Inconclusivo 6 (5,5%)
c-MYC 110 | Negativo 109 (99,1%)
Inconclusivo 1 (0,9%)

A associagao entre as expressoes dos marcadores e as variaveis demograficas
e clinicas estdo descritas na Tabela 9. Para classificacdes com menos do que 3 casos,
ndo foram apresentados percentuais. Para algumas variaveis, em funcdo do pequeno
namero de casos nas classificacdes, ndo foi possivel a aplicacéo de teste estatistico.

TABELA 9 — Expressao de beta-catenina e variaveis demograficas

Média + desvio-padrao

Variavel Beta-catenina | n ) p*
(min - max)
Idade (anos) Negativo 100 64,4 +£12,1 (27 - 88)
Positivo 4 67,5+ 10,1 (55 - 79)
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Inconclusivo 6 51,2 +9,8 (38 -61) 0,030
Tamanho Negativo 99 6,2+3,8(0,3-22)

Positivo 4 70+29(3,1-10)

Inconclusivo 6 6,3+3,5(2,0-11) 0,688
Percentual de linfonodos | Negativo 100 | 38% + 38% (0% - 100%)
acometidos/ressecados | Positivo 4 | 11% + 15% (0% - 31%)

Inconclusivo 6 5% + 4% (0% - 89%) | 0,328

*ANOVA com um fator (idade); teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (tamanho e propor¢édo de linfonodos
acometidos/ressecados); p<0,05

Para a idade foi encontrada diferenca significativa entre as classificacdes da
beta-catenina. Sendo assim, estas classificacdes foram comparadas 2 a 2 (Tabela
10).

TABELA 10 — Classificacdes de beta-catenina comparadas

ClassificacGes de beta-catenina comparadas ~ p*

Negativo x positivo 1
Negativo x inconclusivo 0,030
Positivo X inconclusivo 0,112

*Teste de Bonferroni, p<0,05

Na Tabela 11 estdo descritos os percentuais calculados em relacédo ao total
nas linhas (“n”)

TABELA 11 — Percentuais de beta-catenina calculados em relacao ao total

Variavel | Classificagdo | n Beta-catenina p*
Negativo | Positivo | Inconclusivo
Sexo Feminino 34[32(94,1%) [ 1 (2,9%) | 1 (2,9%)
Masculino 76 | 68 (89,5%) | 3 (4%) 5 (6,6%) 0,708
Localizacdo | Antro 60 |55 (91,7%) | 1 (1,7%) | 4 (6,7%)
Corpo 23[21(91,3%) | 1 (4,4%) | 1 (4,4%)
Fundo e corpo | 22 | 20 (90,9%) | 1 (4,6%) 1 (4,6%)
Fundo 5| 4(80%) | 1(20%) -
g%‘;li/?amary Adenocarcinoma 77 70 (90,9%) | 4 (5,2%) | 3(3,9%)
g:':i's‘;:”e' 33 | 30(90,9%) | 0(0%) | 3(9,1%) | 0,240
Invaséo Tis 2 2
T3 50 46 (92%) 3(6%) | 1(2%)
T4b 10 8 (80%) 1(10%) | 1(10%)
T4a 23 | 22(95,7%) 1 (4,4%)
Tla 6 5 (83,3%) 1 (16,7%)
T2 16 14 (87,5%) 2 (12,5%)
T1b 3 3 (100%) -
N NO 33 | 30(90,9%) | 2(6,1%) | 1(3%)
N1 19 | 17(895%) | 1(5,3%) | 1(5,3%)
N2 12 | 11(91,7%) [ 1(8,3%)
N3a 30 27 (90%) 3 (10%)
N3b 16 | 15 (93,8%) 1(6,3%) | -
Heesased o 63 | 56(88,9%) | 3(4,8%) | 4 (6,4%)
1 47 | 44(936%) | 1(2,1%) | 2(4,3%) [ 0,672
Mestase a | Figado 29 | 26(89,7%) | 1(35%) | 2 (6,9%)
Peritoneo 11 11 (100%)
Pancreas 4 4 (100%)
Baco e omento 1 1
Pulméo 1 1
Ossea 1 1 -
M MO 63 | 56(88,9%) | 3(4,8%) | 4(6,4%)
M1 47 | 44(93,6%) | 1(2,1%) | 2 (4,3%) [ 0,672
TNM 0 2 2
1A 5 4 (80%) 1 (20%)
1A 13 | 11(84,6%) |2 (15,4%)
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1A 4 3 (75%) 1 (25%)
1B 6 6 (100%)
1B 17 17 (100%)
1B 9 7 (77,8%) 2 (22,2%)
e 6 5(83,3%) |1 (16,7%)
v 48 | 45(938%) | 1(21%) | 2(42%) | -
Diferenciacdo || (Bem) 6 6 (100%)
1l (Moderadamente) 38 35(92,1%) | 1(2,6%) | 2(5,3%)
11l (Pouco) 54 | 48(88,9%) | 3(5,6%) | 3(5,6%)
1V (Indiferenciado) 12 11 (91,7%) 1 (8,3%) -
Invasdo N&o detectada 85 | 76(89,4%) | 4(4,7%) | 5 (5,9%)
angiolinfatica
Presente 25 24 (96%) 1 (4%) -
Invaséo =
- N&o detectada 72 64 (88,9%) | 4 (5,6%) | 4 (5,6%)
perineural
Presente 38 36 (94,7%) 2 (5,3%) [ 0,331
Tratamento primério | Operacédo 96 | 89 (92,7%) | 3(3,1%) | 4 (4,2%)
Operacéo + QT 7 | 5(71,4%) [1(14,3%) | 1 (14,3%)
Cirurgia+ QT+ RT | 4 | 4 (100%)
Surg+CTX 2 1 1
Surg+CTX+RTX 1 1
Margem CX RO 87179 (90,8%) | 3(3,5%) | 5(5,8%)
R1 1311 (84,6%) | 1 (7.7%) | 1 (7,7%)
R2 10 | 10 (100%)

*Teste de qui-quadrado, p<0,05
DISCUSSAO

O cancer gastrico predomina em homens, com idade entre 60-70 anos (INCA,
2019) e nos EUA, o pico foi dos 75-84 anos (GUGGENHEIM et al, 2013). Neste
levantamento, a idade média foi de 63,8 anos (27-88), estritamente dentro da média
brasileira.

A variacao de faixa etaria em nosso estudo pode ser justificada pela presenca
de achado de células em anel de sinete em cerca de 30% da amostra, caracteristica
de tumores do tipo difuso que possuem potencial de agressividade maior quando
comparado ao tipo intestinal, e incidem em faixa etéria mais jovem (LAUREN, 1965;
WERNER et al., 2001). A idade média para o diagnostico gira em torno de 65 anos (LI
et al., 2020). Neste estudo, a incidéncia em mulheres foi de 30,9%.

Dividimos a camara gastrica em corpo, fundo e antro. Karimi (2014) considera
essas areas delimitadas por demarcac¢des anatdomicas e/ou diferencas histologicas e
geralmente possuem diferentes padrbes anatomopatolégicos e causas
epidemiologicas (KARIMI et al., 2014).

Os tumores da variante intestinal predominam no antro e corpo distal,
apresentando curso mais longo e com melhor prognostico (MA et al., 2016). A maior
parte dos pacientes do estudo, 54,5%, apresentavam lesao no antro. As frequéncias
relativas sdo de aproximadamente 54% dos casos para o tipo intestinal, 32% para o
tipo difuso e 15% para o tipo indeterminado (POLKOWSKI et al., 1999).

A avaliagdo do grau de diferenciacdo tumoral, que diferencia o tumor em
relacdo ao tecido de origem, também apresenta contribuicdo para o estadiamento. As
neoplasias pouco diferenciadas, quando comparadas com o tecido de origem, séo
geralmente mais agressivas e tendem a crescimento mais rapido em comparacao com
os tumores considerados bem diferenciados, que possuem melhor progndstico
(HAYES et al., 2017). Quase a metade deste estudo (49,10%) foi classificada como
apresentando tumor pouco diferenciado e 34% moderadamente.

Taniguchi (2019) em estudo sobre fatores preditores do estadio do cancer
gastrico dispds que diametro tumoral maior que 60 mm estaria associada a doenca
avancada. Em nosso estudo o tamanho da lesao tumoral variou entre 0,3-22 cm, com
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meédia de 6,2 cm. Quando considerada a penetracdo da parede, a maior parte dos
pacientes encontrava-se no estadio T3 quando do diagndstico, com 45,5% dos casos.

A progresséao do tumor pode ser avaliada pelo nimero de metastases nodais,
quanto maior o numero identificado, maior o estadio da doenca (HALLINAN et al.,
2013). A disseccéo linfonodal durante o tratamento curativo do cancer gastrico tem
como objetivo realizar estadiamento mais acurado, determinando a extensao do
envolvimento metastatico linfonodal e também possui impacto no prognostico destes
pacientes (TAN, 2019).

O numero minimo de linfonodos dissecados deve ser de 15, o que leva a
melhora dos resultados oncoldgicos (JOHNSTON et al., 2019; MOKADEM et al.,
2019). Em nosso estudo esse numero variou de 6-26, com média de 18 por
procedimento. Em 30% dos pacientes n&do foram detectados linfonodos acometidos
por neoplasia. Trinta apresentaram de 7-15 linfonodos acometidos, sendo
classificados no estadio N3a. Em nosso estudo 43,6% dos pacientes foram
diagnosticados como de estadio TNM IV, seguido de 15,5% em IIB.

Os locais metastaticos mais relacionados ao céancer gastrico sdo figado,
peritdnio e linfonodos a distancia (VERSTEGEN et al., 2020), sendo que o sitio mais
comum é o figado, ocorrendo em cerca de 70% dos casos, seguido de 0ssos, pulmbdes
e cérebro (LI et al., 2020). A disseminacéo peritoneal é duas vezes mais comum no
adenocarcinoma de anel de sinete (RIIHIMAKI et al., 2016). Neste estudo o 6rgao
mais acometido foi o figado, em 61,7% dos pacientes. Em 23,4%, o sitio de
acometimento foi peritoneal.

A sobrevida tende a ser menor quando ocorrem metastases (RIIHIMAKI et al.,
2016), em nosso estudo elas foram observadas em 57,3% dos pacientes.

Canceres gastricos com achado de invasdo vascular possuem maior
angiogénese intratumoral e aqueles com invasao linfatica estdo relacionados com
maior atividade proliferativa. Ambos os achados estdo associados as metastases a
distancia (MAEHARA et al., 2000). Neste estudo, esta caracteristica foi observada em
77,3% dos pacientes.

A invasao perineural é considerada fator progndstico independente que afeta a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenca de pacientes com cancer gastrico
submetidos a resseccdo curativa (DENG et al., 2014). Este efeito pode ser
considerado como independente do status de disseminacéo linfonodal, do tamanho
do tumor e da profundidade de sua invasao (HWANG et al., 2015). Neste estudo, a
invasao perineural foi identificada em 34,5% dos pacientes.

A resseccao cirirgica com ampla margem de estbmago normal ou a resseccao
endoscopica persistem como o tratamento padrdo do cancer gastrico quando ha
intencdo curativa (JAPANESE GASTRIC CANCER ASSOCIATION 2017;
JOHNSTON et al., 2019; SMYTH et al., 2020). Aqueles sem doenca metastatica e
sem invasdo de estruturas vasculares irressecaveis sao candidatos ao tratamento
curativo.

A quimioterapia perioperatéria aumenta a chance de resseccdo curativa e
elimina disseminacao microscopica precoce, levando assim a melhora da sobrevida
livre de doenca e por isto é considerada valiosa modalidade terapéutica para o
adenocarcinoma gastrico (SMYTH et al., 2020; TANIGUCHI et al., 2019;
CUNNINGHAM et al., 2006).

A quimioterapia possui o potencial de melhorar a sobrevida e a qualidade de
vida. Esta opcao deve ser ofertada aos pacientes com status preservado e perspectiva
de sobrevida (CHARALAMPAKIS et al., 2018). Neste estudo, a maior parte (87,3%),
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foi tratado com operacéo associada a quimioterapia adjuvante. Em 8,2% dos casos
foi realizada somente o procedimento cirdrgico.

A evolucdo dos agentes biolégicos permitiu selecionar o tratamento com base
nas caracteristicas moleculares da doenca. Pacientes com céncer gastrico com
superexpressao do oncogene HER2 se beneficiam do tratamento com o anticorpo
anti-HER2 Trastuzumabe (PAOLETTI et al., 2010; CHARALAMPAKIS et al., 2018).

A margem de resseccdo R1 esta associada a recidiva precoce e pior
prognoéstico (DIGKLIA et al.,, 2016). J4 a RO é considerada fator protetivo de
recorréncias (MOKADEM et al., 2019). A margem cirurgica foi considerada como RO
em 87 pacientes.

A taxa de recorréncia para aqueles submetidos a resseccédo considerada RO
pode chegar a 30%, com tempo médio de recorréncia de 21,8 meses, sendo 0 mais
frequente a recorréncia peritoneal (YOO et al., 2000).

Expressao dos marcadores tumorais

c-MYC

Este marcador € um oncogene que codifica fator de transcricdo que
desempenha papel fundamental na proliferacdo, crescimento, diferenciacdo e
apoptose celular, sendo amplamente expresso durante a embriogénese e em tecidos
adultos que possuem alto contetdo proliferativo, como a epiderme e o intestino (FAN
et al., 2001). Foi descrito como elemento-chave de varios processos de carcinogénese
em seres humanos (KRETZNER et al., 1992).

A superexpressdo do c-MYC foi descrita em mais de 40% dos canceres
gastricos (MILNE et al., 2007). Descobriu-se que a proteina c-MYC foi expressa em
todos os casos de amostras de adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal e difuso de
individuos do Norte do Brasil (CALCAGNO et al., 2006). Existe associacdo entre a
expressdo de c-MYC e as caracteristicas histopatolégica e h& expressao
significativamente maior de c-MYC em adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal
do que no difuso (XU et al., 2001).

A expressao de c-MYC mais elevada foi também encontrada em cancer
gastrico com infeccao por H. pylori do que os sem ela (ZHANG et al., 2004). Esta
infeccdo pode afetar a expresséo de c-MYC em doencas gastricas, especialmente na
gastrite crénica atrofica (GEORGE et al., 2020). Isto foi corroborado em estudo que
identificou expressdo aumentada de c-MYC em lesBes gastricas consideradas pré-
neoplasicas, como gastrite crbnica atréfica com metaplasia intestinal assim como
associado a infeccéo por H. pylori (CALGAGNO et al., 2008), independentemente do
status de CagA, e esta associado a alta proliferacéo celular (GEORGE et al., 2020).

O EBV é outro agente infeccioso que pode contribuir para a transformacéo
oncologica de células hospedeiras, sendo identificado em cerca de 10% dos casos de
adenocarcinoma gastrico (LIMA et al., 2008). A expressao de c-MYC nos casos de
cancer gastrico positivos para infeccédo por EBV foi maior do que os casos de cancer
sem infeccao associada. O mecanismo sugerido foi que EBV pode fazer com que a
célula hospedeira induza a expressao de c-MYC no desenvolvimento precoce do
tumor, mas depois afeta negativamente a expressdao de c-MYC em estadios
avancados de cancer, tornando-os menos propensos a ter uma regressao natural
através da apoptose (ISHII et al., 2001).

Os niveis de c-MYC no tumor podem ser importantes ao se projetar estratégias
de tratamento, com a possibilidade de se usar doses terapéuticas mais baixas,
superando assim a resisténcia, toxicidade e os efeitos colaterais dos medicamentos
(VITA et al., 2006).
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Neste estudo o c-MYC néo pode ser relacionado a presenca da leséo ou a sua
agressividade bioldgica, pois foi negativo em 99,1% dos pacientes.

Beta-catenina

Ela é proteina multifuncional que desempenha funcdo como proteina de
adesdo e como fator nas vias de sinalizacdo, principalmente as relacionadas com a
Wnt (SCHWEIZER et al., 2003). E codificada pelo gene CTNNB1 e é expressada na
membrana, no citoplasma e no nucleo (KATOH, 2018).

A beta-catenina interage com moléculas de adesdo, como a E-caderina
(CDH1), com mucinas transmembranicas, como CD227 e CA125, com reguladores
de sinalizacdo citoplasmatica e com reguladores transcricionais nucleares (KATOH,
2018). As células sdo unidas umas as outras e a matriz extracelular através de
proteinas de superficie chamadas de moléculas de adesédo celular, sendo assim tais
glicoproteinas podem unir célula-célula ou célula-matriz extracelular (KATOH, 2018).
As principais moléculas de adeséo celular responsaveis pela adesao entre as células
sdo as caderinas, que sdo glicoproteinas transmembréanicas, dependentes de calcio,
gue unem as ceélulas por meio de interagcdes homofilicas proteina-proteina através de
uma grande cadeia polipeptidica extracelular (VALENTA et al., 2012)

O tipo mais comum de adesao intercelular acontece através das juncdes
aderentes. Elas s&o importantes para manter a arquitetura tecidual e polaridade
celular, limitando a movimentacao e proliferacdo celular. A interacdo entre a por¢cao
citoplasmatica das caderinas com as cateninas e a actina do citoesqueleto é
fundamental para a estabilidade e funcionamento das juncbes aderentes. A beta-
catenina fica em posicao intermediaria ligada a E-caderina na extremidade e, na outra
liga-se, através da A-catenina, aos filamentos de actina do citoesqueleto para formar
as juncodes aderente (CLEVERS et al., 2012).

A regulacdo negativa da E-caderina e da beta-catenina diminui a capacidade
de as células aderirem uma a outra, o que induz a sua separacdo do tumor primario,
levando a infiltracdo nos tecidos circundantes (KABASHIMA et al., 2005). Assim,
niveis anormais de expressdo da E-caderina e da beta-catenina s&o potenciais
marcadores da invasao submucosa no cancer gastrico precoce (TANAKA et al., 2002).

A ativacao da sinalizacdo da beta-catenina € encontrada em cerca de 30% a
50% dos casos de cancer gastrico (CHIURILLO, 2015). Sua expressao €
frequentemente perdida em canceres gastricos do tipo difuso e em metastases a
distancia e pode ser devida a hipermetilacdo do promotor da beta-catenina. Esta perda
da expressédo de moléculas de adesao leva a formacdo de metastases e progressao
do cancer. A reversao terapéutica desta alteracdo genética, poderia ter papel na
supressdo da metastase do cancer gastrico (EBERT et al., 2003).

A infeccéo pelo H. pylori leva ao acumulo desta beta-catenina, principalmente
em amostras positivas CagA (NAGY et al., 2011). A erradicagéo dele pode reduzir o
risco de cancer gastrico, mas néo pode prevenir completamente a carcinogénese, pois
a ativacdo de vias oncogénicas, como a beta-catenina, pode ocorrer antes da
erradicacao (SONG et al., 2015).

Neste estudo, a beta-catenina néao foi expressada em 90,9% dos pacientes, e
inconclusiva em outros 6 (5,5%). Quando positiva, apresentava titulagdes iguais, um
caso em cada.

Foram analisados os percentuais de beta-catenina em relacdo a todas as
varidveis propostas. A Unica diferenca significativa entre as classificacdes foi para a
idade.
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Estas divergéncias entre os resultados, tanto para a beta-catenina quanto para
0 c-MYC, podem ter ocorrido devido as diferentes técnicas de execucdo dos
procedimentos diretamente relacionados a reacao imunoistoquimica. Estes fatores
podem estar relacionados a sensibilidade, a especificidade ou a qualidade do tecido
(TORLAKOVIC et al., 2015).

A sensibilidade pode estar diminuida devido as alteragBes nos epitopos aos
quais os anticorpos sao direcionados ou nos anticorpos primarios, a molécula pode
estar dentro de um compartimento da célula que nédo é acessivel aos reagentes
imunoistoquimicos ou pode ter sido degradada ou ainda o processamento do tecido
pode ter afetado os antigenos (TRUE, 2008; WILLIAMS et al., 1997). Outro estudo
relatou que a natureza e duracao das etapas do procedimento de imunoistoquimica
possuiam potencial de alterar os resultados (MENGEL et al. 2002).

A nao especificidade de uma coloracdo imunoistoquimica pode levar a
coloracdo falso-positiva e isto pode ocorrer por causas imunologicas e nao
imunologicas (TRUE, 2008).

Além destas razfes técnicas elencadas, relacionadas a imunoistoquimica,
observa-se que ndo ha padronizacdo de diversos pontos do método de pesquisa, 0
que tornaria os resultados mais confidveis para comparacdo (TORLAKOVIC et al.,
2015). O uso de diferentes anticorpos para o mesmo biomarcador, a falta de
sistematizacdo na leitura das marcacdes positivas e a falta de relato sobre a
localizac&o da marcacéo podem influenciar no resultado e alterar a padronizacéo da
pesquisa (TRUE, 2008).

CONCLUSAO

N&o foi observada expressdo imunoistoquimica das proteinas beta-catenina e
c-MYC neste cancer e esses biomarcadores nao apresentaram associacdo com a
agressividade tumoral em cancer gastrico.
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