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RESUMO

Objetivos: Analisar a expressdo de proteinas da via de sinalizagdo celular Wnt
candnica e ndo candbnica no tecido do adenocarcinoma gastrico. Correlacionar a
expressao dessas proteinas com as caracteristicas epidemiolégicas dos doentes e
anatomopatoldgicas do tumor. Método: Foi avaliada a expresséo de proteinas da via
de sinalizagdo Wnt canénica (GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc) e
nao canbnica (Wnt-5a, FZD5) em 72 doentes operados por adenocarcinoma
gastrico. Quarenta e cinco (64,3%) doentes eram homens e a média de idade foi de
64,6+11,8 anos. O grau das proteinas foi determinado por estudo imuno-
histoquimico com anticorpos monoclonais em amostras do tecido gastrico em fissue
microarray. Resultados: A proteina axina apresentou expressao forte no citoplasma
e nucleo celular e sua expressao citoplasmatica positiva se relacionou com tumores
moderadamente e bem diferenciados e com os tumores do tipo intestinal da
classificagdo de Lauren (p=0,05). A expressdo da proteina CK1 foi positiva no
citoplasma das células e foi significante nos tumores com margens cirurgicas livres
de comprometimento (p=0,031). A proteina ubiquitina apresentou expressao forte no
nucleo e citoplasma das células e foi significantemente mais intensa no citoplasma e
no nucleo das células de tumores moderadamente e bem diferenciados (p=0,037) e
nos tumores do tipo intestinal (p=0,031). A proteina ciclina D1 foi expressa apenas
no nucleo e significantemente mais intensa nos tumores dos doentes masculinos
(p=0,039). A proteina myc expressou-se tanto no citoplasma quanto no nucleo e
auséncia de sua expressao citoplasmatica foi significantemente maior nos tumores
do tipo intestinal (p=0,028) e com razao de chances com significancia (p=0,021). As
imunoexpressdes das proteinas Wnt-5a e Frizzled-5 ndo apresentaram diferengas
significantes (p< 0,05) em relacdo as caracteristicas epidemiolégicas dos doentes e
anatomopatolégicas do tumor. Conclusodes: A forte expressao das proteinas da via
de sinalizagcdo Wnt sugere a importancia e envolvimento da via canbnica no
adenocarcinoma gastrico. A auséncia de expressao ou relagado das proteinas Wnt-5a
e FZD5 sugere que a via ndo canbnica nao esta ativada no tecido do

adenocarcinoma gastrico.

Descritores: Neoplasias Gastricas. Carcinoma. Vias de Sinalizagdo. Proteinas Wnt.
Imuno-histoquimica. Transdugdo de Sinal.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer gastrico

O cancer gastrico apresenta alta incidéncia nos paises asiaticos, no Leste
Europeu e na América Latina. Mais de 70% dos casos ocorrem em paises em
desenvolvimento. Encontra-se entre as principais neoplasias malignas do mundo,
ocupando a quinta posicdo em relacdo a incidéncia e a terceira em relacdo a
mortalidade. A média de sobrevivéncia dos portadores dessa doenca é baixa em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento.'

No Brasil eram esperados 12.920 casos novos de cancer gastrico no ano de
2016. Apresenta uma incidéncia intermediaria em relagdo aos demais, com risco
estimado de 13,04 casos novos para cada 100 mil homens e de 7,37 casos novos
para cada 100 mil mulheres.?

E considerado uma doenca multifatorial resultante da interacéo entre fatores
genéticos e ambientais. Fatores ambientais como a infecgéo por Helicobacter pylori
(H. pylori), ingestao de grande quantidade de sal e de compostos nitrogenados e a
baixa ingestédo de frutas e vegetais foram associados ao desenvolvimento do cancer
gastrico. O tabagismo, com frequéncia, e o alcoolismo, de forma menos expressiva,
também sao considerados fatores de risco para o cancer gastrico. >®

O tipo histologico mais frequente de cancer gastrico € o adenocarcinoma
que representa 95% de todas as neoplasias gastricas malignas, seguido pelo
linfoma gastrico e pelo tumor estromal gastrintestinal (GIST). A localizagdo mais
frequente é na regiao antral, embora haja aumento consistente dos tumores na
regido cardica, e sua incidéncia predomina a partir da quinta década de vida.?*

As classificagdes anatomopatoldgicas mais difundidas e mais amplamente
utilizadas para o adenocarcinoma gastrico sdo a de Borrmann, de Lauren, proposta
em 1965 e que separa o adenocarcinoma gastrico em tipos, intestinal ou difuso, e a
classificacdo TNM (tumor, nddulos, metastases) da OMS®>® (anexo 1). O tipo
intestinal de Lauren esta associado a presenca de lesdes pré-neoplasicas como a
gastrite atréfica, gastrite crdonica, metaplasia intestinal e displasia. Apresenta uma
formacdo glandular semelhante & mucosa gastrica original. E mais frequente em
homens idosos e tem relagdo com fatores ambientais. O tipo intestinal de Lauren é

predominante nas regides onde o cancer gastrico € epidémico. Geralmente, sua



disseminagao metastatica para 6rgaos a distancia é pela via hematogénica. O tipo
difuso de Lauren € composto por células pouco coesas e com pouca ou henhuma
formacao glandular. E caracterizado pela presenca das células em anel de sinete e
predomina em jovens do sexo feminino com histérico familiar e apresenta pior
prognoéstico. A variante difusa ndo esta associada as lesdes pré-neoplasicas e
apresenta padréo de crescimento invasivo.*®

Apesar das diversas aquisigbes e avangos na abordagem terapéutica
convencional, com modificagdes na técnica, na tatica cirurgica e na quimioterapia e
radioterapia, as taxas de recorréncia continuam altas e os indices de sobrevivéncia
baixos para cancer gastrico. Essa neoplasia persiste com alta incidéncia global e um
pior prognostico em relacdo aos outros adenocarcinomas, como o colorretal. 04

As neoplasias, de maneira geral, aparecem em tecidos normais e decorrem,
habitualmente, de acumulo de mutagdes ou inativagdes nos genes somaticos. Varias
alteracdes genéticas sdo necessarias antes do aparecimento do cancer. Conforme o
local de origem do cancer, diferentes tipos de mutagcées podem ser encontradas. As
alteragcbes que levardao ao surgimento do cancer podem ocorrer no genoma
propriamente dito, nas vias de sinalizagao ou no nivel pds-transcricional e variam de
acordo com o tecido que esta originando o tumor.'%"

Diversas alteragcbes como mutacdes, delec¢des, inativacdo por virus e
bactérias e hipermetilagcdo foram envolvidas no surgimento do cancer gastrico.
Dezenas de caminhos oncogénicos podem estar desregulados no surgimento desse

cancer, dentre eles as mutagdes e inativagdes na via de sinalizagdo Wnt.'%-1

1.2 A via de sinalizagao Wnt

Nas neoplasias, mutagdes oncogénicas modificam as vias homeostaticas de
sinalizagdo inter e intracelular, tornando-as independentes das atividades
constitutivas normais do organismo. A ativacao fisioldgica dessas vias sinalizadoras
nao funciona meramente como estimulo mitogénico, ndao havendo simples
correlacdo entre a atividade dessas vias e a proliferagdo celular. No tumor,
entretanto, a ativagao das vias de sinalizagdo causa maior especificagao do destino
das células dentro do conceito de 6érgéo alvo, permitindo a proliferagado celular
aparentemente descontrolada. Neste contexto, € importante destacar que o epitélio,



fonte de 90% de tumores malignos em adultos, requer renovagédo constante para
manter sua integridade celular. Como essa renovacgao celular precisa ser governada
por mecanismos regulatorios de crescimento, existe a necessidade de haver padréao
de especificagdo continuo, além do que ocorre durante a embriogénese.'"'?

Os carcinomas representam a mais prevalente das neoplasias malignas
humanas, emergindo dos tecidos epiteliais normais a partir de lesdes precursoras
benignas numa progressao de multiplas etapas. As células do carcinoma subvertem
estas adaptagdes evolucionarias para a multicelularidade e as revertem para um
estilo de crescimento intensamente dependente dos aspectos nutricionais das
células. Metastases — o0 passo final no processo de conversdo maligna — é a causa
principal de morte em doentes com cancer. As etapas importantes de formacao de
metastases sdo consideradas reversiveis e, consequentemente, nao podem ser
explicadas isoladamente por alteragbes genéticas irreversiveis, indicando a
existéncia de componente dindmico para a progressdo neoplasica em seres
humanos.'*1

O epitélio gastrintestinal tornou-se importante tecido no entendimento da
biologia do carcinoma, devido ao seu rapido turnover celular, exposicdo a toxinas
dietéticas e a alta prevaléncia do carcinoma entre as neoplasias malignas. O trato
gastrintestinal € um dos mais frequentes locais de carcinogénese por causa de sua
continua auto-renovagdo e o resultado de grande numero de eventos mitoticos
dirios.""®
Possivelmente, uma das mais importantes vias para o controle do epitélio
gastrintestinal é a via de sinalizagdo Wnt. Genes da via de sinalizagdo Wnt codificam
uma grande familia de moléculas secretadas que tem importante papel no controle
do destino e proliferacéo das células epiteliais.'>™

Frequentemente, a via de sinalizacao celular Wnt esta envolvida na
carcinogénese gastrica e diversas proteinas desta via podem estar mutadas ou
expressas de forma atipica no tecido gastrico tumoral. No entanto, a participagao da
via Wnt no aparecimento do cancer gastrico ndo esta tdo esclarecida como no
cancer colorretal.'®"”

Ap6s estudos de desenvolvimento de cancer de mama em rato, foi
detectado um gene que permitia a integragao viral e consequentemente contribuia

para o aparecimento do cancer. Esse mesmo gene, denominado INT 1, foi detectado



em moscas droséfilas e esta relacionado a capacidade de polarizagdo das asas
desses insetos. O termo Wnt surgiu, portanto, da associacdo das expressdes
Wingless e Int — integration.® 31821

Os genes Wnt codificam proteinas de sinalizagdo secretadas e séao
encontrados nos genomas de todos os animais. A sinalizagdo € iniciada quando
ligantes da via de sinalizagcdo Wnt encaixam-se num complexo consistindo de um
receptor serpentinoso da familia frizzled e um membro da familia de receptores de
lipideos de baixa densidade. Molécula chave na cascata € a proteina citoplasmica
chamada betacatenina cuja estabilidade é regulada pelo chamado “complexo de
destruicao”. Quando os receptores da via Wnt ndo sdo encaixados, duas proteinas
do complexo de destruicdo, os supressores de tumor APC e a axina, unem-se a
betacatenina sintetizada. CK1 e GSK3B, duas quinases do complexo de destruigao,
sequencialmente fosforilam um conjunto de residuos no N terminal da betacatenina.
A resultante marca fosforilada na molécula da betacatenina recruta uma beta TrCP
contendo ubiquitina-ligase E3, que se liga a betacatenina para a degradacéao
proteassomal. Quando os produtos da via de sinalizagdo Wnt unem-se ao complexo
de receptores, a atividade do complexo de destruicdo é inibida. Como consequéncia,
a betacatenina acumula-se e liga-se as proteinas da familia TCF-4/LEF do DNA
nuclear. Na auséncia do sinal Wnt, as proteinas TCF-4/LEF reprimem os genes
alvos por meio da associagao com corepressores. A interagdo com a betacatenina
transitoriamente converte os fatores TCF-4/LEF em ativadores transcricionais. >

Desde a sua descoberta inicial, varios outros genes foram descritos e
passaram a fazer parte da familia Wnt. As proteinas Wnt possuem papel importante
na embriogénese e na maturagao dos tecidos. Essas proteinas agem como ligantes
aos componentes da familia de proteinas Frizzled que sao receptores celulares
transmembrana. Uma vez ligadas a esses receptores, as proteinas Wnt podem
ativar duas vias distintas de sinalizacdo celular: a via canbnica e a via nao
candnica.”

A via candnica é considerada a mais importante na carcinogénese. Uma vez
ocorrido o estimulo, 0 mesmo é direcionado ao nucleo da célula pelo aumento da

proteina betacatenina, o que leva a replicacao celular e ao possivel aparecimento de

uma neoplasia."’



A via canbnica pode estar ativada ou, entdo, desativada. No estado
desativado, inibidores como as proteinas sFRPs (Secreted Frizzled Related
Proteins) impedem que as proteinas da via Wnt entrem em contato com os
receptores Frizzled para desencadear o estimulo de acdo da betacatenina. Na
auséncia de sinalizacdo promovida pelas proteinas da via Wnt, a betacatenina livre
se acopla a E-caderina (E-CAD) na membrana celular ou, entdo, € fosforilada pelo
complexo de degradagao da betacatenina que promove a sua ubiquitinagdo e
subsequente degradacao pelo proteossoma. Os baixos niveis da betacatenina no
citoplasma e no nucleo impedem o deslocamento do repressor transcricional
Groucho e a formacao do complexo betacatenina/TCF (T-cell factor), o que inibe a
transcricdo dos genes alvos dessa via e que estdo localizados no interior do nucleo
da célula. Outro mecanismo de inibicdo da via Wnt é a partir da proteina DKK1
(Dickkopf-related protein 1) que, em humanos, é codificada pelo gene DKK1 e
membro da familia Dickkopf. Essa proteina apresenta em sua estrutura duas regides
ricas em cisteina e esta envolvida no desenvolvimento embrionario pela sua atuagao
na inibicdo da via de sinalizacdo Wnt e age inativando os receptores de superficie de
LRP5 e LRP8, essenciais & via candnica de sinalizagdo Wnt.'"617

Assim, no estado ativado, a proteina citosélica betacatenina deixa de ser
fosforilada pelo complexo de degradagdo formado pelas proteinas axina,
adenomatose poliposis coli (APC), caseina quinase 1 (CK1) e glicogénio sintetase
quinase-3 beta (GSK3B). Em maior concentracdo no citoplasma, a betacatenina
pode translocar para o interior do nucleo celular, onde se liga aos fatores de
transcricao T-cell specific transcription fator/lymphoid enhancer-binding fator 1
(TCF/LEF-1) deslocando o repressor transcricional Groucho. A formacdo do
complexo betacatenina/TCF ativa a transcricdo de genes alvos da via Wnt, dentre
eles os genes SURVIVINA, MYC e CCND1 (ciclina D1) (Figura 1).'""61?
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Figura 1 — Esquema representativo da via canbnica da sinalizacdo Wnt. A) Na
auséncia do sinal Frizzled, a betacatenina no citoplasma é fosforilada pelo complexo de
degradacéo e degradada no proteossoma ou, entdo, se liga a E-caderina na membrana. B)
Na presenca do sinal Frizzled, a betacatenina deixa de ser fosforilada, pois 0 complexo de
degradacéo se desfaz, se acumula no citoplasma e se desloca para o nucleo para ativar a

transcricdo de genes alvo. (Fonte: White BD et al., 2012)."

A via Wnt ndo canbnica é muito importante na fase de gastrulacdo da
embriogénese, polaridade celular e modificacbes do citoesqueleto de actina. Sua
importancia ainda nao esta completamente estabelecida no desenvolvimento das
neoplasias malignas. Na via Wnt ndo candnica ocorre a sinalizagdo e a transcrigao
génica, independente da acéo da proteina betacatenina. Portanto, todas as vias que
levam a transcricdo no nucleo ndo mediada pela proteina betacatenina sao
consideradas n&o candnicas. As proteinas Wnt-1, Wnt-5a e FZD5 sao relacionadas
a via Wnt ndo canbnica e aumentam a concentragdo de calcio, regulam o

citoesqueleto e antagonizam a betacatenina.'!?%-23

1.3 Proteinas da via de sinalizagao Wnt

Diversas proteinas estdo envolvidas nas vias candnicas e ndao candnicas da
cascata de sinalizagao Wnt. As proteinas Wnt constituem um grupo de sinalizadores
transmembrana celular. Sao glicoproteinas com 350 a 400 aminoacidos e foram
descritos 19 tipos dessas proteinas na espécie humana, sendo a primeira descrita

em 1982.11:17.24



As alteragbes na expressao das proteinas Wnt bem como a ocorréncia de
mutacdes e metilagdes foram relacionadas ao cancer gastrico. As proteinas Wnt-1,
Wnt-2, Wnt-5,Wnt-8b e Wnt-10a foram mais frequentemente estudadas e associadas
ao aparecimento do cancer gé\strico.25

As proteinas Wnt-1 e a Wnt-3 podem ativar tanto a via canénica quanto a via
nao candnica, enquanto outras, como a proteina Wnt-5a, parecem ser especificas
da via n&o candnica. Essas proteinas Wnt ligam-se aos receptores Frizzled e atuam
como proteinas paracrinas para iniciar as varias vias de transdugao de sinal. Uma
vez que a via de sinalizagdo canbnica Wnt estabiliza o coativador da transcrigdo
betacatenina, as proteinas Wnt-1 e Wnt-2 apresentam comportamento
carcinogénico, enquanto que a proteina Wnt-5a possui um carater supressor
tumoral 2%

Existem poucos estudos da expresséo da proteina Wnt-1 no tecido gastrico.
Até 54% dos tecidos tumorais gastricos estudados podem expressar Wnt-1, sendo
esse grau significantemente maior do que em tecidos normais.?*%°

A proteina Wnt-2, relacionada a indug¢ao da via canénica da sinalizagdo Wnt,
foi descrita como tendo expresséo positiva no cancer gastrico e seu possivel papel
na carcinogénese seria na ativagdo da via de sinalizagdo Wnt.?*3°

E atribuido & proteina Wnt-5a a capacidade de inibir a via canénica da
sinalizagdo Wnt e, portanto, se comportar como um supressor tumoral. Tal
capacidade é caracterizada pela redugcdo da concentragcdo de betacatenina no

1.3" mostraram

citoplasma. Por meio de estudos imuno-histoquimicos, Kurayoshi et a
a expressao anormal de Wnt-5a em 71 dos 237 casos de cancer gastrico estudados
em humanos. Essa positividade de Wnt-5a foi correlacionada com estadios
avangados e com o pior prognostico do cancer gastrico.'

As proteinas Frizzled caracterizam um grupo de 10 proteinas
estruturalmente relacionadas localizadas na membrana celular e que ocupam uma
posicdo transmembrana. Sao ricas em aminoacidos cisteina e funcionam como
receptores das proteinas Wnt. Podem ativar tanto a via Wnt candnica quanto a néo
candnica.*** Os genes FRIZZLED codificam essas proteinas e sdo essenciais para
a polaridade celular, formagado das sinapses neuronais, regulagdo e proliferacéo
celular e desenvolvimento embriolégico entre outros processos no desenvolvimento

dos organismos.*



A axina é uma proteina do citoplasma celular codificada pelo gene AXIN 1.
Apresenta 862 aminoacidos e tem massa molecular de 96 kDa. Faz parte e interage
com outras proteinas do complexo de destruigao da betacatenina.®”*' Mutaces no
gene AXIN 1 estdo relacionadas ao aparecimento de carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma de endométrio e meduloblastoma.®” Kim et al.*® mostraram que
nove de 45 tumores gastricos com instabilidade de microssatélites (microsatellite
instability - MSI) tinham uma mutag&o frameshift no gene AXIN 1.

Caseina quinase 1(CK1) é uma enzima que funciona como reguladora do
sinal de transdugdo na maioria das células eucariotas. Esta envolvida na via de
sinalizacdo Wnt e na transcrigdo e reparo do DNA.*? S0 conhecidos sete membros
na familia CK1 em humanos, apresentam de 22 a 55 kDa e podem ser localizadas
na membrana, nucleo ou citoplasma. Existem poucos trabalhos avaliando a
expressao da proteina CK1 e sua relagdo com o cancer gastrico *'

A proteina glicogénio sintase quinase 3 (glycogen synthase kinase - 3GSK3)
€ multifuncional e esta envolvida nas vias de regulacdo celular dos mamiferos,
incluindo a via Wnt. Apresenta-se sob duas isoformas: GSK3A (alfa) e GSK3B.
Ambas participam da via de sinalizagdo Wnt canénica. Na auséncia do estimulo
celular da via Wnt, a GSK3B promove a fosforilagdo da betacatenina que direciona
essa proteina para ubiquitinagédo e para sua posterior degradagao proteassomal.*>#4
A funcao de fosforilagcdo de betacatenina é desempenhada juntamente com outras
proteinas que, associadas com a GSK3B, formam o complexo de degradagao da
betacatenina.*

A ubiquitina é a proteina responsavel pela sintese da cadeia de
poliubiquitina que, por sua vez, marca as proteinas a serem degradadas. A
ubiquitina apresenta 76 aminoacidos e é encontrada em todas as células eucariotas.
Sua agao é caracterizada pela degradagao de forma especifica levando ao consumo
de ATP. Tal processo ocorre também com a betacatenina fosforilada pelo complexo
de degradacao que € poliubiquitinada e, posteriormente, proteolisada. Uma mutagao
do gene BETA TRCP (beta-transducin repeat containing), um dos componentes do
complexo da ubiquitina, pode levar a incapacidade de reconhecimento da
betacatenina e, consequentemente, a baixa degradagao dessa proteina, o que eleva
a sua concentracdo citoplasmatica, desencadeando a proliferacdo celular e o

aparecimento do cancer.*



A ciclina D1 é uma proteina codificada pelo gene CCND1. Pertence a familia
das ciclinas e atua na regulacao da expressao das quinases dependentes de ciclina.
Funciona como uma sub-unidade reguladora do ciclo celular na transicado das G1/S
do ciclo celular. Mutagdes do gene e diferentes imunoexpressdes foram
relacionadas ao aparecimento de tumores. A superexpressdo dessa proteina foi
associada ao desenvolvimento e progressao do céancer gastrico. No entanto, a
elevacdo da expressado da proteina ciclina D1 tem sido associada a inibigao de
degradacao da mesma pela ubiquitina em consequéncia da agao de algumas drogas
antitumorais. O aumento da expressao de ciclina D1 foi detectado nos canceres
gastricos precoces.*’*®

A proteina myc (c-myc-proto-oncogene) é sintetizada pelo gene MYC que é
regulador da via de sinalizagao celular Wnt e que também regula varios outros
genes como P21 e BCL-2. O MYC esta localizado no brago curto do cromossomo 8
e foi descrito pela primeira vez no linfoma de Burkitt. As mutacbées no MYC estéo
relacionadas ao aparecimento de linfomas e de carcinomas de colo de utero,
colorretal, mama, pulmao e estdmago.***? Estudos tém mostrado que a amplificagdo
do MYC no céancer gastrico varia de 38.1% a 40%. Estudo de Liu et al. demonstrou a
expressao positiva de MYC em 66,3% dos tumores gastricos.

Lins et al.®®

estudaram a expressdo de proteinas da via Wnt no
adenocarcinoma gastrico. Esses autores analisaram a expressao e localizagao
nuclear ou citoplasmatica das proteinas E-caderina, betacatenina, APC, TCF-4 e
survivina e verificaram relagdo entre a expressao das proteinas estudadas e as
caracteristicas  biodemogréaficas (idade) dos doentes e o0s aspectos
anatomopatolégicos do adenocarcinoma gastrico (tamanho, localizacao,

classificagcao de Lauren e grau de penetragao do tumor na parede gastrica).

1.4 A via Wnt e a carcinogénese gastrica

Na carcinogénese gastrica, os principais mecanismos conhecidos que
desregulam a via Wnt sdo a diminuicdo da sua fungdo por mutagcdo no gene APC,
desfazendo o complexo de degradagao da betacatenina, a mutagdo no éxon 3 do

gene da betacatenina CTNNB1, o que impede que a proteina seja fosforilada, a



10

hiperexpressdo dos receptores FZD e a hipoexpressdo dos fatores inibitérios

SFRPs. Todos esses mecanismos resultam no aumento dos niveis de betacatenina

. . 16,41,42,44
no citoplasma e no nucleo celular.

A - fﬂm ﬂ‘m, B
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Figura 2 — Esquema ilustrando os quatro principais mecanismos em que a via de
sinalizagdo Wnt pode ser desregulada no cancer. (A) Perda da funcdo do gene APC devido
mutacao causando a destruigdo do complexo de degradacao, acumulo de betacatenina no
citoplasma, translocagao para o nucleo com expressédo de genes dependentes da via Wnt/
betacatenina; (B) Aumento da fungéo da betacatenina devido mutagéo do éxon 3 impedindo
sua ubiquitinagdo e degradacgédo; (C) Superexpressdo dos receptores FZD (Frizzled)
causando aumento da ativagao da via; (D) Hipoexpressao dos fatores inibitérios SRFPs
(Secreted Frizzled Related Proteins) o que aumenta a sensibilidade dos ligantes Wnt e
estimula a ativagéo da via Wnt. (Fonte: White BD et al., 2012)."® p-catenin — betacatenina; E-
CAD - cadherin E; APC — Adenomatous Polyposis Coli; Axin — axina; GSK-3p - Glycogen synthase
kinase 3beta; CK1-a - Casein kinase 1a ; TCF/LEF - T-cell transcription factor/ Lymphoid enhancer-

binding factor; Wnt - Lymphoid enhancer-binding factor; FZD — frizzled; LRP - Low density lipoprotein
receptor-related protein; DVL — disheveled; SRFP — secreted frizzled related protein.

O avango no conhecimento genético permitiu identificar discrepancias na

importancia da via Wnt no aparecimento de neoplasias malignas. No entanto, os



11

mecanismos e 0 momento exato em que a via Wnt deixa de ser fisiologica e passa a
ser patoldgica ainda permanecem nao completamente esclarecidos.>*>°

Nas neoplasias colorretais é possivel detectar alteragdes genéticas na via
Wnt em até 90% dos casos. E bem estabelecida a relagéo e a importancia da via
Wnt com os tumores colorretais, pois mais de 80% deles apresentam acumulo de
betacatenina no nucleo. Por outro lado, esse percentual torna-se bastante reduzido
no cancer hepatico e praticamente insignificante no cancer pancreé\tico.16

A via Wnt esta frequentemente envolvida na carcinogénese gastrica e
diversas proteinas desta via podem estar mutadas ou expressas de forma atipica no
tecido gastrico tumoral. No entanto, a participagdo da via Wnt no aparecimento do
carcinoma gastrico ndo é bem conhecida como no carcinoma colorretal.'®!?

Novas perspectivas terapéuticas e de entendimento da resisténcia aos
quimioterapicos podem advir dos estudos dos genes e das proteinas relacionadas
com a via Wnt e varios estudos tém voltado atencdo em busca de inibidores dessa
via de sinalizagdo. Um grupo dessas substancias s&o os inibidores da tankyrase,
uma enzima que é codificada em humanos pelo gene TNKS e cuja fungao principal é
inibir o acumulo de betacatenina pela desestabilizacdo da axina no complexo
destruidor de betacatenina. Por outro lado, o anticorpo monoclonal Vantictumab

bloqueia a proteina Frizzled 7 e possui efeito inibidor em tumores soélidos. Esses

estudos fazem parte de linhas de pesquisa envolvendo a via Wnt e sua relagdo com
11,16,33,59-63 (

outras proteinas e voltadas para o tratamento das neoplasias. Figura3)

A ' B

TCFALEF
,,Gf."f!‘ = ﬁ,! ! g
PN L RO FRARTRROOVENSVIA



12

Figura 3 — Esquema representativo dos mecanismos adicionais em que a via
Whnt/betacatenina pode ser modulada no cancer. (A) Nos hepatdcitos, a betacatenina pode
se ligar ao receptor de membrana C-MET; (B) o receptor de membrana NOTCH-1 pode se
ligar a betacatenina ativa do citoplasma causando sua destruigdo lisossomal, inibindo a
sinalizagcdo Wnt/betacatenina; (C) interacdo de diversas proteinas alterando o
funcionamento da via Wnt/betacatenina em diversos niveis. A sulfatase-1 (SULF-1) estimula
a interagéo das proteinas Wnt aos receptores Fzd. A ATDC (ataxia telangiectasia group D-
complementing) potencializa a interacao da proteina DVL (Disheveled). A SMO (smoothned)
estimula a via Wnt/betacatenina de forma ainda desconhecida. (Fonte: White BD et al.,
2012)."® C-MET - hepatocyte growth fator receptor ; B-catenin — betacatenina; HGF — hepatocyte
growth factor; APC — Adenomatous Polyposis Coli; Axin — axina; GSK-3B - Glycogen synthase kinase
3beta; CK1-a - Casein kinase 1a ; TCF/LEF - T-cell transcription factor/ Lymphoid enhancer-binding
factor; Wnt - Lymphoid enhancer-binding factor; FZD — frizzled; LRP - Low density lipoprotein
receptor-related protein; DVL — disheveled; SULF-1 — sulfatase 1 ; ATDC - ataxia telangiectasia group

D-complementing; SMO — smoothned.

Visando identificar a imunoexpressdao das proteinas da via Wnt no
adenocarcinoma gastrico, foi proposto o estudo de oito proteinas participantes dessa
via de sinalizagédo (Wnt-5a, FZD5, GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc)
e relacionar seus graus de imunoexpressao com caracteristicas epidemiolégicas da
amostra, e com as caracteristicas anatomopatolégicas (macroscoépicas e

microscopicas) do tumor.
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2 OBJETIVOS

1 Avaliar a imunoexpressao de proteinas da via de sinalizagdo Wnt
candnica e nao candnica no tecido neoplasico de doentes operados de

adenocarcinoma gastrico.

2 Relacionar o grau de expressao das proteinas com caracteristicas
epidemiologicas dos doentes e com as  caracteristicas

anatomopatolégicas macroscopicas e microscopicas do tumor
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3 METODO

3.1 Desenho da pesquisa

Esse estudo retrospectivo avaliou o grau de expressédo das proteinas Wnt-
5a, FZD5, GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc da via de sinalizagéo
celular Wnt e relacionou esses graus com caracteristicas epidemiologicas dos
doentes operados de adenocarcinoma gastrico e com as caracteristicas

anatomopatoldégicas macroscopicas e microscopicas do tumor (anexo 2).

3.2 Variaveis do estudo

As variaveis estudadas foram as seguintes: caracteristicas epidemiolégicas
dos doentes (idade e sexo), caracteristicas macroscopicas da lesdo neoplasica
(localizagcao e diametro), classificagdo anatomopatolégica, classificagdo de Lauren,
estadiamento TNM e o grau tecidual de expressao das proteinas Wnt-5a, FZD5,
GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc no tecido do adenocarcinoma

gastrico.

3.3 Casuistica

Foram utilizadas Iaminas de tissue microarray (TMA) com amostras de 72
doentes operados de adenocarcinoma gastrico, no periodo de janeiro de 2007 até
dezembro de 2010, e provenientes do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina do ABC (Santo Andre, SP).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina do ABC (parecer N° 167/2009) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unifesp-EPM (parecer N° 1.128.919/2015). O material proveniente da Faculdade de
Medicina do ABC, para confeccdo do TMA, foi devidamente autorizado pelo
Laboratorio de Patologia daquela instituicdo (Anexos 3).
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3.4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos os doentes maiores de 18 anos, de ambos os sexos, com o
diagndstico anatomopatoldgico de adenocarcinoma gastrico, ndo submetidos ao
tratamento neoadjuvante com radioterapia e/ou quimioterapia. Foram excluidos os
blocos de parafina em condi¢des inadequadas para serem incluidos na montagem
do bloco de TMA.

3.5 Construcao do TMA (Tissue Microarray)

Para a confecgdo do TMA, os blocos com material embebido em parafina
foram selecionados do arquivo de blocos do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina do ABC. Posteriormente, os cortes histologicos foram
corados pela técnica da hematoxilina-eosina (H.E.) e analisados por patologista que
selecionou e determinou uma area representativa do tumor. A seguir, esta area foi
delimitada no “bloco doador” com uma caneta de marcacdo permanente que serviu
de guia para a retirada dos fragmentos tumorais do local exato. Apés marcagao, o
bloco doador foi puncionado e foram retirados fragmentos com 1,0 mm de didmetro
que foram transferidos para um bloco receptor onde foram incluidos cilindros de
adenocarcinoma gastrico e foi adicionado tecido hepatico como controle de
localizagao.

Os blocos receptores foram colocados na estufa a 35°C, a fim de permitir
uma aderéncia entre a parafina do bloco e os cilindros contendo amostras de tumor.
Apé6s 15 minutos, os blocos foram retirados da estufa e cortados numa espessura de
4 um. Foi colocada fita adesiva em cima do bloco antes de ser cortado, para auxiliar
na aderéncia entre o corte e a lamina. Para manter esta aderéncia, a lamina foi
submetida a luz ultravioleta por 15 minutos, depois colocada em solugcido solvente
TPC (Total phenolic content) novamente por 15 minutos. Para retirada da fita, a
lamina foi deixada em temperatura ambiente, e posteriormente, a fita foi retirada com
o auxilio de uma pinca e a lamina estocada no freezer.

Foi elaborada uma planilha, usada como mapa, no programa EXCEL®
(Windows® - Microsoft ® Office, Palo Alto, CA, USA) para localizar e identificar as
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amostras de tecido para a construcido do bloco de TMA e orientar a leitura das

reagdes imuno-histoquimicas.

3.6 Imuno-histoquimica

O meétodo imuno-histoquimico foi empregado para a detecgédo das proteinas
Wnt-5a, FZD5, GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc em 72 amostras de
adenocarcinoma gastrico.

Seccgbes convencionais de 4 ym foram obtidas dos blocos de TMA e
montadas em laminas pré-tratadas com 3-aminopropil-silano. As secg¢des foram
desparafinizadas, hidratadas e processadas. A recuperagao antigénica foi realizada
colocando-se as laminas em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 e aquecida em panela a
vapor (estiber) durante 30 minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada pela
utilizacdo de 3% de perdxido de hidrogénio durante 20 minutos. A cada etapa do
procedimento houve uma lavagem das laminas com PBS (tampao fosfato pH 7,4).

As secgdes foram incubadas com os anticorpos por 16 a 18 horas em
camara Umida a 4°C. Foram utilizados os seguintes anticorpos: Wnt-5a e FZD5
(titulagdo 1:100; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), GSK3B, axina, CK1, ciclina
D1 e myc (titulacdo 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) e ubiquitina
(titulagao 1:150; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA).

Apos lavagem com PBS, as secgbdes foram incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado e estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit LSAB+ System-HRP,
Dako, Glostrup, DK) durante 30 minutos cada etapa.

Finalmente, a reacao foi revelada utilizando-se 3,3'-diaminobenzidina
tetraidroclorito (Kit DAB-Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e contrastadas
com hematoxilina de Harris. As laminas foram montadas com laminulas e resina
Entellan (Merck KgaA, Darmstadt, Germany).

Foram anotadas a localizacdo e o grau de expressao das proteinas no
interior das células (Wnt-5a, FZD5, GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e
myc). Como controle positivo das reagdes foi utilizado o corte histolégico de
adenocarcinoma de colo, comprovadamente positivo para as proteinas estudadas.
Como controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por uma solu¢cado de BSA

(Bovine Serum Albumine).
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3.7 Interpretacao dos resultados das reagoes

A avaliacido das reacdes foi realizada por dois pesquisadores experientes e
independentes que desconheciam os dados epidemiolégicos dos doentes e
anatomopatolégicos dos tumores. As imagens foram capturadas por camara
(modelo WB350F, Samsung, Tokio, Japan) acoplada em microscépio (modelo Bx40,
Olympus, Tokio, Japan). Foi avaliada a presenca de expressao positiva e negativa
para todas as proteinas nas células tumorais. A analise foi semiquantitativa para os
graus citoplasmaticos, nucleares e na membrana da expressao das proteinas
estudadas e os resultados categorizados utilizando-se o sistema de escore, baseado
na intensidade da reagdo imuno-histoquimica e na extensdo da coloracao
observada. (Anexo 4).

A intensidade da coloragao foi classificada como negativa (0 ponto), fraca (1
ponto), moderada (2 pontos) e forte (3 pontos). A extensdo da area positiva de
imunocoloragéao foi classificada em menos de 10% (0 ponto), de 11 a 25% (1 ponto),
de 26 a 50% (2 pontos) e acima de 50% (3 pontos). A intensidade da reacao foi
multiplicada pela extens&o da coloragao e os resultados categorizados em escore de
0 a 9. As reagbes com escore 24 foram consideradas como positivas € as com

escore <4 foram consideradas negativas.*

3.8 Coleta dos dados

Os dados epidemioldgicos e anatomopatoldgicos foram obtidos de forma
retrospectiva a partir de prontuarios do setor de arquivo do Servico de Anatomia
Patologica da Faculdade de Medicina do ABC.

A coleta de dados foi realizada de acordo com dados de planilhas anexas
constando as caracteristicas epidemioldgicas dos doentes e 0 grau de expressao

das proteinas em estudo.



18

3.9 Analise estatistica

Analise descritiva das variaveis qualitativas foi feita pela distribuicdo de
frequéncia absoluta (N) e relativa (%). As variaveis quantitativas foram analisadas
pela média, desvio padréo (dp) e pelos valores minimos e maximos.

A comparacao entre a expressao (positiva ou negativa) de cada proteina
(Wnt-5a, FZD5, GSK3B, axina, ubiquitina, CK1, ciclina D1 e myc) realizada de
acordo com o local onde a expressao foi observada (membrana, citoplasma e/ou
nucleo), com as variaveis epidemiolégicas dos doentes e com as variaveis
anatomopatolégicas do tumor, foi realizada pelo teste exato de Fisher.

O risco de expressao positiva de cada proteina na membrana, no citoplasma
e/ou no nucleo em cada variavel epidemiolégica do doente e anatomopatoldgica do
tumor foi avaliada pelo calculo da odds ratio.

Em todas as comparagbes, considerou-se como significante as
probabilidades menores que 0,05 associadas aos testes, ou seja, com no maximo
5% de chance de rejeitar a hipotese de nulidade quando ela for verdadeira.

Para o calculo estatistico foi utilizado o software de analise estatistica SPSS

versdo 15.0 (The Predictive Analytics Company, Chicago, IL, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas epidemiolégicas dos doentes e macroscopicas do

tumor

Encontram-se descritas na tabela 1 as variaveis epidemiologicas dos
doentes e as caracteristicas macroscépicas do tumor. A amostra composta por 72

doentes apresentou média de idade de 64,6 £11,8 anos e mediana de 65 anos.

Tabela 1 — Variaveis epidemioldgicas dos doentes com adenocarcinoma

gastrico e macroscopia dos tumores.

Paradmetro N (%)
Idade > 50 anos 64(90,3)
<50 anos 7(9,7)
S Masculino 45 (64,3)
exo e
Feminino 25 (35,7)
Localizagdo do tumor D'S_tal 26 (36,1)
Proximal 46 (63,9)
Didmetro >9.cm 39 (54.9)
<5cm 32 (45,1)

N = NUmero de casos

4.2 Caracteristicas microscépicas do tumor

As caracteristicas microscopicas dos adenocarcinomas gastricos dos
doentes operados estao assinaladas na tabela 2. A margem cirurgica encontrava-se
comprometida em 7 (10%) doentes. Foi identificada invasdo venosa em 23 (33,3%)
doentes e invasao linfatica em 39 (56,5%) dos casos. Em 38 (55%) enfermos, os

tumores eram moderadamente ou bem diferenciados (avaliado por HE).



20

Tabela 2 — Caracteristicas microscopicas dos adenocarcinomas gastricos dos

doentes da casuistica.

Parametro Classificagao N (%)
. Ausente 63 (90)
Margem comprometida
Presente 7(10)
) Ausente 46 (66,7)
Invaséo venosa
Presente 23 (33,3)
o Ausente 30 (43,9)
Invasao linfatica
Presente 39 (56,5)
. Ausente 26 (37,7)
Invasao perineural
Presente 43 (62,3)
_ _ Moderado ou bem diferenciado 38 (55,9)
Grau de diferenciacéo . .
Pouco / Indiferenciado 30 (44,1)
0 1(1,4)
1 2(4.2)
Estadio T 2 17 (23,6)
3 41 (56,9)
4 10 (13,9)
0 24 (34,7)
EstadioN
11213 46 (65,3)
. Intestinal 49 (69,4)
Classificagéo de Lauren :
Difuso 21 (30,6)

N = Numero de casos

Na figura 4 observa-se a distribuicao dos tumores em relagao a classificacéo

de Lauren.
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Classificacao de Lauren
(n=70)

i Intestinal

i Difuso

Figura 4 — Classificagdo dos tumores gastricos dos doentes

operados conforme a classificacdo de Lauren

Na figura 5 observa-se a distribuicdo dos tumores de acordo com o grau de
penetracado na parede gastrica segundo a classificagcdo TNM.

T (n=70)

45
40
35
30
25
20
15

10 —
0 — , : ,
T1 T2 T3 T4

In situ

Figura 5 — Classificagdo dos tumores gastricos dos doentes
operados de acordo com o grau de penetragdo na parede gastrica
conforme a classificagdo TNM
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4.3 Interpretagao do grau de expressao das proteinas

A tabela 3 apresenta a distribuicdo da expressédo das proteinas estudadas
no citoplasma e nucleo das células do adenocarcinoma gastrico. Nao foi observada
expressdo na membrana celular. A proteina Wnt-5a apresentou grau de expresséo
intensa no nucleo e fraca no citoplasma. A proteina FZDS apresentou pouca
expressao no citoplasma e ndo apresentou expressao nuclear. A proteina CK1 teve
grau de expressdo acentuado apenas no citoplasma. Pelo contrario, a proteina
ciclina D1 expressou-se de forma intensa no nucleo. As proteinas GSK3B, axina e
ubiquitina apresentaram graus fortes de expressao no citoplasma e no nucleo das
células; as proteinas GSK3B e a axina tiveram graus de expressao de 100% no
nucleo. Na presenca de positividade, a expressao de proteina myc foi mais intensa

no nucleo.

Tabela 3 — Presenca ou auséncia de expressao das proteinas Wnt-5a,
FZD5, GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc no tecido do

adenocarcinoma gastrico dos doentes operados.

) L Positiva Negativa
Proteina Localizagao
(%) (%)
Citoplasma 71 24 (33,8) 47 (66,2)
Wnt-5a
Nucleo 72 59 (81,9) 13 (18,1)
FZD5 Citoplasma 72 2 (2,8) 70 (97,2)
Citoplasma 65 64 (98,5) 1(1,5)
GSK3B
Nucleo 65 65 (100) -
. Citoplasma 67 63 (94) 4 (6)
Axina
Nucleo 67 67 (100) -
CK1 Citoplasma 67 8 (86,6) 9(13,4)
o Citoplasma 67 2(92,5) 5 (7,5)
Ubiquitina
Nucleo 67 2(92,5) 5 (7,9)
Ciclina D1 Nucleo 64 35 (64,7) 29 (45, 3)
y Citoplasma 66 6 (24,2) 50 (75,8)
C
Y Nucleo 70 0 (42,9) 40 (57,1)

N = Numero de casos
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4.3.1 Wnt-5a

Houve diferenga, porém nao significante, para a relagdo entre a expresséo
citoplasmatica negativa da proteina Wnt-5a (Figura 6) e a auséncia de invaséao
linfatica (p=0,07) (tabela 4). Observou-se no teste de razdo de chances (odds ratio)
uma expressao citoplasmatica negativa mais frequente nos tumores com auséncia
de invaséo linfatica (p=0,05) (tabela 5).

Figura 6 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina Wnt-5a
no tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 1000x;
(B) 400x.



Tabela 4 — Expressao da proteina Wnt-5a no citoplasma das células no tecido
de adenocarcinoma gastrico e sua relagdo com dados epidemiolégicos dos

doentes e anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa  Positiva

N (%) N (%) P
Masculino 29(65,9) 15(34,1)
Sexo - 1
Feminino 18 (66,7) 9 (33,3)
<50 anos 6 (85,7) 1 (14,3)
ldade 0,41
>50 anos 41 (64) 23 (36)
. Distal 18 (69,2) 8 (30,8)
Localizag&o . 0,78
Proximal 29 (64,4) 16 (35,6)
. <5 24 (77 ,4) 7(22,6)
Didmetro (cm) 0,13
>5 23 (54) 16 (41)
Margem Ausente 42 (66,7)  21(33,3) 0.65
comprometida Presente 5(83,3) 1(16,7) ’
Ausente 32(69,6) 14 (304)
Invas&o venosa 0,78
Presente 14 (63,6) 8 (36,4)
o Ausente 24 (80) 6 (20)
Invasao linfatica 0,07
Presente 22 (57,9) 16 (421)
. Ausente 18 (69,2) 8 (30,8)
Invasao perineural 1
Presente 28 (66,7) 14 (33,3)
Moderadamente
Grau de . . 26 (68,4) 12(31,6)
ou bem diferenciado 1
diferenciagao . .
Pouco / Indiferenciado 19 (65,5)  10(34,5)
0+1+2 15(71,4) 6 (28,6)
T 3 25 (62,5) 5(37,6) 0,78
4 7(70) 3 (30)
_ Ausente 16 (64) 9 (36)
Metastase linfonodal 0,8
Presente 31(67,4) 15(32,6)
Intestinal 31 (63,3) 8 (36,7)
Classificagdo de Lauren : 0,59
Difuso 16 (72,7) 6 (27,3)

N = NUmero de casos

Teste exato de Fisher
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Tabela 5 — Razao de chances (odds ratio) para a associagao entre a expressao da
Wnt-5a no citoplasma e as variaveis epidemiolégicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do adenocarcinoma gastrico.

Negativa Positiva

OR
(N) (N) P
Sexo Masgu”no 29 15 0,94 0.94
Feminino 18 9
ldade < 50 anos 6 1 0,25 0.25
> 50 anos 41 23
Localizagéo D'S,tal 18 8 0,68 0,68
Proximal 29 16
Diametro (cm) =5 24 ! 010 0.10
>5 23 16
Margem comprometida Ausente 42 21 040 0,40
Presente 1 5
- Ausente 32 14 0,62
Invasao venosa 0,62
Presente 14 8
Invasao linfatica Ausente 24 6 291 0,05*
Presente 22 16
- . Ausente 18 8 0,82
Invasao perineural 0,82
Presente 28 14
Moderadamente
Grau de diferenciagdo ~_ou bem diferenciado 26 12 0.80 0,80
Pouco / Indiferenciado 10 19
0+1+2 15 6 0,48-0,96
T 3 25 15 0,48 -0,96
4 7 3
T 0+1+2+3 40 21 0,78 078
4 7 3
Metastase linfonodal Ausente 16 9 0.77 0,77
Presente 31 15
Classificagao de Lauren Int(?stlnal 31 18 043 043
Difuso 16 6 1

N = NUmero de casos
*= Significante

Avaliou-se a expressdo de Wnt-5a no nucleo das células (tabelas 6 e 7).
Pode-se observar maior ocorréncia da expressdao negativa nos tumores T3 em

relagdo aos tumores menos avancados e também maior ocorréncia da expressao
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negativa nos tumores do tipo intestinal da classificagcdo de Lauren em relagdo aos
tumores do tipo difuso. Em ambas as avaliagbes sem significancia.

A razao de chances da auséncia de expressao da proteina Wnt-5a no nucleo
da célula do adenocarcinoma foi mais frequente nos tumores T3 em relagdo aos
tumores TO (p=0,023) e mais frequente nos tumores do tipo intestinal de Lauren em
relagéo ao tipo difuso (p=0,046). A chance da expressao da proteina estar ausente
nos tumores T3 foi 2,3 vezes maior em relacdo aos tumores TO, T1 e T2. A chance
de a proteina estar expressa negativamente no tumor gastrico do tipo intestinal de
Lauren foi 3,4 vezes maior em relacdo ao adenocarcinoma do tipo difuso.

Tabela 6 — Expressao nuclear da proteina Wnt-5a no tecido de adenocarcinoma

gastrico e sua relagdo com dados epidemioldégicos dos doentes e

anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Sexo Masculino 38 (84,4) 7 (15,6) 0,53
Feminino 21 (77,8) 6 (22,2)
ldade <50 anos 6 (85,7) 1(14,3) 1
> 50 anos 53 (81,5) 12 (18,5)
Localizacio Distal 21 (80) 5(19,2) 1
Proximal 38 (82,6) 8 (17,4)
.\ <5 26 (81,3) 6 (18,7) 1
Diédmetro (cm) S5 32 (812) 7(17.9)
Margem comprometida Ausente 53 (81,4) 10 (15,9) 0,59
Presente 5(71,4) 2 (28,6)
Invaso venosa Ausente 38 (82,6) 8 (17,4) 1
Presente 19 (82,6) 4(17,4)
Invasso linfatica Ausente 24 (80) 6 (20) 0,75
Presente 33 (84,6) 6 (15,4)
Invaséo perineural Ausente 20 (76,9) 6 (23,1) 0,34
Presente 37 (86) 6 (14)
Moderadamente
Grau de diferenciacéo ou bem diferenciado 33(86.8) 5(132) 0,51
Pouco/ Indiferenciado 24 (80) 6 (20)
0+1+2 14 (66,7) 7(33,3) 0,06
T 3 37 (90,2) 4(9,8)
4 8 (80) 2 (20)
. . Ausente 20 (80) 5(20) 0,75
Metastase linfonodal Presente 39 (83) 8 (17)
Classificagao de Lauren In[t)ciefztlsr;al 124(6(3?32) 76(&15{)3) 0,09

N = Numero de casos
Teste exato de Fisher
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Tabela 7 — Razdo de chances (odds ratio) para a associagédo entre expressao de
Wnt-5a no nucleo das células e as variaveis epidemiologicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do adenocarcinoma gastrico.

Negativa Positiva

N N OR p
Sexo Masgu”no 7 38 1 048
Feminino 6 21 1,55
\dade < 50 anos 6 1 1 078
> 50 anos 53 12 1,36
Localizagdo D'S,tal 21 S 1.13 0,84
Proximal 38 8 1
< 1,
Dismetro (cm) =5 2 6 0 093
>5 32 7 1
Margem comprometida Ausente 53 10 1 0,40
Presente 5 2 2,12
. Ausente 38 8 1
Invasao venosa 1
Presente 19 4 1
Invasdo linfatica Ausente 24 6 1,38 0,61
Presente 33 6 1
. . Ausente 20 6 1,85
Invasao perineural 0,33
Presente 37 6 1
Grau de diferenciacao Moderado ou bgm dlfe.renmado 33 5 1 0.45
Pouco / Indiferenciado 24 6 1,65
0+1+2 14 7 463
T 3 37 4 1 0,02*-0,37
4 8 2 2,31
T 0+1+2+3 51 11 1 0.86
4 8 2 1,16
Metastase linfonodal Ausente 20 5 1,22 0,75
Presente 39 8 1
L Intestinal 44 6 1
Classificagdo de Lauren 0,04*
Difuso 15 7 3,42

N = NUmero de casos
*=Significante
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4.3.2 Frizzled-5 (FZDS5)

Figura 7 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina FZD5 em
tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 1000x; (B)
400x.

Os resultados da expressao da proteina FZD5 no tecido de adenocarcinoma
gastrico sdo mostrados nas tabelas 8 e 9. Observou-se expressao fraca da proteina
no citoplasma das células, sem relagdo com as variaveis estudadas e ndo houve
expressao nuclear dessa proteina. A analise de razdo de chances nao revelou

relagcao da expressao citoplasmatica da proteina FZD5 com as variaveis analisadas.



29

Tabela 8 - Expressdo citoplasmatica da proteina FZD5 no tecido de
adenocarcinoma gastrico e dados epidemiolégicos dos doentes e

anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa N (%) Positiva N (%) P
Masculino 44 (97,8) 1(2,2)
Sexo e 1
Feminino 26 (96,3) 1(3,7)
<50 anos 7 (100) 0(0)
Idade 1
> 50 anos 63 (96,9) 2(3,1)
. Distal 26 (100) 0(0)
Localizagéo 0,532
Proximal 44 (95,7) 2(4.3)
. <5 31(96,9) 1(3,1)
Didmetro (cm) 1
>5 38 (97.4) 1(2,6)
Margem Ausente 61(96,8) 2(3,2) 1
comprometida Presente 7 (100) 0(0)
Ausente 45 (97,8) 1(2,2)
Invaséo venosa 1
Presente 22 (95,7) 1(4,3)
o Ausente 29 (96,7) 1(3,3)
Invasao linfatica 1
Presente 38 (97,4) 1(2,6)
Invasso Ausente 25 (96,2) 1(3,8) 1
perineural Presente 42 (97,7) 1(2,3)
Moderado ou bem
Grau de diferenciado 38 (100) 00 0,191
diferenciagéo . , ’
Pouco/ Indiferenciado 38(93,3) 2(6,7)
0+1+2 20 (95,2) 1(4,8)
T 3 40 (97,6) 1(24) 1
4 10 (100) 0(0)
Metastase Ausente 25 (100) 0 (0) 0.54
linfonodal Presente 45 (95,7) 2(43) ’
Classificagao de Intestinal 49 (98) 1(2) 0.521
Lauren Difuso 21(95,5) 1(4,5) ’

N = Numero de casos

Teste exato de Fisher



Tabela 9 — Razao de chances (odds ratio) para a associagcao entre o grau de
expressao positiva da proteina FZD5 no citoplasma das células do tecido de
adenocarcinoma gastrico e as variaveis epidemiologicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do tumor.

Negativa Positiva

N N OR p
Masculino 44 1 1
Sexo Feminino 26 1 1,69 0.7
< 50 anos 28 0 1
\dade > 50 anos 42 2 025
L Distal 26 0 1
Localizagdo Proximal A4 5 0,28
N <5 31 1 1,23
Didmetro (cm) S5 a3 1 1 0,88
. Ausente 61 2 1
Margem comprometida Presente 7 0 0,65
Invasdo venosa Ausente 45 1 1 0,61
Presente 22 1 ’
. rera: Ausente 29 1 1,31
Invasao linfatica Presente 33 1 1 0,85
Invaséo perineural Ausente 25 1 1,68 0,71
P Presente 42 1 1 ’
Moderado ou
bem 38 0 1
Grau de diferenciagéo diferenciado 0,10
Pouco /
Indiferenciado 28 2
0+1+2 20 1
T 3 40 1 0,80-0,62
4 10 0 1
, . Ausente 25 2 1
Metastase linfonodal Presento 15 0 0,29
Intestinal 49 1 1
Classificacdo de L 0,54
assificacdo de Lauren Difuso Y 1 233

N = Numero de casos
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4.3.3 GSK3

Figura 8 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina GSK3B
em tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x; (B)

400x.

As tabelas 10, 11 e 12 mostram a expressao da proteina GSK3B e sua
relagdo com as variaveis epidemioldgicas e anatomopatoldgicas. A proteina se
expressou de forma intensa tanto no nucleo quanto no citoplasma. Nao houve
relagdo significante do grau de expressdo da proteina GSK3B com as variaveis
estudadas. A analise de razdo de chances (tabela 11) mostrou que a expresséo
positiva da GSK3B é maior nos tumores com menor penetragao na parede gastrica

(TO,T1,T2,T3) em relagao aos tumores T4 (p=0,019).



32

Tabela 10 - Expressdo citoplasmatica da proteina GSK3B no tecido de
adenocarcinoma gastrico e sua relagdo com os dados epidemioldgicos dos doentes

e anatomopatologicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 1(2,4) 40 (97,6)
Sexo 1
" Feminino - 24 (100)
< 50 anos - 5 (100)
|dade 1
> 50 anos 1(1,7) 59 (98,3)
N Distal 1(4,3) 22 (95,7)
Localizagéo 0,35
1286 Proximal - 42 (100)
. <5 - 29 (100)
Diémetro (cm) - 1(29) 34 (97.1) 1
: Ausente 1(1,8) 56 (98,2)
Margem Comprometida 1
: P | Presente - 6 (100)
Invasio venosa Ausente 1(2,5) 39 (97,5) 1
Presente - 23 (100)
A boer Ausente 1(4,2) 23 (95,8)
I linfat 0,38
fvasao fnaiea Presente - 39 (100)
Invas3o perineural Ausente - 17(100) 1
Presente 1(2,5) 39 (97,5)
Moderado ou
Grau de diferenciagéo bem diferenciado 35 (100) 0,43
Pouco / Indiferenciado 1(3,7) 26 (96,3)
0+1+2 - 17 (100)
T 3 - 38 (100) 0,15
4 1(10) 9 (90)
. , Ausente 1(4,8) 20 (95,2)
Metastase linfonodal 0,32
| Presente - 44 (100)
o Intestinal - 45 (100)
Classificagéo de Lauren 0,30
¢ Difuso 1(5) 19 (95)

N = NUmero de casos
Teste exato de Fisher
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Tabela 11 — Razdo de chances (odds ratio) para a associagdo entre o grau da
expressao positiva da proteina GSK3B no citoplasma e variaveis epidemioldgicas

dos doentes e anatomopatoldgicas do tumor.

Negativa  Positiva

N N OR p

Sexo Masculino 1 40 1 0,44
Feminino 0 24

\dade <50 anos 0 5 1 0,77
> 50 anos 1 59

Localizagdo Distal 1 22 1 0,17
Proximal 0 42

" <5 0 29 1 0,36
Didmetro (cm) N 1 3

Margem Ausente 1 56 1 0,74
comprometida Presente 0 6

Invaso venosa Ausente 1 39 1 0,44
Presente 0 23

Invasao linfatica Ausente 1 23 1 0.20
Presente 0 39

Invasao perineural Ausente 0 23 1 044
Presente 1 39

Moderado ou bem

(?h[:?egiiagéo difererlmciado ; ’ » ! o
Pouco/ Indiferenciado 1 26

0+1+2 0 17 1 0,05*
T 3 0 38
4 1 9

T 0+142+3 0 55 1 0,01*
4 1 9

Metastase Ausente 1 20 1 0,14
linfonodal Presente 0 44

Classificagéo de Intestinal 0 45 1 0,13
Lauren Difuso 1 19

N = NUmero de casos
*=Significante
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Tabela 12 — Expressao nuclear da proteina GSK3B nos tecidos de adenocarcinoma

gastrico e sua relagdo com os dados epidemiolégicos dos doentes e

anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa Positiva

N (%) N (%)
Sexo Masculino - 41 (100)
Feminino - 24 (100)

<50 anos - 5(100)
\dade > 50 anos : 60(100)
Localizacdo Distal - 23 (100)
Proximal - 42 (100)
" <5 - 29 (100)
Diametro (cm) >5 - 35 (100)
. Ausente - 57 (100)

Margem comprometida Presente - 6 (100)
Invas&o venosa Ausente - 40 (100)
Presente - 23 (100)
Invaséo linfatica Ausente - 24 (100)
Presente - 39 (100)
Invasao perineural Ausente - 23 (100)
Presente - 40 (100)
Grau de diferenciagao Moderado ou bem diferenciado - 35 (100)
Pouco / Indiferenciado - 27 (100)
0+1+2 - 17 (100)
T 3 - 38 (100)
4 - 10 (100)
. . Ausente - 21 (100)
Metéstase linfonodal Presents - 44 (100)
. Intestinal - 45 (100)
Classificagao de Lauren Difuso - 20 (100)

N = Numero de casos
Teste exato de Fisher
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4.3.4 Axina

Figura 9 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina axina em
tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x; (B)
400x.

As tabelas 13, 14 e 15 mostram a analise do grau de expressao da proteina
axina no citoplasma e no nucleo das células do adenocarcinoma gastrico.

Verificou-se expressao citoplasmatica positiva mais frequente nos tumores
moderadamente ou bem diferenciados em relacdo aos pouco/indiferenciados
(p=0,088) e nos tumores intestinais em relagao aos tumores do tipo difuso (p=0,088),
porém sem significancia (tabela 13). Tais achados séo reforgados na tabela 15 onde
houve expressao citoplasmatica positiva nos tumores moderadamente ou bem
diferenciados (p=0,05) e nos tumores gastricos do tipo intestinal de Lauren (p=0,05).
A chance de expressao positiva foi 7,5 vezes maior nos tumores do tipo intestinal em
relagéo aos do tipo difuso de Lauren.

A proteina axina apresentou expressao fortemente positiva no nucleo das

células neoplasicas, onde foi identificada em 100% das células (tabela 14).
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Tabela 13 - Expressao citoplasmatica da proteina axina no tecido de

adenocarcinoma gastrico e sua relagdo com os dados epidemioldgicos dos doentes

e anatomopatologicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 2(4,7) 41 (95,3)
Sexo Feminino 2(8,3) noy O
< 50 anos 0(0) 7(100)
\dade > 50 anos 4(6.7) 56 (93,3) L
N Distal 2 (8,3) 22 (91,7)
Localizagdo Proximal 2(4,7) a5 0O
A <5 0(0) 30 (100)
Didmetro (cm) S5 £(11) 32 (88.9) 0,12
, Ausente 4(6,8) 55 (93,2)
M 1
argem comprometida Presente 0(0) 6 (100)
Invasio venosa Ausente 3(7,1) 39 (92,9) 1
Presente 1(4,3) 2(95,7)
. Ausente 1(3,8) 25(96,2)
Invaséo linfatica Prosent 3(77) 36 (92.3) 0,64
Invasao perineural Ausente 1(4.3) 22(95.7) 1
P Presente 3(7.1) 39 (92,9)
: . Moderado ou bem diferenciado 0(0) 35 (100)
Grau de diferenciagao Pouco / Indiferenciado 3(10,3) w7 08
0+1+2 1(5,6) 17 (94,4)
T 3 2(5,1) 37 (94,9) 0,78
4 1(10) 9(90)
, . Ausente 0 (0) 22 (100)
Metastase linfonodal Presents 1(89) 41 (911) 0,29
. Intestinal 1(2,2) 45 (97,8)
lassif L
Classificagao de Lauren Difuso 3(143) 18 (85.7) 0,08

N = NUmero de casos
Teste exato de Fisher



Tabela 14 — Expressao nuclear da proteina axina no tecido de adenocarcinoma
gastrico e sua relagcdo com os dados epidemiolégicos dos doentes e

anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa Positiva

N N (%)
Sexo Masculino - 43 (100)
Feminino - 24 (100)

<50 anos - 7(100)
\dade > 50 anos : 60 (100)
Localizaco Distal - 24 (100)
Proximal - 43 (100)
. <5 - 30 (100)
Diédmetro (cm) N i 36 (100)
, Ausente - 59 (100)

Margem comprometida Prosonto - 6 (100)
Invas&o venosa Ausente - 42 (100)
Presente - 23 (100)
Invas3o linfatica Ausente - 26 (100)
Presente - 39 (100)
Invas&o perineural Ausente - 23 (100)
Presente - 42 (100)
Grau de diferenciagao Moderado ou bem diferenciado - 35 (100)
Pouco / Indiferenciado - 29 (100)
0+1+2 - 18 (100)
T 3 - 39 (100)
4 - 10 (100)
. . Ausente - 22 (100)
Metéstase linfonodal Prosonto - 45 (100)
Classificagéo de Intestinal - 46 (100)
Lauren Difuso - 21(100)

N = NUmero de casos
Teste exato de Fisher



38

Tabela 15 — Raz&o de chances para a associacdo entre 0 grau de expresséo

positiva da Axina no citoplasma e as variaveis epidemiologicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do tumor.

Positiva  Negativa
N N OR p
Masculino 41 2 1,86
Sexo Feminino 22 2 1 054
< 50 anos 24 3 1
\dade > 50 anos 39 1 4,88 015
L Distal 22 2 1
Localizagdo Proximal 41 2 186 0.54
n <5 30 -
Didmetro (cm) S5 3 A 1 0,06
Margem Ausente 55 4 1 052
comprometida Presente 6 - ’
. Ausente 39 3 1
Invasdo venosa Prosento % 1 169 0,66
. rr Ausente 25 1 2,08
Invaséo linfatica Present 36 3 1 0,53
Invaséo perineural Ausente 22 1 1,08 0,66
P Presente 39 3 1 ’
Moderado ou bem
S;au de diferenciado 35 ) 0,05*
llerenciagao Pouco / Indiferenciado 26 3 1
0+1+2 17 1 1,89
T 3 37 2 2,06 0,86-0,57
4 9 1 1
Metastase Ausente 22 - 015
linfonodal Presente 41 4 1 ’
Classificagdo de Intestinal 45 1 7,5 0.05*
Lauren Difuso 18 3 1 ’

N = Numero de casos
*= Significante
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4.3.5 Caseina quinase (CK1)

Figura 10 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina CK1 em

tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x;(B) 400x.

A expressao da proteina CK1 é mostrada nas tabelas 16 e 17. Houve forte
expressao positiva no citoplasma das células neoplasicas. Ndo houve expressao
nuclear da proteina CK1 nas células do adenocarcinoma gastrico. Os tumores cujos
laudos anatomopatolégicos mostraram margem cirdrgica livre de neoplasia
apresentaram maior frequéncia de expresséao positiva da proteina (p=0,031).

A analise de razdo de chances para a expressao positiva da proteina CK1
demonstra que os tumores com margem cirurgica livre apresentaram com maior
frequéncia a expressao positiva (p=0,008). A chance da proteina CK1 apresentar
expressao positiva nos tumores sem margem comprometida foi 8,83 vezes maior

que nos tumores com margem comprometida.



Tabela 16 — Expressdo citoplasmatica da proteina CK1 no
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tecido do

adenocarcinoma gastrico e sua relagcdo com os dados epidemiolégicos dos doentes

e anatomopatologicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 4(9,3) 39 (90,7)
Sexo Feminino 5(20.8) 19702 %
<50 anos 2 (28,6) 5(71,4)
\dade > 50 anos 70117) 53(883) 00
Localizacio Distal 3(13,0) 20 (87,0) 1
¢ Proximal 6 (13,6) 38 (86,4)
" <5 5(17,2) 24 (82,8)
Didmetro (cm) S5 £(108) 33 (89.2) 0,49
. Ausente 6 (10,2) 53 (89,8) .
Margem comprometida Presents 3 (50,0) 3 (50,0) 0,03
~ Ausente 7(16,3) 36 (83,7)
I 7
nYasdo venosa Presente 2(91) 209 7
Invasdo linfatica Ausente 4(14.8) 23 (85,2) 1
Presente 5(13,2) 33 (86,8)
nvass . | Ausente 4(16,7) 20 (83,3)
fvasao perineura Presente 5(122) 36(87,8) 0,71
Moderado ou bem 5(143) 30 (85,7)
Grau de diferenciagéo diferenciado 1
¢ Pouco / Indiferenciado 4(13,8) 25 (86,2)
0+1+2 3(16,7) 15 (83,3)
T 3 5(12,8) 34 (87,2) 0,88
4 1(10) 9 (90,0
Ausente 1(4,5) 21(95,5)
Metastase linfonodal Presente 8 (17,8) 37(82,2) 0,25
Classificacio de L Intestinal 4(8,9) 41(911) 014
assificagao de Lauren Difuso 5(22,7) 17 (77.3) /

N = Numero de casos
Teste exato de Fisher
*=Significante
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Tabela 17 — Razdo de chances (odds ratio) para a associacao entre expressao
positiva da proteina CK1 no citoplasma e as variaveis epidemiolégicas dos doentes

e anatomopatologicas do tumor.

Negativa Positiva

N N OR P
Masculino 4 39 2,57
Sexo Feminino 5 19 1 018
< 50 anos 5 22 1
\dade > 50 anos 4 36 2,05 032
L Distal 3 20 1,05
Localizagdo Proximal 6 a3 1 0,94
N <5 5 24 1
Didmetro (cm) S5 4 33 172 0,45
Margem Ausente 6 53 8,83 0,008
comprometida Presente 3 3 1 ’
Invasao venosa Ausente ! 36 1 0,43
Presente 2 20 1,94 '
s Ausente 4 23 1
Invasdo linfatica Presents 5 33 115 0,85
Invasao perineural Ausente 4 20 1 0,61
P Presente 5 36 1,44 ’
Moderado ou bem
Grau de diferenciado 5 30 1 0.95
diferenciacéo Pouco / ’
) ) 4 25 1,04
Indiferenciado
0+1+2 3 15 1
T 3 5 34 1,36 0,70-0,79
4 1 9 1,8
, . Ausente 1 21 4,54
Metastase linfonodal Presento 8 37 1 0,13
C|assificagéo de Intestinal 4 41 3,01 012
Lauren Difuso 5 17 1 ’

N= NUmero de casos
*=Significante
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4.3.6 Ubiquitina

Figura 11 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina ubiquitina
em tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x; (B)
400x.

As tabelas 18 a 21 mostram a expressdo da proteina ubiquitina nos
citoplasmas e nucleos das células de adenocarcinoma gastrico com suas
respectivas razdes de chances de expressao.

A proteina ubiquitina apresentou expressao fortemente positiva e idéntica no
nucleo e no citoplasma das células neoplasicas (tabelas 18 e 20). Tanto no nucleo
quanto no citoplasma, a expressao da proteina foi mais intensa nos tumores
moderadamente a bem diferenciados (p=0,037) e do tipo intestinal de Lauren
(p=0,031).

A anadlise de razdo de chances de expressdo positiva da proteina no
citoplasma e nucleo mostrou significancia nos idosos (p=0,005), nos tumores
moderadamente e bem diferenciados (p=0,024) e nos tumores tipo intestinal de
Lauren (p=0,016). A chance de expressao positiva no nucleo e citoplasma foi 10,6

vezes maior nos tumores tipo intestinal de Lauren.
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Tabela 18 — Expressdo no citoplasma da proteina ubiquitina no tecido de
adenocarcinoma gastrico e dados epidemiologicos dos doentes e

anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 2(4,7) 41 (95,3)
Sexo Feminino 3(12.5) 2 @rs O
<50 anos 3(42,9) 4 (57,1)
dade > 50 anos 2(33) 58(967) OO
o Distal 2 (8,3) 22 (91,7)
Localizagao Proximal 3(7) 40 (93) L
" <5 1(3,3) 29 (96,7)
Didmetro (cm) S5 £(1) 32 (85.9) 0,36
: Ausente 5(8,5) 54 (91,5)
Margem comprometida Presente - 6 (100) 1
. Ausente 4(9,5) 38 (90,5)
Invasdo venosa Prosent 1(43) 22 (95.7) 0,64
Al erp Ausente 3(11,9) 23 (88,5)
Invaséo linfatica Presents 26.1) 37 (94.9) 0,38
3 , Ausente 1(4,3) 22 (95,7)
Invasao perineural Prosent £(95) 38 (90.5) 0,64
Moderado ou bem
Grau de diferenciagéo diferenciado 35 (100) 0,03*
Pouco/Indiferenciado 4(13,8) 25 (86,02)
0+1+2 1(5,6) 17 (94,4)
T 3 3(7,7) 36 (92,3) 1
4 1(10) 9 (90)
. . Ausente 1(4,5) 21(95,5)
Metastase linfonodal Presente 4(89) 41(91.1) 1
L Intestinal 1(2,2) 45 (97,8)
|assif L *
Classificagdo de Lauren Difuso 4(19) 14 (81) 0,03

N = NUmero de casos
Teste exato de Fisher
*= Significante
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Tabela 19 — Razdo de chances (0dds ratio) para a associagao entre expressao

positiva da ubiquitina no citoplasma e as variaveis epidemiolégicos dos doentes

e anatomopatologicas do tumor.

Positiva  Negativa
N N OR p
Masculino 41 2 2,93
Sexo Feminino 21 3 1 024
< 50 anos 22 5 1 .
\dade > 50 anos 40 0 o175 000
Localizacéo Distal 22 2 1
¢ Proximal 40 3
i <5 29 1 3,63
Didmetro (cm) S5 3 A 1 0,23
Margem Ausente 54 5 1 0.46
comprometida Presente 6 0 '
. Ausente 38 4 1
Invaséo venosa Prosento 2 1 121 0,84
o boes Ausente 23 3 1
Invaséo linfatica Prosente 37 5 241 0,34
Invasdo Ausente 22 1 2,32 0.45
perineural Presente 38 4 1 ’
Moderado ou bem
g;au de diferenciado 3 0 1 0,02
flerenciacao Pouco / Indiferenciado 25 4
0+1+2 17 1 1,89
T 3 36 3 133 087081
4 9 1 1
Metastase Ausente 21 1 2,05 0.52
linfonodal Presente 41 4 1 ’
Classificacao Intestinal 45 1 10,59 0.01*
de Lauren Difuso 17 4 1 '

N = Numero de casos

*= Significante
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Tabela 20 — Expressdo nuclear da ubiquitina nos tecidos de adenocarcinomas

gastricos e dados epidemiolégicos dos doentes e anatomopatoldgicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 2(4,7) 41 (95,3)
Sexo Feminino 3 (12,5) 21(87,5) 0,34
<50 anos 3(42,9) 4 (57,1)
dade > 50 anos 2(33) 58 (96,7) 007
. Distal 2(8,3) 22 (91,7)
1
Localizagao Proximal 3(7) 40 (93)
. <5 1(3,3) 29 (96,7)
Didmetro (cm) S5 4011 1) 32 (85.9) 0,36
Margem Ausente 5(8,5) 54 (91,5) 1
comprometida Presente - 6 (100)
~ Ausente 4(9,9) 38 (90,5)
4
Invasdo venosa Presente 1(43) 22 (95,7) 0.6
ol g Ausente 3(11,9) 23 (88,5)
Invasdo linfatica Presente 2 6.1) 37 (94.9) 0,38
~ . Ausente 1(4,3) 22 (95,7)
4
Invaséo perineural Presente £(95) 38 (90.5) 0,6
Grau de Moderado ou bem diferenciado - 30 (100) 0.04*
diferenciagéo Pouco / Indiferenciado 4 (13,8) 25 (86,02) ’
0+1+2 1(5,6) 17 (94,4)
T 3 3(7,7) 36 (92,3) 1
4 1(10) 9.(90)
Metastase Ausente 1(4,5) 21(95.,9) 1
linfonodal Presente 4(8,9) 41(91,1)
Classificagao de Intestinal 1(2,2) 45 (97,8) 0.03*
Lauren Difuso 4(19) 14 (81) ’

N = Numero de casos
Teste exato de Fisher
*= Significante



46

Tabela 21 — Razao de chances (odds ratio) para a associagcao entre expressao
positiva da ubiquitina no nucleo e as variaveis epidemiolégicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do tumor.

Positiva Negativa

N N OR p
Masculino 41 2 2,93
Sexo Feminino 21 3 1 0.24
< 50 anos 22 5 1 .
|dade S50 anos 40 i 0,005
L Distal 22 2 1
Localizagdo Proximal 40 3 0,31
N <5 29 1 3,63
Didmetro (cm) S5 3 A 1 0,23
Margem Ausente 54 5 1 046
comprometida Presente 6 - ’
. Ausente 38 4 1
Invasao venosa Presento % 1 11 0,84
s Ausente 23 3 1
Invasdo linfatica Presente 37 5 241 0,34
Invasao Ausente 22 1 2,32 045
perineural Presente 38 4 1 ’
Moderado ou bem
gﬁ_;au de diferenciado 35 ) 0,02*
llerenciaao Pouco / Indiferenciado 25 4 1
0+1+2 17 1 1,89 0,87
T 3 36 3 1,33 0,81
4 9 1 1
Metastase Ausente 21 1 2,05 052
linfonodal Presente 41 4 1 ’
Classificacao de Intestinal 45 1 10,99 001"
Lauren Difuso 17 4 1 ’

N = Numero de casos
*= Significante
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4.3.7 Ciclina D1

Figura 12 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina ciclina D1
em tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x; (B)
400x.

A proteina ciclina D1 apresentou expressao positiva apenas no nucleo das
células neoplasicas, nao havendo expressao citoplasmatica dessa proteina. Os
tumores dos doentes masculinos apresentaram expressiao positiva com mais
frequéncia do que os tumores dos doentes femininos (p=0,03) (tabela 22).

A razao de chances de expressao positiva também foi maior nos individuos
masculinos (p=0,03). A chance de expressao positiva da proteina ciclina D1 nos
homens foi 3,15 vezes maior em relagao as mulheres (tabela 23).
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Tabela 22 - Expressdo nuclear da proteina ciclina D1 no tecido de
adenocarcinoma gastrico e dados epidemiologicos dos doentes e

anatomopatolégicos do tumor.

Negativa Positiva p
N(%) N(%)
Masculino 15 (35,7) 27 (64,3) .
Sexo Feminino 14 (63,6) 8 (36.4) 0.03
<50 anos 3 (50,0) 3 (50,0)
\dade > 50 anos 26(448)  32(55.2) 1
. Distal 9(39,1) 14 (60,9)
Localizagao Proximal 0@ss) 2151y O
. <5 13 (46,4) 15 (53,6)
Didmetro (cm) S5 15 (42.9) 20 (57.1) 0,80
Margem Ausente 26 (45,6) 31 (54,4) 1
comprometida Presente 2 (40,0) 3 (60,0)
) Ausente 18 (43,9) 23 (56,1)
Invasdo venosa Presente 0@e 1124 070
o bopeg Ausente 11 (42,3) 15 (57,7)
Invaséo linfatica Presents 17472) 19 (52.) 0,79
Invaséo Ausente 11 (47,8) 12 (52,2) 079
perineural Presente 17 (43,6) 22 (56,4) ’
Grau de Moderado ou bem diferenciado 18 (52,9) 16 (47,1) 030
diferenciagao Pouco / Indiferenciado 10 (37,0) 17 (63,0) ’
0+1+2 10 (55,6) 8 (44,4)
T 3 15 (40,5) 22 (59,5) 0,59
4 4 (44.4) 5 (55,6)
Metastase Ausente 8 (36,4) 14 (63,6) 042
linfonodal Presente 21 50,0) 21 (50,0 ’
Classificacao de Intestinal 18 (40,9) 26 (59,1) 041
Lauren Difuso 11 (55,0) 9 (45,0) ’

N = NUmero de casos
Teste exato de Fisher
*= Significante
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Tabela 23 — Razdo de chances (odds ratio) para a associacao entre expressao
positiva da proteina ciclina D1 no nucleo e as variaveis epidemiolégicas dos doentes

e anatomopatologicas do tumor.

Negativa  Positiva
N N OR p
Masculino 15 27 3,15 .
Sexo Feminino 14 8 1 003
< 50 anos 14 11 1
\dade > 50 anos 15 24 2,04 017
- Distal 9 14 1,48
Localizagéo Proximal 20 21 1 0,46
o <5 13 15 1
Didmetro (cm) S5 15 20 116 0,77
Margem Ausente 26 31 1 081
comprometida Presente 2 3 1,26 ’
Invaséo venosa Ausente 18 23 1,16 0,78
Presente 10 11 1 ’
. rr Ausente 11 15 1,22
Invaséo linfatica Presente 17 19 1 0,70
Invasao Ausente 11 12 1 074
perineural Presente 17 22 1,19 ’
Moderado ou bem
g;au de_ . diferenciado 18 16 L 0,21
Ierenciagao  poycol Indiferenciado 10 17 191
0+1+2 10 8 0,64
T 3 15 22 1,17 0,85-0,83
4 4 5 1
Metastase Ausente 8 14 1,75 030
linfonodal Presente 21 21 1 ’
Classificagdo de Intestinal 18 26 1,77 0.29
Lauren Difuso 11 9 1 ’

N = Numero de casos
*= Significante
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Figura 13 — Fotomicrografia. Imuno-histoquimica para a proteina myc em

tecido de adenocarcinoma gastrico de doente do estudo. (A) 100x; (B) 400x.

A proteina myc apresentou expressado positiva no citoplasma e no nucleo
das células do adenocarcinoma gastrico. A expressao citoplasmatica negativa foi
mais frequente nos tumores do tipo intestinal de Lauren (p =0,028). A expressao
negativa foi mais frequente nos tumores com metastases linfonodais (p =0,068),
porém sem significancia. (tabela 24).

A expressao nuclear da proteina ndo apresentou relagdo com as variaveis
do estudo (tabela 25).
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Tabela 24 - Expressdo citoplasmatica da proteina myc no tecido de
adenocarcinoma gastrico e dados epidemiologicos dos doentes e

anatomopatolégicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Masculino 2(74,4) 1(25,6)
Sexo Feminino 18 (78.3) 5(217) 1
<50 anos 5(83,3) 1(16,7)
\dade > 50 anos 45 (75) 15 (25) 1
N Distal 19 (76) 6 (24)
Localizagdo Proximal 31 (75,6) 10 (24,4) L
. <5cm 21 (72,4) 8 (27,6)
Didmetro >5cm 28 (77.8) 8(222) 073
. Ausente 44 (75,9) 14 (24,1)
M 1
argem comprometida Presente 5(83.3) 1(16,7)
3 Ausente 32 (78) 9(22)
Invasao venosa Presento 17 (739) 6(26.1) 0,76
A loerp Ausente 22 (81,5) (18 5)
Invaséo linfatica Presente 27(73) 10 27) 0,55
~ , Ausente 17 (79,9) 6 (26,1)
Invas&o perineural Presents 32(78) 9(22) 0,76
Moderadamente ou
Grau de diferenciagio bem diferenciado 27(11.1) 8(229) 1
Pouco/ Indiferenciado 21 (75) 7 (25)
0+1+2 14 (77,8) 4(22,2)
T 3 28 (73,7) 10 (26,3) 1
4 8 (80) 2 (20)
. , Ausente 14 (6,9) 9(39,1)
Metéstase linfonodal Presents 36 (86.7) 7(16.3) 0,06
. Intestinal 31(67,4) 15 (32,6)
|assif L *
Classificagdo de Lauren Difuso 19 (%) 1(5) 0,03

N= Ndmero de casos
Teste exato de Fisher
*= Significante
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Tabela 25 — Expressdo nuclear da proteina myc no tecido de adenocarcinoma

gastrico e dados epidemiologicos dos doentes e anatomopatolégicos do tumor.

Negativa Positiva
N (%) N (%) P
Sexo Masculino 26 (57,8) 19 (42,2) 1
Feminino 4 (56) 11 (44)
<50 anos 6 (85,7) 1(14,3)
\dade > 50 anos 34 (54) 9@ 0%
N Distal 14 (53,8) 12 (46,2)
Localizagdo Proximal 26 (59,1) 15409 %0
A <5 15 (48,4) 16 (51,6)
Didmetro (cm) S5 24 (632) 14/(36.8) 0,23
, Ausente 16 (59) 25 (41)
Margem comprometida Presents 14 (429) 4(571) 0,44
~ Ausente 27 (60) 18 (40)
Invasdo venosa Presente 12 (52.2) 1arg 080
ol g Ausente 15 (51,7) 14 (48,3)
Invaséo linfatica Presente 24 (61.5) 15 (38.5) 0,46
. _ Ausente 12 (48) 13 (52)
Invaséo perineural Presente 27 (628) 16(372) 0,31
Moderado ou bem
Grau de diferenciagéo diferenciado 21(53) 17(44.7) 0,62
Pouco / Indiferenciado 18 (62,1) 11(37,9)
0+1+2 8 (42,1) 11 (57,9)
T 3 25 (61) 6 (39) 0,30
4 7(70) 3 (30)
. . Ausente 13 (52) 12 (48)
M linf I 1
etastase linfonoda Presente 27 (60) 18 (40) 0,6
. Intestinal 31 (63,3) 18 (36,7)
lassif L 12
Classificagao de Lauren Difuso 9(49) 12 (57.1) 0,

N = Numero de casos
Teste exato de Fisher

A razao de chances de expressao negativa da proteina myc no citoplasma
foi significante nos tumores do tipo intestinal de Lauren (p=0,017) e nos tumores com
metastases linfonodais (p =0,041). A chance de expressao negativa da proteina foi
3,31 vezes maior nos doentes com metastases linfonodais e 9,19 vezes maior nos

tumores do tipo intestinal (tabela 26).
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Tabela 26 — Razao de chances para a associagao entre expressao da proteina
myc no citoplasma e as variaveis epidemioldgicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do tumor.

Negativa Positiva

N N OR p
Masculino 32 11 1,24
Sexo Feminino 18 5 1 0.73
< 50 anos 22 4 1
\dade > 50 anos 28 12 236 017
L Distal 19 6 1
Localizagao Proximal 31 10 102 097
" <5 21 8 1,33
Didmetro (cm) S5 28 8 1 0,62
Margem Ausente 44 14 1,59 068
comprometida Presente 5 1 1 ’
Invasao venosa Ausente 32 J 1 0,71
Presente 17 6 1,25 ’
s Ausente 22 5 1
Invasdo linfatica Presente 7 10 163 043
Invaséo perineural Ausente 17 6 1,25 0,71
P Presente 32 8 1 ’
et w8
Grau de diferenciagao 0,84
Pouco /
) . 21 7 1,13
Indiferenciado
0+142 14 4 1,14
T 3 28 10 1,43 0,96-0,68
4 8 2 1
0+1+2+3 42 14 1,33
T A 8 5 1 0,73
. . Ausente 14 9 3,31 .
Metastase linfonodal Presents 36 7 1 0,04
Classificagao de Intestinal 31 15 9,19 0.02*
Lauren Difuso 19 1 1 ’

N = Numero de casos
*=Significante

A razdo de chances de expressdo positiva da proteina myc no nucleo
mostrou-se significante (p=0,01) nos tumores com margens cirurgicas livres de
comprometimento tumoral. A chance de expressao positiva foi 5,47 vezes maior nos

tumores com margem livre do que nas neoplasias com margens comprometidas.
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Tabela 27 — Razao de chances para a associacdo entre expressao positiva da
proteina myc no nucleo e as variaveis epidemioldgicas dos doentes e

anatomopatoldgicas do tumor.

Negativa Positiva

N N OR p
Masculino 26 19 1
Sexo Feminino 14 11 108 088
< 50 anos 6 1 1
Idade > 50 anos 34 29 512 0.1
. Distal 14 12 1,24
Localizagéo Proximal 26 18 1 0,67
i <5 15 16 1,83
Didmetro (cm) N 24 m 1 0,22
Margem Ausente 16 25 547 0.01*
comprometida Presente 14 4 1 '
Invasdo venosa Ausente 2 18 ! 0,54
Presente 12 11 1,38 ’
. rre Ausente 15 14 1,49
Invasao linfatica Presente o4 15 1 0,42
Invaséo perineural Ausente 12 13 1,83 0,23
P Presente 27 16 1 ’
Moderado ou
Grau de bem diferenciado 21 17 132 0.57
diferenciagao Pouco / ’
) ) 18 11 1
Indiferenciado
0,1,2 8 11 3,21
T 3 25 16 1,49 0,96-0,68
4 7 3 1
0,1,2,3 33 27 1,91
T 4 7 3 1 0,73
Metastase Ausente 13 12 1,38 052
linfonodal Presente 27 18 1 ’
Classificagéo de Intestinal 31 18 1 041
Lauren Difuso 9 12 2,3 '

N = NUmero de casos
*=Significante
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise da amostra

No trabalho atual foram avaliados 72 doentes operados de adenocarcinoma
gastrico. Trata-se de estudo retrospectivo em que foram analisados os dados
epidemioldgicos dos doentes, as caracteristicas macro e microscopicas do tumor e a
expressao de oito proteinas relacionadas a via Wnt candnica e ndo canénica.

O estudo foi feito com padronizacdo adequada e criteriosa na coleta de
dados, na confec¢cao do TMA, na realizacdo da técnica de imuno-histoquimica e na
interpretacédo e analise dos resultados com o intuito de minimizar os vieses proprios
deste tipo de estudo retrospectivo.

Foi utilizado o método de TMA, tendo em vista algumas caracteristicas da
técnica: aplicabilidade em alta escala, rapidez nas etapas de coloracdo da imuno-
histoquimica, economia de reagentes e menores custos em relagdo a técnica
convencional. Além disso, outra vantagem do TMA em relagdo a imuno-histoquimica
convencional € que as reag¢des sdo homogéneas, uma vez que sao realizadas na
mesma lamina e em todos os casos ao mesmo tempo. Embora a utilizacdo de
pequenas amostras de tecido neoplasico seja passivel de critica, esse método
(TMA) é validado e considerado confiavel e seguro para realizagdo de
pesquisas.®*®°

Na analise da amostra foi observado um predominio de doentes com idade
maior que 50 anos (90,3%), o que é compativel com a literatura.®®®® Também em
compatibilidade com a literatura, encontramos um predominio de individuos do
género masculino (64,3%) em relagdo ao feminino (35,7%).6%¢"

Em nosso meio, da Silva®® avaliou as proteinas de caspase em cancer
gastrico e identificaram uma populacado de 58,6% do sexo masculino e 41,4% do
sexo feminino, bem como 78,1% acima e 21,9% abaixo de 50 anos. Resultado
semelhante foi encontrado por Oshima et al.®’

Na atual série, foi possivel, ainda, identificar um predominio de tumores
gastricos proximais (63,9%) em relagdo aos tumores distais (36,1%). Lazar et al.®®

/.69

identificaram 49,2% de tumores proximais enquanto Shintani et al.”” identificaram

66,6% nessa localizagao, em conformidade com a presente casuistica.
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Observou-se, também, um predominio de tumores do tipo intestinal (69,4%)
de Lauren em relagdo ao tipo difuso (30,6%). Achados semelhantes foram
identificados por Gerfali et al.*' (60%) e Lazar et al.®® (62,2%). Oshima et al.®’
encontraram 58,3% de tumores do tipo intestinal e 41,7% do tipo difuso. Em
discordancia com esses achados, Arbiael et al.’® identificaram predominio do
adenocarcinoma gastrico do tipo difuso de Lauren (55,2%).

Caracterizando a pouco exuberante sintomatologia do cancer gastrico na
fase inicial, assim como a inexisténcia de sistema de rastreamento eficaz para essa
neoplasia, a maioria dos tumores foi diagnosticada ja em fase avangada. Identificou-
se aproximadamente 70% dos tumores gastricos como T3 e T4. Os tumores T3
representam 56,9% da atual amostra. Song et al.”' identificaram 66,9% de tumores
T3 e Shitani et al.®identificaram um predominio de tumores T4 (48,6%). Oshima et

al.?” identificaram 70% de tumores em estadio clinico avancado.

5.2 Importancia da via Wnt

E bem conhecida e estabelecida a importancia da via Wnt no
adenocarcinoma colorretal, onde é possivel detectar até 90% de alteracbes
genéticas nessa via. Em mais de 80% desses tumores ocorre acumulo de
betacatenina no nucleo e as proteinas mais frequentemente mutadas sao a APC e a
propria betacatenina.'® %74

Ja na carcinogénese gastrica, a via Wnt esta frequentemente envolvida e
diversas proteinas desta via podem estar mutadas ou expressas de forma atipica.
Entretanto, a participagcado da via Wnt no aparecimento do cancer gastrico ndo é tao
expressiva, bem conhecida e estudada como no cancer colorretal.’” "7

Os principais mecanismos conhecidos que desregulam a via Wnt sdo a
diminuicdo da fungdo por mutacdo no APC, desfazendo, assim, o complexo de
degradacao, a mutagao no éxon 3 da betacatenina impedindo que a mesma seja
fosforilada, a superexpressao dos receptores FZD e a hipoexpressao dos fatores
inibitérios SRFPs. Todos esses mecanismos resultam no aumento dos niveis de
betacatenina no citoplasma e no nudcleo celular, com a possibilidade de

desenvolvimento do carcinoma.'®"’
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A via candnica é considerada a mais importante na carcinogénese. Uma vez
ocorrido o estimulo, o0 mesmo é direcionado ao nucleo celular pelo aumento de
betacatenina, o que leva a ativacao de genes de replicagcdo celular e possivel
surgimento de neoplasia. No entanto, a via ndo candnica, embora relacionada
inicialmente a gastrulacdo da embriogénese, polaridade celular e modificagbes do
citoesqueleto de actina tem sido também relacionada ao aparecimento das
neoplasias. Nessa situagdo, ocorre a sinalizagdo e a transcricdo génica, porém
independente da acdo da betacatenina. Portanto, todas as vias que levam a
transcricdo no nucleo ndo mediada por betacatenina sado consideradas nao
candnicas.’®'®"” Ramos et al.?®®, em estudo de cancer colorretal, compararam a
mucosa normal e o tumor e ndo encontraram diferenca na expressao das proteinas
da via nado canénica (Wnt-1, Wnt-5a , Frizzled-1 e Frizzled-5).

O avango no conhecimento genético permitiu identificar controvérsias na
importancia da via Wnt no aparecimento de neoplasias. No entanto, os mecanismos
e 0 momento exato em que a via Wnt deixa de ser fisiolégica e passa a ser
patoldgica permanecem, ainda, obscuros.>

No atual estudo, avaliou-se a expressdo das proteinas Wnt-5a, FZD5,
GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc no citoplasma e no nucleo das
células do adenocarcinoma gastrico. Optou-se pela avaliagédo do grau de expressao
das proteinas acima relacionadas proque elas fazem parte da via de sinalizacdo Wnt

canodnica e niao candnica.

5.3 Expressao das proteinas

5.3.1 Wnt-5a

E atribuido & proteina Wnt-5a a capacidade de inibir a via canénica da
sinalizagao e, portanto, se comportar como um supressor tumoral. Tal capacidade

caracteriza-se pela reducdo da concentracdo de betacatenina no citoplasma.

/. 32

Dejemek et al.”, em estudos de cancer colorretal, demonstraram que a expressao

de Wnt-5a esta associada ao aumento da sobrevivéncia de cinco anos dos doentes

. 28

em estadio Dukes B. Ramos et al.“" ndo encontraram diferenga na expressao dessa
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proteina na mucosa colorretal normal e no tecido neoplasico. Benhaj et al.”’

avaliaram a expressdo das proteinas Wnt-5a e Wnt-5b no cancer de mama e

1.”® avaliaram o cancer de ovario e

detectaram uma baixa expressdo. Peng et a
lesdes ndo malignas desse orgéo e relacionaram a hiperexpressao da proteina Wnt-
5 com a presenca de malignidade e com a piora do prognostico. Por outro lado, uma
andlise comparativa entre cancer de endométrio e endométrio atrofico nao
evidenciou diferenca de expressao da proteina Wnt-5a.”

13" mostraram

Por meio de estudo imuno-histoquimico, Kurayoshi et a
expressdo anormal de Wnt-5a em 71 dos 237 casos de céncer gastrico. Esta
positividade de Wnt-5a foi correlacionada com estadios avancados e pior
prognéstico. Ara et al.®% avaliaram a relagdo da Wnt-5a com a laminina g2, uma
proteina relacionada com adesao celular e invasao neoplasica. Os resultados
encontrados sugerem que a Wnt-5a esta envolvida na progressdo do céancer
gastrico, achado semelhante ao de outros autores.®'®® Zhang et al.®* mostraram que
a expressao positiva de Wnt-5a esta relacionada com o melhor progndéstico do
carcinoma gastrico.

No presente estudo, observou-se a expressao positiva da proteina Wnt-5a
no nucleo (81,9%) e no citoplasma (33,8%) das células do adenocarcinoma gastrico.
Tal expressao positiva ndo se relacionou a nenhuma das variaveis estudadas.
Observou-se, no entanto, que a expressao negativa da proteina Wnt-5a, no
citoplasma, foi mais frequente nos doentes sem invaséo linfatica (p=0,07). Porém,
esse achado nao foi significante. A analise da razdo de chances de expressao da
proteina Wnt-5a no citoplasma demonstrou uma expresséo negativa mais frequente
nos doentes sem invaséo linfatica (p=0,05).

A analise da expressao nuclear da proteina mostra uma expressao negativa
mais frequente nos tumores T3 da classificacdo TNM em relagao aos tumores TO, T1
e T2, bem como nos tumores do tipo intestinal de Lauren. De maneira semelhante, a
razao de chances demonstrou expressao negativa mais frequente nos tumores T3
em relacédo aos tumores T0, T1 e T2 e mais frequente nos tumores do tipo intestinal
em relagao aos do tipo difuso.

Esses achados sugerem que a expressao negativa da proteina se relaciona
com mais frequéncia com os tumores menos avangados e menos agressivos, 0 que

sugere um efeito ndo protetor da proteina Wnt-5a. No entanto, a expressao negativa
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também foi mais frequente em tumores T3 em relagdo aos tumores TO, T1 e T2.
Essa atuagdo ambivalente da proteina Wnt-5a também é descrita na literatura,
quanto a relagcao da proteina com o progndstico do carcinoma gastrico. A ocorréncia
de uma mutagdo poderia levar a auséncia de sintese dessa proteina e a

consequente expressao negativa e a perda da fungao supressora de tumor.

5.3.2 FZD5

Os receptores FZD5 recebem sinal da via canbnica e ndao canénica, sendo
importantes na via de sinalizagdo celular Wnt. Porém, a proteina FZD5 tem sido
mais relacionada & via Wnt ndo canénica.®®

Os genes FRIZZLED séao essenciais para a polaridade das células, formagéao
das sinapses neuronais, regulagdo e proliferacdo celular, desenvolvimento
embrioldgico e outros processos no desenvolvimento dos organismos.®

Ramos et al?® mostraram que ambos os receptores FZD1 e FZD5
apresentaram expressado reduzida, tanto na mucosa colica normal quanto no
carcinoma colorretal.

Menezes et al.®’

, em analise comparativa entre o endométrio atréfico e o
adenocarcinoma de endométrio, identificaram a expressdo de FZD5
significantemente maior no endométrio atréfico (80%) do que no adenocarcinoma
(31,1%). Esses autores sugerem que a baixa expressdo de FZD5 levou ao
desenvolvimento do céncer, tendo em vista sua fungédo inibidora da via Wnt
candnica.®’

No presente estudo, identificou-se uma expressao baixa no citoplasma da
proteina FZD5. Nao houve expressao nuclear dessa proteina e nao foi identificada
relagado da expressao citoplasmatica com as variaveis desse estudo.

E possivel sugerir que em funcdo do provavel efeito de supressdo tumoral
da via ndo candnica exercido pelas suas proteinas, que esta via inibidora nao
funcionou de forma adequada, o que pode ter levado a hiperexpressdo da via

candnica e ao aparecimento da neoplasia.
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5.3.3 GSK3B

GSK3 €& uma proteina multifuncional e envolvida nas vias de regulagéo
celular dos mamiferos incluindo a via Wnt. Apresenta-se sob duas isoformas: GSK3
alfa e GSK3 beta (GSK3B). Essas proteinas estdo envolvidas na via de sinalizagao
Wnt canénica. Na auséncia do estimulo celular da via Wnt, a GSK3B promove a
fosforilagdo da betacatenina, o que direciona essa Uultima proteina para a
ubiquitinacao e posterior degradagao proteossomal.88

A funcéo de fosforilagdo de betacatenina é desempenhada juntamente com
outras proteinas que, associadas com a GSK3B, formam o complexo de degradagéao
da betacatenina.'*®

Cho et al®® analisaram a expressdo de GSK3B em 281 casos de
adenocarcinoma gastrico. A expressao positiva da proteina foi relacionada aos
tumores em estadio inicial, sem metastases linfonodais e sem invas&o angiolinfatica.

Tang et al. mostraram que a GSK3B apresenta expressao proteica baixa nos
tumores mais avangados e que inibe a expressao de micro-RNA 183-96-182 pela via
betacatenina/ TCF/LEF1.%°

No presente estudo, a proteina apresentou forte expressao tanto no nucleo
quanto no citoplasma, porém ndo houve relagao da expressao da proteina com as
variaveis epidemiologicas dos doentes e anatomopatoldgicas do tumor.

A analise de razao de chances para expressao positiva da proteina GSK3B
no citoplasma mostrou ser significantemente maior nos tumores T0,T1,T2 e T3 em
relacdo aos tumores T4. Tais achados também foram observados por outros
autores.®®® Verificou-se, também, uma razdo de chances significante para a
expressao positiva nos tumores T3 em relagdo aos mais iniciais (T0,T1 e T2) ou

mesmo mais avangados (T4).

5.3.4 Axina

A proteina axina faz parte do complexo de destruicao da betacatenina e atua
como supressor tumoral. Ha duas proteinas denominadas axina (axina 1 e axina 2)

que séao funcionalmente equivalentes. Mutagdes nos genes que sintetizam a axina
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estao relacionadas ao aparecimento de carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma

de endométrio e meduloblastoma.":%*

/.28

Ramos et al.“” encontraram forte expressao da proteina no tumor colorretal e

baixa express&do no tecido ndo neoplasico. Kim et al.*® mostraram que nove dos 45
tumores gastricos com MSI tinham uma mutagdo frameshift AXIN2. Jin et al.*®
analisaram 54 tumores colorretais e identificaram 11% de mutacdo do gene AXINA.

Pan et al.*"

analizaram 70 carcinomas gastricos e identificaram 7,1% de mutac&o no
gene AXINA e concluiram que as mutagdes contribuem para a carcinogénese
gastrica. Mazzoni e Fearon® realizaram revisdo sobre a importancia da axina e suas
variantes nos canceres gastrointestinais e observaram que a proteina axina
apresentou expressao fortemente positiva nas células neoplasicas. No presente
estudo, a expressdo da proteina axina foi mais intensa no nucleo do que no
citoplasma e foi identificada em 100% dos nucleos das células do adenocarcinoma
gastrico. A expresséao citoplasmatica também foi intensa e predominou a expresséo
positiva nos tumores moderadamente ou bem diferenciados em relagdo aos pouco
diferenciados ou indiferenciados. Também nos tumores gastricos do tipo intestinal
de Lauren observa-se maior expressao da proteina axina em relagdo aos tumores
do tipo difuso.

A analise de razao de chances para a expressao citoplasmatica positiva da
proteina axina mostrou uma expressao significante nos adenocarcinomas gastricos
moderadamente ou bem diferenciados, e nos tumores do tipo intestinal de Lauren.

Tomados em seu conjunto, esses resultados sugerem que a proteina tende
a ter expressao positiva nos tumores menos agressivos. A forte expressao da
proteina no citoplasma e no nucleo das células sugere seu envolvimento e
importancia no aparecimento do cancer, evidenciando a influéncia da via Wnt

candnica no surgimento das neoplasias gastricas.

5.3.5 CK1

A proteina CK1 pode ser identificada na membrana, nucleo ou citoplasma
celular e sdo conhecidos sete membros na familia CK1 em humanos. A CK1 épsilon
tem sido relacionada a fosforilagdo da via Wnt. Existem poucos trabalhos avaliando

a expressido de CK1 e sua relacdo com o aparecimento do adenocarcinoma
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gastrico.*"*? Por fazer parte do complexo de destruicdo da betacatenina, a
expressao positiva da proteina sugere que ela pode estar presente nas etapas de
aparecimento do carcinoma gastrico.

Nesse estudo, a proteina CK1 n&o apresentou expressao nuclear. Verificou-
se forte expressdo positiva no citoplasma das células neoplasicas. E esperada a
positividade da proteina no citoplasma das células onde normalmente exerce sua
funcdo e nao no nucleo. Os tumores cujos laudos anatomopatoldégicos evidenciaram
margem cirurgica livre de neoplasia apresentaram, com maior frequéncia, a

expressao positiva da proteina.

5.3.6 Ubiquitina

A ubiquitina é responsavel por marcar proteinas para serem degradadas a
partir da cadeia de poliubiquitina. A regulacdo da concentracdo plasmatica da
betacatenina como membro da via Wnt é realizada pelo complexo de destruicao
juntamente com a ubiquitina.”® Trés diferentes proteinas fazem parte do processo de
ubiquitinizagdo: a ub-ativada ou E1, a ubiquitina conjugada ou E2 e a ubiquitina
ligante ou E3. Uma mutacdo do gene BETA TRCP, um componente da familia
ubiquitina, pode levar a incapacidade de reconhecimento da betacatenina, a baixa
degradacdo da mesma com a elevacdo da sua expressdo citoplasmatica e,
consequentemente, ao cancer.*¢%

Bourroul et al.®®, em analise comparativa da expressdo da ubiquitina em
mucosa colorretal normal e no tecido do carcinoma colorretal, observaram uma
maior expressao da proteina ubiquitina nos tecidos de carcinoma colorretal e tal
achado pode ser explicado pela ativagdo do processo de carcinogénese.*®* No
atual estudo, a proteina ubiquitina apresentou expressdes fortemente positivas e
idénticas no nucleo e no citoplasma. Tanto no nucleo quanto no citoplasma, a
expressdao da proteina foi significantemente mais intensa nos tumores
moderadamente diferenciados ou bem diferenciados e nos tumores do tipo intestinal
de Lauren.

A anadlise de razdo de chances de expressdo positiva da proteina no
citoplasma e no nucleo mostrou significancia nos tumores de doentes acima de 50

anos, naqueles moderadamente diferenciados ou bem diferenciados e nos tumores
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gastricos do tipo intestinal de Lauren. Esses resultados indicam que a expresséo
positiva da proteina ubiquitina foi mais frequente nos tumores gastricos menos
agressivos. Além disso, € possivel especular que a proteina ubiquitina pode estar

envolvida no processo da carcinogénese gastrica.

5.3.7 Ciclina D1

Arici et al®

avaliaram a expressao da proteina ciclina D1 na mucosa
gastrica e no tecido neoplasico gastrico. A expressao da proteina foi detectada em
72% das células do carcinoma gastrico e em 55,8% das células da mucosa gastrica.
Tal achado sugere que a expressao da ciclina D1 surge desde as lesdes gastricas
iniciais e tende a se manter com a progressao do tumor.

No presente estudo, a proteina ciclina D1 apresentou expressédo positiva
apenas no nucleo das células neoplasicas e ndao houve expressao citoplasmatica
dessa proteina. Os tumores nos doentes masculinos apresentaram expressao
significantemente mais positiva em relacdo aos tumores nas mulheres. A razdo de
chances de expressao positiva também foi maior nos individuos de sexo masculino.
A expressao apenas nuclear foi esperada tendo em vista que a ciclina D1 é uma
proteina sintetizada a partir do estimulo da betacatenina no nucleo da célula. Esse

achado sugere que a via de sinalizagao celular Wnt candnica esta ativada.

5.3.8 Myc

Estudos tém mostrado que a amplificagdo do gene MYC no cancer gastrico
varia de 38.1% a 40%.%%%° Liu et al.>? verificaram a presenca de expressdo positiva
da proteina myc em 66,3% dos tumores gastricos.

Khaleghian et al.*®°

avaliaram a relagédo da expressao e amplificagdo do gene
MYC com as caracteristicas biodemograficas e anatomopatolégicas do
adenocarcinoma gastrico. A hibridizacao in situ foi positiva em 43% e a expressao
positiva foi identificada em 14,7% dos casos. Esses autores Identificaram a maior
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expressdo de MYC nos tumores difusos, ao contrario de Calgano et al.”" que

identificaram maior expressdo da proteina myc nos tumores gastricos do tipo
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intestinal de Lauren. Ademais, ndo foi encontrada diferenga significante na
expressao de proteina myc em relagdo aos estadios do tumor.%’

No presente estudo, a expressao da proteina myc foi positiva no citoplasma
em 24,2% e no nucleo em 42,9% dos casos. A expressao citoplasmatica negativa foi
significantemente mais frequente nos tumores gastricos do tipo intestinal. A
expressdo nuclear da proteina myc nao apresentou relagdo com as variaveis em
estudo.

A razao de chances de expressao negativa da proteina myc no citoplasma
foi significante nos tumores gastricos do tipo intestinal de Lauren e no
adenocarcinoma gastrico com metastases linfonodais. A razdo de chances da
proteina myc no nucleo das células neoplasicas mostrou expressao
significantemente positiva nos tumores com margens cirurgicas livres de

comprometimento tumoral.

5.4 Consideragoes finais

Varios fatores podem ter contribuido para a identificacdo de resultados
discrepantes da literatura. O tamanho da amostra, por exemplo, embora pareca
adequado (72 doentes), quando subdividido nas varias variaveis, muitas vezes, o
numero tornava-se reduzido, o que dificultou a analise estatistica. Os resultados sem
significancia poderiam té-la atingido, se a casuistica fosse maior.

Na tentativa de minimizar os vieses e encontrar significancia, trabalhamos
com dois testes estatisticos: teste exato de Fisher e odds ratio. Em algumas
situagdes encontramos resultados com diferengas, porém, nao significantes no teste
exato de Fisher e esses mesmos resultados alcangaram significancia no teste de
odds ratio ou raz&o de chances.

Na utilizagdo do método imuno-histoquimico, a expressao da proteina indica
que a proteina existe no citoplasma ou no nucleo, mas nao foi possivel afirmar se
ela esta funcionante. Além disso, processos epigenéticos podem alterar a estrutura
da proteina impedindo o seu funcionamento e as mutagdes genéticas podem

produzir uma proteina nao funcionante.
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O grau elevado de expressdo de proteinas da via canbnica mostra a
importancia dessas proteinas e dessa via de sinalizagdo celular na génese do
carcinoma gastrico. Ha necessidade de mais estudos para a localizagdo das
mutagdes nos genes envolvidos de mutacdo e das alteragdes epigenéticas que
permitam o desenvolvimento de novos quimioterapicos com objetivo terapéutico
para o carcinoma gastrico.

As expressdes das proteinas da via de sinalizacdo que apresentaram
relagdo com as variaveis estudadas sugerem que elas podem estar envolvidas na
carcinogénese do adenocarcinoma gastrico e esse resultado, tomado em seu
conjunto, cria perspectiva de novos estudos para esclarecer o envolvimento da via
Wnt no surgimento do adenocarcinoma gastrico.

As terapias atuais de cancer frequentemente envolvem toxicidade grave
devido aos efeitos gerais em todas as células que rapidamente se dividem.
Identificagdo de alvos celulares candidatos a modalidades mais especificas de
tratamento do cancer dependem de mecanismos de acdo que podem utilizar
tecnologia baseada em genes com chips, revelando padrbes de assinatura de
caracteristica transcricional de ativacdo das vias de sinalizacdo Wnt. Entretanto,
aspecto critico da terapia baseada no bloqueio da ativacado dessas vias € se adultos
tolerariam a inibicdo das vias de sinalizagdo Wnt. Isto seria o caso se a
tumorigénese representasse a ativacdo aberrante das vias de sinalizagdo que
normalmente sao necessarias apenas durante o desenvolvimento embrionario.
Entretanto, evidéncias sugerem que essas vias controlam a padronizagdo e o
crescimento dos tecidos adultos. Pesquisas adicionais s&o necessarias para
determinar se a atividade continua das vias de sinalizacdo € necessaria para os
tecidos normais e neoplasicos, e se essas condigdes diferem suficientemente para
permitir uma intervencéo terapéutica.® %

Foi proposto que o processo maligno € determinado em todos os tecidos
pela desregulagdo do conjunto comum de funcgdes celulares que controlam o
crescimento produzindo proliferacao celular, apoptose, invasdo e angiogénese. A
alta frequéncia de mutagdes nas vias Wnt em tipo tumores especificos sugere que a
poténcia transcricional ativada dessas vias altera eficientemente as funcdes
multiplas regulatorias do crescimento. Mas a escala restrita de tipos de tumores

associados com mutagdes nas vias Wnt questiona se a iniciagdo da tumorigénese
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necessita de outros fatores caracteristicos do estado de diferenciagéo da célula alvo.
Agentes terapéuticos para o tratamento de tais tumores, consequentemente, podem
atingir nao somente os componentes das vias de sinalizagdo, mas também outros
alvos de transcricdo critica das vias Wnt ou, entdo, proteinas que cooperam com
essas vias para desregular o crescimento.*®"’

Indubitavelmente, as mutagdes genéticas que ocorreram na ceélula maligna
sdo irreversiveis; mas se for possivel identificar e desligar cascatas das vias de
crescimento ativado, talvez possamos direcionar essas células mutadas para a
apoptose ou potencializar a sua sensibilidade para a quimioterapia e radioterapia
antineoplasicas convencionais. Essas abordagens podem levar a novas e mais
eficazes terapias para o cancer.

Os discernimentos que estdo emergindo dos estudos estdo esbogando um
quadro de desenvolvimento de fatores que controlam o comportamento de células
individuais nas condigdes fisioldégicas e no cancer. Aparentemente, o processo de
transformagao maligna utiliza reguladores fisioldgicos cruciais do epitélio intestinal
normal como estratégia para abrir a mais eficiente estrada para o céncer. O
processo maligno que emerge em outros tecidos autorenovadores pode explorar
estratégias similares. Os estudos da fisiologia molecular do processo de
autorenovacédo do epitélio digestivo devem, basicamente, permitir o desenho de

moldes sofisticados de interferéncia terapéutica na doenga maligna gastrintestinal.
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6 CONCLUSOES

Nas condigcbes desse estudo, em relagdo a expressao das proteinas
analisadas nos doentes com adenocarcinoma gastrico, os resultados obtidos

permitiram concluir que:

1 - A forte expressao de proteinas da via de sinalizacdo celular Wnt candnica
sugere o0 seu envolvimento na carcinogénese do adenocarcinoma gastrico.

2 - Houve relacao da expressao positiva de proteinas da via de sinalizagcao celular
candnica Wnt com os tumores do tipo intestinal da classificacdo de Lauren, aqueles
menos avangados da classificagdo TNM, com margens livres de comprometimento
tumoral e com os moderamente e bem diferenciados.

3 - A fraca expressao de proteinas da via de sinalizacao celular Wnt ndo canénica e
a auséncia de relagdo da expressao positiva com as variaveis epidemiolégicas dos
doentes e anatomopatoldgicas do tumor sugerem que essa via pode ter uma baixa

participacdo no aparecimento do adenocarcinoma gastrico.
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ANEXOS
Anexo 1

Classificagao das lesdes neoplasicas do estdbmago segundo Borrmann

Borrmannl - Les&o polipdide ouvegetante, bem
delimitada.
Borrmannll - Les&o ulcerada, bem delimitada, de

bordas elevadas.

Borrmann lll - Les&o ulcerada, infiltrativa em parte
ou em todas as suas bordas.

Borrmann IV - Lesédo difusamente infiltrativa, ndo
se notando limite entre o tumor e a mucosa normal.

Estadiamento do carcinoma gastrico pela classificagdao TNM de acordo com a
UICC

T1- Tumor invade a mucosa e a submucosa
T2 — Tumor invade a muscularis propria

T3 — Tumor invade a serosa

T4 — Tumor invade estruturas adjacentes
NO - Linfonodos ndo comprometidos

N1- Metastases em 1 a 6 linfonodos

N2 — Metastases em 7 a 15 linfonodos

N3 — Metastases em mais de 15 linfonodos
MO — Auséncia de metastases a distancia

M1 — Metastase a distancia




Anexo 2 - Dados epidemiolégicos e anatomopatolégicos dos doentes

operados de adenocarcinoma gastrico
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IDADE

TAM.

CLAS.

TMA (ANOS) SEXO LOCAL (cm) LAUREN GRAU DIF T N VEN LINF PERIN
1a 61 M Antro 55 Intestinal Moderado 3 0 N N N
2a 67 M Antro 6,8 Intestinal Pouco 3 1 S S S
3a 63 M Piloro 4 Intestinal Pouco 3 0 S S S
4a 58 F Antro 16 Intestinal Pouco 3 1 N S N
5a 76 M Antro 4 Intestinal Moderado 2 0 N N N
6a 60 F Corpo 2,5 Intestinal Moderado 2 2 N S N

7a = 5f
8a 66 M Corpo 9 Intestinal Moderado 4 1 N S S
9a 45 M Corpo 9,5 Intestinal Pouco 3 2 N S S
10a 53 F Corpo 3,5 Intestinal Moderado 3 1 N S S
1b 55 F Antro 75 Difuso 99 3 1 N N N
2b 59 M Antro 2 Intestinal Pouco 2 0 N N N
3b 73 M Corpo 10 Intestinal Pouco 3 0 S S S
4b 59 M Corpo 8 Difuso Pouco 4 3 S S S
5b 63 M Fundo 4 Intestinal Moderado 4 1 N S S
6b 65 F Antro 5 Intestinal Moderado 3 0 N N N
7b 45 M Corpo 9 Difuso Pouco 3 2 N S S
8b 72 M Corpo 16 Intestinal Moderado 3 1 S S S
9b-rim
10b 65 M Corpo 3,5 Intestinal Moderado 2 0 N N N
1c 59 F Corpo 7 Difuso Pouco 4 1 N S S
2c 65 M Corpo 58 Intestinal Pouco 3 2 S S S
3c 80 F Corpo 4 Intestinal Moderado 3 1 S S S
4c 37 M Antro 6 Difuso Pouco 3 2 N N S
5¢c 68 F Corpo 45 Difuso Pouco 2 1 N N N
6c 49 M Antro 4 Difuso Pouco 4 3 S S S
7c 41 F Corpo 7 Difuso Pouco 3 2 S S S
8c
9c 76 M Corpo 2 Intestinal Moderado 3 0 N N S
10c 79 M Corpo 3 Difuso Moderado 3 1 N N N
1d 54 M Corpo 4 Intestinal Pouco 3 1 S S S
2d 62 M TEG 7 Intestinal Moderado 3 1 N S N
3d 56 M Corpo 1,5 Intestinal Moderado 1 1 N N S
44 75 M Fundo 3 Intestinal Moderado 4 1 S S N
5d 88 F Corpo 3,5 Intestinal Moderado 3 1 N S S
6d 60 F Antro 55 Intestinal Moderado 2 1 N S S
7d 76 M Corpo 8,4 Intestinal Pouco 3 0 N N S
8d 77 M Antro 8,3 Intestinal Moderado 3 1 S S N
9d 85 M Corpo 55 Difuso Pouco 2 0 N N N
10d 55 M Corpo 6 Difuso Pouco 4 1 S S S
1e 57 F Corpo 10 Difuso Pouco 3 3 N S S
2e 69 F Corpo 15 Difuso Pouco 3 1 N N S
3e 77 F Corpo 8 Difuso Moderado 2 1 N S N
4e 74 F Fundo 9,5 Intestinal 99 2 1 2 1 1
5e 83 M Antro 3,5 Intestinal Moderado 2 0 S S N
6e 51 M Corpo 99 Intestinal 99 4 0 4 0 0
7e 58 M Antro 8 Intestinal Moderado 3 1 N N S
8e 86 F Corpo 2 Intestinal Moderado 3 0 S S N
% 77 F Antro 7 Intestinal Moderado 3 1 N N S
10e 53 M Corpo 4 Difuso Pouco 2 0 S S S
1f 78 F Corpo 3,5 Intestinal Moderado 3 1 N S S

continua ...



.. contnuacao e conclusao

83

2f 70 M Antro 6 Intestinal Pouco 3 1 S S S
3f 69 F Antro 9 Intestinal Moderado 3 0 N N N
4f 54 M Piloro 45 Difuso Moderado 3 2 S S S
5f="T7a 82 F Fundo 2,5 Intestinal Moderado 3 1 S N S
6f 67 F Antro 1,5 Intestinal Bem 1 0 N N N
7f 68 M Corpo 4 Difuso Pouco 3 1 N N S
8f 81 F Antro 7,2 Intestinal Moderado 3 2 S S S
of 41 M Corpo 2,7 Intestinal Pouco 1 0 N N S
10f 57 M Antro 7 Difuso Pouco 4 0 N N S
19 67 F Corpo 4 Intestinal Bem 2 0 N N N
29 71 M Corpo 9 Intestinal Pouco 3 0 N S N
39 71 M Corpo 2,5 Intestinal Pouco 3 0 N N S
4q 54 M TEG 6,5 Difuso Moderado 4 1 N S S
5g 66 M Antro 4 Intestinal Bem is 0 N N N
6g 73 F Antro 8 Intestinal Moderado 3 1 N N N
79 64 M Antro 4 Intestinal Pouco 3 0 S S S
8¢ 55 M Antro 6 Difuso Pouco 2 1 N S S
99 70 M Fundo 55 Intestinal Pouco 3 1 S S S
109 68 M Corpo 12 Intestinal Moderado 3 1 N N N
1h 40 M Corpo 2 Difuso Moderado 2 1 S S N
2h 59 F Antro 4 Difuso Moderado 2 0 N N S
3h 82 F Corpo 6,5 Intestinal Moderado 2 1 N N N
4h 52 M Corpo 7 Intestinal Moderado 3 0 N N S
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Anexos 3 - Autorizagoes e aprovagoes dos comités de ética em pesquisa (CEP)

Al

L T
A T
ol i i

Comité de Etica em Pesquisa
Faculdade de Medicina do ABC

Mantida pela Fundagéo do ABC

Santo André, 17 de Setembro de 2009.
PROTOCOLO CEP/FMABC, REGISTRADO SOB O N°. 167/2009

limo(a). Sr(a).
JAQUES WAISBERG

Prezado (a) Senhor (a):

Projeto de Pesquisa Intitulado: IMUNOEXPRESSAO DA VIA DE SINALIZAGAO WNT
CANONICA NO CARCINOMA GASTRICO.

Vimos por meio desta, informar que em reunido do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina do ABC, realizada em 16/09/2009, foi aprovado o
protocolo de pesquisa acima mencionado.

O Comité de Etica em Pesquisa da FMABC, em obediéncia & Resolugéo
196/96, devera encaminhar a CONEP/MS, relatorios anuais dos projetos de pesquisa
que encontram-se em andamento. Solicitamos informar sobre o andamento do seu
projeto anualmente isto &, se j4 foi concluido, suspenso ou se ainda esta em andamento:
neste Ultimo caso comunicar qual o tempo previstoc para a conclusdo do mesmo, e
encaminhar breve resumo dos resultados obtidos no estudo.

Sem mais para 0 momento, subscrevemo-nos com os protestos de estima
e consideracio.

Atenciosamente,

em Pesfuisa da FMABC

SEDE: Avenida Lauro Gomes, 2000 - V1. Sacadura Cabral - Santo André - SP - CEP 09060-870
Fone: (xx11) 4993-5453 / Fax: (0xx11) 4993-5453 - E-mail: cep@fmabc.br
Site: voww.fmabe br



S#o Paulo, 07 de outubro de 2014.

A

Comissdo de Etica e Pesquisa da Unifesp
Prezados Senhores,

Declaro para os devidos fins que, sob prévia autorizagfio da Prof. Dra Deborah
K. Zveibil, autorizei o Prof. Dr Jaques Waisberg, a utilizar os blocos de parafina, dos
casos de adenocarcinoma gastrico, provenientes do arquivo do Laboratério de Patologia
da Faculdade de Medicina do ABC, como material para realizagio de trabalho de

pesquisa, sem qualquer prejuizo ou 6nus a quem quer que seja,

Atenciosamente,

/

mqtu% (Mﬂfgﬂ /\ A

Prof Dra Ana ManafAmaraIA Mader

f

/

!
i
v

Auxiliar de Ensino da Disciplina de Patologia da Faculdade de Medicina do ABC

f ,r‘:
|
Prof. Bra Deborah K. Zveibil

Prof. Titular da Disciplina de Patologia da Faculdade de Medicina do ABC
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Sdo Paulo, 02 de outubro de 2014.

NA

A
Comissdo de Etica e Pesquisa da UNIFESP

Prezados Senhores,

Declaro para os devidos fins, que os blocos de TMA de Carcinoma géslrico (TO304, TO305 e
T0306) foram confeccionados em 08.03.12, no Laboratério LIM14 da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo, a pedido do Prof. Jaques Waisberg.

Respeitosamente,
//‘ = (:; ? ,//
Prof. Dr. Venancio Avancini Ferreira Alves __,/
Professor Titular do Depto de Patologia da Faculdade de Medicina da USP
Diretor da Divis@o de Anatomia Patologica — DAP

Responsavel pelo LIM 14 — Patologia Hepatica
Faculdade de Medicina da USP.

Av. Dr. Arnaldo, 455 — Cerqueira César — CEP 01246-903 Sdo Paulo — SP
Tel: 3066-7141 —  e-mail: liml4@usp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO  °
PAULO - FMUSP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Painel imuno-histoquimico da via Wnt em tecido gastrico normal e neoplésico e sua
relagdo com as caracteristicas clinicas da amostra e com 0s aspectos morfoldgicos,
topograficos e histopatoldgicos do tumor

Pesquisador: Levindo Alves de Oliveira

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 46211215.0.0000.0065

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.128.919
Data da Relatoria: 24/06/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo retrospectivo utilizando a técnica de immunohistoquimica em TMAs (tissue microarrays)
para avaliar o perfil de expressao de proteinas da via de sinalizagdo WNT em cancer gastrico. Projeto tem
boa fundamentag&o cientifica e objetivos claramente definidos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a imunoexpresséo de proteinas da via de sinalizagdo WNT em tecido tumoral de pacientes com
cancer gastrico e em mucosa gastrica normal e correlacionar os achados immunohistoquimicos com as
caracteristicas clinicopatol6gicas dos pacientes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O estudo ¢ retrospectivos e nao oferece nenhum risco adicional aos pacientes. Sera garantido sigilo e
respeito a confiabilidade Os resultados do estudo nao trazem beneficio direto ao sujeito da pesquisa, mas
podem gerar novos conhecimentos para area com potencial aplicacao futura.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

Estudo retrospectivo visando avaliar o perfil de expressdo de um painel de proteinas da via de sinalizagdo
Whnt candnica e sua associagdo ao processo de tumorigénese gastrica. Projeto de baixo custo, exequivel e
se bem conduzido deve gerar novos conhecimentos para o entendimento de

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - FMUSP

FACULDADE DE MEDICINA DA

Continuagao do Parecer: 1.128.918

desregulacdo da via Wnt em cancer gastrico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os documentos apresentados estdo de acordo com a legislag&o vigente.

Recomendacgdes:
Projeto n&o apresenta pendéncias éticas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao ha alteragdes ou recomendagoes.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 29 de Junho de 2015

Assinado por:
Roger Chammas
(Coordenador)

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAQO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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Anexos 4 - Planilhas com resultados das analises imuno-histoquimicas

Intensidade X Area = Express&o do marcador. Se= 4 positivo e se <4 negativo

Intensidade -0 negativa, 1- fraca 2- moderada e 3- forte
Area—0-0,1a25%-1,26a 50%-2,51a100% - 3
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. continuacdo e conclusao
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. continuacdo e conclusao
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Resultados da Imunoexpressao da GSK3B no Adenocarcinoma Gastrico
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Resultados da Imunoexpressao da Axina no Adenocarcinoma Gastrico
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Resultados da Imunoexpressao da UBIQUITINA no Adenocarcinoma Gastrico
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6e 3 3 3 3
7e 3 3 3 3
8e 3 3 3 3
9e 3 3 3 3
10e SEM TUMOR SEM TUMOR
1f 3 3 3 3
2f 3 3 3 3
3f DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
4f 2 3 2 3
5f=7a 3 3 3 3
6f 2 3 2 3
7f 2 3 2 3
8f 3 3 3 3
of 1 3 1 3
10f 2 3 2 3
19 3 3 3 3
29 2 3 2 3
3a 3 3 3 3
49 3 3 3 3
59 DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
69 3 3 3 3
79 3 3 3 3
8g 2 3 2 3
99 2 3 2 3
10g 3 3 3 3
1h 3 3 3 3
2h 3 3 3 3
3h 2 3 2 3
4h DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
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Result

ados da Imunoexpressao da UBIQUITINA no Adenocarcinoma Gastrico
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7e 3 3 3 3
8e 3 3 3 3
9e 3 3 3 3
10e SEM TUMOR SEM TUMOR
1f 3 3 3 3
2f 3 3 3 3
3f DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
4f 2 3 2 3
5f=7a 3 3 3 3
6f 2 3 2 3
7f 2 3 2 3
8f 3 3 3 3
of 1 3 1 3
10f 2 3 2 3
19 3 3 3 3
29 2 3 2 3
39 3 3 3 3
49 3 3 3 3
59 DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
69 3 3 3 3
79 3 3 3 3
8g 2 3 2 3
99 2 3 2 3
109 3 3 3 3
1h 3 3 3 3
2h 3 3 3 3
3h 2 3 2 3
4h DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
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e 2 3 -0 -0
10e 3 3 -0 -0
1f 3 3 -0 -0
2f 2 3 0 0
3f DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO -0 -0
4f 2 3 -0 -0
5f=7a 3 3 -0 -0
6f SEM TUMOR SEM TUMOR -0 -0
7f 3 3 -0 -0
8f 2 3 -0 -0
of 3 3 0 0
10f 2 3 -0 -0
19 3 3 -0 -0
29 2 3 -0 -0
39 2 3 -0 -0
49 3 3 -0 -0
59 2 3 -0 -0
69 1 3 -0 -0
79 2 3 -0 -0
89 3 3 -0 -0
99 NEGATIVO NEGATIVO -0 -0
10g 3 3 -0 -0
1h NEGATIVO NEGATIVO -0 -0
2h 2 3 -0 -0
3h 3 3 -0 -0
4h 3 3 -0 -0
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Resultados da Imunoexpressdo da CICLINA D1 no Adenocarcinoma Gastrico

CITOPLASMA NUCLEO
TMA INTENSIDADE Area % INTENSIDADE AREA%
1a 0- -0 2 3
2a -0 -0 3 3
3a -0 -0 2 1
4a -0 -0 2 3
5a -0 -0 3 1
6a -0 -0 -0 -0
7a = 5f -0 -0 -0 -0
8a -0 -0 3 2
9a -0 -0 2 2
10a -0 -0 -0 -0
1b -0 -0 2 3
2b -0 -0 3 3
3b -0 -0 3 3
4b -0 -0 2 3
5b -0 -0 2 2
6b -0 -0 3 3
7b -0 -0 0- -0
8b -0 -0 3 3
9b - rim -0 -0 -0 -0
10b -0 -0 2 1
1c -0 -0 2 3
2c -0 -0 3 3
3c -0 -0 3 1
4c -0 -0 3 2
5¢ -0 -0 SEM TUMOR SEM TUMOR
6¢ -0 -0 SEM TUMOR SEM TUMOR
7c -0 -0 2 1
8c -0 -0 SEM TUMOR SEM TUMOR
9c -0 -0 3 3
10c -0 -0 3 3
1d -0 -0 1 3
2d -0 -0 -0 -0
3d -0 -0 3 2
4d -0 -0 - -0
5d -0 -0 3 2
6d -0 -0 2 1
7d -0 -0 3 2
8d -0 -0 3 3
9d -0 -0 3 3
10d -0 -0 1 2
1e -0 -0 3 1
2e -0 -0 1 1
3e -0 -0 1 2
4e -0 -0 3 3
5e -0 -0 3 3
6e -0 -0 0- -0
7e -0 -0 -0 -0
8e -0 -0 3 1

continua...
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e -0 -0 2 1
10e -0 -0 1 1

1f -0 -0 2 1

2f -0 -0 2 3

3f -0 -0 DESCOLAMENTO DESCOLAMENTO
4f -0 -0 2 2

5f=7a -0 -0 2 1

6f -0 -0 SEM TUMOR SEM TUMOR
7f -0 -0 3 3

8f -0 -0 3 3

of -0 -0 2 3

10f -0 -0 -0 -0

19 -0 -0 3 3

29 -0 -0 3 3

39 -0 -0 3 3

49 -0 -0 3 3

59 -0 -0 3 3

69 -0 -0 -0 -0

79 -0 -0 3 2

89 -0 -0 3 1

99 -0 -0 SEM TUMOR SEM TUMOR
10g -0 -0 -0 -0

1h -0 -0 -0 -0

2h -0 -0 1 1

3h -0 -0 -0 -0

4h -0 0- SEM TUMOR SEM TUMOR
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Resultados da Imunoexpressao de myc no Adenocarcinoma Gastrico
CITOPLASMA NUCLEO
TMA INTENSIDADE Area % INTENSIDADE AREA%
1a -0 2 3
2a -0 1 2
3a 2 3 2 2
4a 2 3 3 1
5a 1 3 3 3
6a SEM MATERIAL SEM MATERIAL 3 1
7a=5f SEM MATERIAL SEM MATERIAL -0 -0
8a 1 3 0 0
9a 2 3 3 0
10a 0 0 0 0
1b 0 0 0 0
2b 2 3 3 3
3b 2 3 3 0
4b 0 0 3 3
5b 2 3 3 3
6b 2 2 3 1
7b SEM TUMOR SEM TUMOR 2 2
8b 2 3 0 0
9b - rim 2 2 -0 0
10b 0 0 -0 -0
1c 0 0 1 0
2c 1 3 3 2
3c 0 0 0 0
4c 0 0 1 3
5¢ SEM TUMOR SEM TUMOR SEM TUMOR SEM TUMOR
6¢c 0 0 1 3
7c 0 0 2 0
8c SEM TUMOR SEM TUMOR SEM TUMOR SEM TUMOR
9c SEM TUMOR SEM TUMOR 3 0
10c 0 0 3 3
1d 0 0 3 3
2d 0 0 0 0
3d 0 0 0 0
4d 0 0 0 0
5d 1 3 3 1
6d 0 0 0 0
7d 2 3 2 3
8d 1 3 1 0
9d 0 0 1 0
10d 0 0 2 3
1e 1 3 2 3
2 1 3 3 0
3e 0 0 2 2
4e 2 3 2 3
5e 2 3 3 3
6e -0 -0 2 0
continua...
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..continuacdo e conclusao
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Abstract

Objectives: The aim was to analyze the expression of proteins in canonical and non-
canonical Wnt signaling pathways in gastric adenocarcinoma tissue. To correlate the
expression of such proteins with the patients’ biodemographical characteristics and
morphological and anatomopathological characteristics of the tumor. Method: The
expression of proteins in Wnt signaling pathways (Wnt-5a, FZD5, GSK3B, axin, CK1,
ubiquitin, D1 cyclin and C-MYC) was evaluated in 72 patients who underwent gastric
adenocarcinoma surgery. Forty-five (64.3%) were male and the age average was
64.61£11.8 years. The protein level was determined by immunohistochemistry using
monoclonal antibodies in gastric tissue samples in tissue microarray. Results: The
expression of CK1 protein was positive in cell cytoplasm and significant in tumors
without compromised surgical margins (p= 0.031). The ubiquitin protein presented
strong expression in both cell nucleus and cytoplasm and was significantly more
intense in both nucleus and cytoplasm of cells of moderately and well-differentiated
tumors (p= 0.037) and in intestinal tumors (p = 0.031). The D1cyclin protein was
expressed only in cell nucleus and was significantly more intense in male patients’
tumors (p= 0.039). The C-MYC protein was expressed in both cell cytoplasm and
nucleus and the absence of its cytoplasmic expression was significantly higher in
intestinal tumors (p= 0.028) and significant odds ratio (p= 0.021). The
immunoexpressions of the Wnt-5a and Frizzled-5 proteins did not present significant
differences (p<0.05) regarding the epidemiological characteristics of the patients and
anatomopathological aspects of the tumor. Conclusions:The strong expression of
the protein of Wnt signaling pathway suggests the relevance and involvement of the
canonical pathway in the occurrence of gastric adenocarcinoma. The significant
absence of expression of Wnt-5a and FZD5 proteins suggests that the non-canonical
pathway is not activated in gastric adenocarcinoma tissue.

Describers: Gastric neoplasms. Carcinoma. Signaling pathways. Wnt proteins.
Immunohistochemistry. Signal transduction.
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