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RESUMO

COX-2 e Caderina-E participam de forma fundamental na manutencdo do estado fisiologico
da mucosa géastrica e tém papel essencial na reagdo inflamatoria e reparo, e no cancer. O
objetivo deste trabalho ¢ avaliar a expressdo das duas proteinas no carcinoma gastrico e
metastases linfonodais e suas possiveis participacdes na progressao tumoral. Foram utilizados
97 casos de gastrectomias por carcinoma gastrico, 36 dos quais com linfonodos disponiveis,
dos arquivos do Hospital do Cancer do Ceard. Os casos foram classificados nos tipos
intestinal (40 casos), difuso (34), mistos (16) e nao-classificados (7 casos) de acordo com a
classificagdo de Lauren (1965). Utilizou-se técnica de tissue microarray associada a
imunohistoquimica com anticorpo monoclonal anti-COX-2 e anti-Caderina-E e sistema de
detecgdo universal estreptavidina-biotina-peroxidase. A expressao de COX-2 foi avaliada de
acordo com os seguintes escores: Intensidade (I): O=negativa; 1=discreta; 2= moderada; 3=
acentuada; Extensao (E) de células coradas: 1= 0 a 25%; 2= >25 a 50%; 3= >50 a 75%; 4=
>75 a 100%. Escore final: I x E, sendo considerados escores < 6 como COX-2 de baixa
expressdo e escores >6 de alta expressdo. Classificou-se a expressdo de Caderina-E nos
escores: O=negativo; l=citoplasmadtica; 2=citoplasmatica + membranar, 3= membranar-
normal (Jawhari et al., 1997a). Foram comparadas expressao normal e anormal e membranar
e ndo membranar em cada histotipo de carcinoma, na sede primaria e linfonodos. Expressao
positiva para COX-2 e¢ anormal de Caderina-E predominaram nos diversos histotipos de
carcinoma gastrico primario, principalmente difusos e mistos. Observou-se maior expressao
de COX-2 nas metéstases linfonodais, em relacdo as lesdes primadrias, sobretudo nos
carcinomas difusos. Carcinomas intestinais estavam associados a expressdo membranar de
Caderina-E enquanto tumores difusos se relacionaram com auséncia de expressao
membranar, 0 que mostra a importancia da Caderina-E na diferenciagdo do cancer gastrico.
Carcinomas gastricos apresentam dois padroes de imunomarcagdo citoplasmatica: granular
(paranuclear), associado a expressdo citoplasmadtica exclusiva, que prevalece no componente
difuso dos tumores mistos, € homogéneo, em todo o citoplasma, correlacionado com
expressao citoplasmatica-membranar, predominante nos outros histotipos. Carcinomas difusos
apresentam expressdo membranar de Caderina-E, que se expressa com maior freqiiéncia nas
metastases linfonodais do que nas lesdes primdrias e estd presente em grupos celulares
infiltrantes e células isoladas, nas duas sedes anatdmicas. Os dados sugerem que o carcinoma
misto representa histotipo distinto de carcinoma gastrico, baseado nos aspectos peculiares da
expressdo citoplasmatica de Caderina-E aqui mostrados e em outros achados da literatura.
Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre expressdo de COX-2 e de Caderina-
E e demais parametros clinico-patologicos nesta amostra. Os dados aqui observados sugerem
que COX-2 e Caderina-E sdo importantes proteinas relacionadas com a progressao tumoral-
linfonodal no cancer gastrico.

Palavras-chave: Cancer gastrico. Ciclooxigenase-2. Caderina-E. Progressdo tumoral



ABSTRACT

Both COX-2 and E-Cadherin play important roles in physiological and pathological processes
in the stomach, such as control of acid secretion, inflammation and cancer. The aim of this
study was to analyze the relationship between COX-2 and E-Cadherin immunoexpression in
human gastric adenocarcinomas and respective lymph node metastases and their possible
action in tumoral progression. Tissue microarrays were prepared from paraffin embedded
samples of 97 primary gastric cancers, included 36 with respective nodal metastases. Cases
were classified according to Lauren’s classification as intestinal (n=40), diffuse (n=34), mixed
(n=16) and undetermined (n=7). Immunoexpression of COX-2 was evaluated regarding
intensity (0-absent; 1-mild; 2-moderate; 3-strong) and extension (0-negative or rare cells; 1-
<25%; 2-25-50%; 3-50-75%; 4->75% immunoreactive neoplastic cells). A combined score
was calculated (intensity x extension): 0-12. A cut-off of 6 was considered to classify COX-2
expression as low (<6) or high (>6). E-Cadherin expression was evaluated according to the
system proposed by Jawhari er al. (Gastroenterology, 1997) as abnormal patterns of
expression: 0-no expression; 1-cytoplasmic expression; 2-heterogeneous expression, both
membranous and cytoplasmic) and normal membranous pattern (3). Membranous (scores 2
and 3) and Non-membranous (scores 0 and 1) were too compared. Overall, COX-2 positive
and abnormal E-Cadherin expression predominate in all types of primary gastric carcinomas.
COX-2 expression was higher in lymph node metastases than in primary tumors, with a
significant difference for diffuse carcinoma. A positive relationship was observed between E-
Cadherin membranous expression and intestinal tumors, and absence of membranous
expression and diffuse ones, which indicates the importance of E-Cadherin to gastric cancer
differentiation. Granular (paranuclear) cytoplasmic immunostaining pattern was basically
associated with cytoplasmic E-Cadherin expression while homogeneous pattern is frequently
seen in cytoplasmic-membranous expression. Diffuse carcinomas show membranar expression
more frequently in lymph nodes metastases than in gastric primary tumors in both isolated
and grouped cells. The data suggest that mixed carcinoma is a distinct hystotype, based on its
peculiar cytoplasmic expression of E-Cadherin shown here and other features of literature.
There was no significant association linking COX-2 and E-Cadherin expression to other
clinicopathological parameters. The data show that COX-2 and E-Cadherin are important
proteins related to tumoral progression in gastric cancer.

Keywords: Gastric cancer. Cyclooxygenase-2. E-Cadherin. Tumoral progression.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -

Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -
Figura 13 -

Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -
Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -
Figura 20 -
Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

LISTA DE FIGURAS

COX-2 — Controles negativo e positivo (foto) ............ccowrvvrrrerrrererreerennnn.
COX-2 — Controles negativos (fOt0).......cccuerireriieniieiiienieeiiesie et
Caderina-E — Controles normais (f0t0)..........cocveerierciienieeieenieeieeeie e

Expressao de COX-2 no cancer gastrico do tipo difuso (grafico).................

Expressdo de COX-2 no cancer gastrico difuso primario e respectivas

metastases linfonodais (Grafico).........cccoveviieiiiiiiieiiiiiieee e
Expressdao de COX-2 no cancer gastrico do tipo intestinal (foto).................
Expressao de COX-2 no cancer gastrico do tipo difuso (foto)...........c........
Expressdo de COX-2 no cancer gastrico do tipo misto (foto)........c..cce......
Expressao de COX-2 no cancer gastrico ndo-classificado (foto)..................
COX-2 — Tumor primario, émbolo tumoral e metéstase linfonodal (foto)....
Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo intestinal (grafico)......

Expressdo de Caderina-E no cancer géstrico do tipo difuso (grafico)...........

Correlagdo da expressdo citoplasmatica de Caderina-E com o histotipo

misto (componente difuso) do carcinoma gastrico (grafico)..........ccceeuveenenne.
Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo difuso (grafico)...........
Expressdo de Caderina-E no cancer géstrico do tipo intestinal (foto)...........
Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo difuso (foto)................

Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo misto (foto).................

Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo ndo-classificado

Correlagao entre expressao de Caderina-E e padrdes de imunomarcagao

citoplasmadtica nos carcinomas gastricos primarios difisos € mistos

(BIATICO). ettt ettt et ettt e et e et e et e bt e e nbeebeeeaaeenneennes

Caderina-E — Estdmago: marcagdo citoplasmatica homogénea (foto)..........

Caderina-E — Estdmago: marcacao citoplasmatica granular (vesicular)

* .
Fotomicrografias

54
54
55
61

68
74
75
75
76

76

77

79
80



Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -
Figura 33 -

Tumores de células isoladas e padrao de migragao metastatico linfonodal

(322 (o0 ) PSR RPURUPRRRR 87
Células isoladas e células agrupadas — Carcinoma difuso — HE (foto).......... 88
Células isoladas e células agrupadas — Carcinoma misto — HE (foto)........... 88

Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao celular no cancer gastrico
primario do tipo Mmisto (ZrafiCO).....cccvueeeiiieeiiieeiieeeie e e 92

Caderina-E e padrdes de migragao celular: carcinoma misto — Estbmago

Correlagao entre expressao de COX-2 e de Caderina-E no cancer gastrico

do tipo difuso primario (ErafiCo).......cecvueeeriiieiiie e 97
COX-2 — Estomago — Imunomarcacao e clones celulares (foto)................... 100
Caderina-E — Estomago — Imunomarcagao e clones celulares (foto)............ 100



Quadro 1 -
Quadro 2 -
Quadro 3 -
Quadro 4 -
Quadro 5 -
Quadro 6 -
Quadro 7 -
Quadro 8 -
Quadro 9 -
Quadro 10 -
Quadro 11 -

Quadro 12 -

Quadro 13 -
Quadro 14 -

Quadro 15 -

Quadro 16 -

Quadro 17 -

Quadro 18 -

Quadro 19 -

Quadro 20 -

LISTA DE QUADROS

Fatores de 1iSCO N0 CANCET GASIIICO....cccuviiiiieiieeiieiieeieeiie et
Condigdes inflamatdrias cronicas e neoplasias associadas...........ccceeeveennenne
Expressao de COX-2 — ESCOTes fINaiS......cceeevveeerieeiiiiieeiieeeiie e evee e
Concordancia intra e inter-observadores na avalia¢do da expressdo imuno-
histoquimica de COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico........c..ccceeveruennnene.
Desenho metodologico: tissue microarray € imunohistoquimica.................
Expressao de COX-2 no cancer gastrico por tipo histolégico.......................
Expressdo de COX-2 e parametros clinico-patolégicos no cancer gastrico
dos tipos intestinal, difuso € ndo-classificado..................ccccouevcuevcueeeeennnnne.
Expressao de COX-2 e parametros clinico-patolégicos no cancer gastrico
do tipo misto — COMPONENLE IALESHINAL.........ccceuveeeeieeeieeeieeecie e
Expressdo de COX-2 e parametros clinico-patolégicos no cancer gastrico
MIStO — COMPONCNLE AIfUSO......eeeevieeieeiiieiieeiieite ettt e ere e sae e e
Expressdao de COX-2 no cancer gastrico por tipo histologico — Estomago...
Expressao de COX-2 no cancer gastrico por tipo histolégico — Linfonodos
Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico por tipo histologico —
EStOMAZO.....eeeiiiiieeiie ettt s
Expressao de Caderina-E no cancer géstrico do tipo misto — Estomago.......
Expressao de Caderina-E e parametros clinico-patoldgicos no cancer
gastrico dos tipos intestinal, difuso e ndo-classificado...................cc.c.........
Expressdo de Caderina-E e pardmetros clinico-patoldgicos no cancer
gastrico do tipo misto — componente intestingl.............c.ccccveeecveeecveencreeennnnn.
Expressao de Caderina-E e parametros clinico-patoldgicos no cancer
gastrico do tipo misto — COMPONENLE AIfUSO......cceeerveereeerieiiieiieeeeeiie e,
Expressao de Caderina-E no cancer géstrico por tipo histologico —
EStOMAZO.....eeiiiiieeiiiece et et
Expressao de Caderina-E no cancer géstrico por tipo histologico —
LANTONOAO0S. ...ttt ettt
Padrao de expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo misto —
Estomago € Linfonodos...........ccoeviieiieniiiiieieeieeeece e
Padroes de imunomarcacao da Caderina-E nos carcinomas gastricos

difusos primarios e metdstases linfonodais...........coeceevveeiieniiienienieenieeee

57

58

59

60
60



Quadro 21 -

Quadro 22 -

Quadro 23 -

Quadro 24 -

Quadro 25 -

Quadro 26 -

Quadro 27 -

Quadro 28 -

Quadro 29 -

Quadro 30 -

Quadro 31 -

Quadro 32 -

Quadro 33 -

Quadro 34 -

Quadro 35 -

Quadro 36 -

Padrdes de imunomarcacao da Caderina-E nos carcinomas gastricos mistos
(componente difuso) primarios e metastases linfonodais.............cccceeeeeneennnee.
Padrdes de imunomarcacdo da Caderina-E nos carcinomas gastricos
intestinais primarios e metastases linfonodais.............cccoecveeriiriiieniencieeniens
Padrdes de imunomarcacao da Caderina-E nos carcinomas gastricos mistos
(componente intestinal) primarios e metastases linfonodais............ccceuveee.
Padrdes de imunomarcacdo citoplasmatica de Caderina-E em carcinomas
ASIIICOS PIIMATIOS. ¢..evieutieeiieeiieeeieeteeeteeteeseteeteessaeeseesebeenseessseenseennseenseennns
Expressao de Caderina-E e padrdes de migragdo celular nos carcinomas
gastricos difusos primarios e metastases linfonodais.............ccccveeeevveennnenne.
Expressdo de Caderina-E e padrdes de migracdo celular nos carcinomas
gastricos mistos (componente difuso) primarios e metastases linfonodais....
Expressao de Caderina-E e padrdes de migragdo celular nos carcinomas
gastricos intestinais primarios € metastases linfonodais............cccoeeevvreeneenns
Expressdo de Caderina-E e padrdes de migracdo celular nos carcinomas
gastricos mistos (componente intestinal) primarios e metastases
JINFONOAATS. ...
Padroes de migracao celular nos carcinomas gastriCos........cceevveeerveeennveennee.
Expressdo baixa ou nula de COX-2 e Caderina-E (escores) no cancer
gastrico por tipos histoldgicos — EStOmago..........ccceeevvierieeciienieeiieeieeieenen,
Expressdo alta de COX-2 e Caderina-E (escores) no cancer gastrico por
tipos histologicos — EStOmMAagO.......ccccuieeviieeiiieciiieciie et
Expressdo de COX-2 e Caderina-E (escores) no cancer gastrico do tipo
MISEO — ESTOMAZO. ... .eiiiiiiiiiie ettt et et
Expressdao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao
membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (intestinal, difuso,
RAO-CLASSIfICAAO). ..ot
Expressdo de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao
membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (difuso)....................
Expressao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao
membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (intestinal)...............
Expressdao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao

membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (misto).....................



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela O -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

LISTA DE TABELAS

Expressdo de COX-2 (escores) no cancer gastrico por tipo histologico —
EStOMAZO.. . eeeeiiieiiiie e 56
Expressdao de COX-2 (escores) no cancer gastrico por tipo histologico —
EStOmMAagO (36 CASOS).uuuiieuiieiiiieiiieeeiieeeieeesteeeeeestreeeteeesnseeessaeeensseeesaeens 60
Expressdo de COX-2 (escores) no cancer gastrico por tipo histologico —
LANfONOdOS. ...cvieiiiieiieecee s 61
Expressao de Caderina-E no cancer gastrico por tipo histologico

(intestinal, difuso, ndo-classificado) — EStOMAgO........c.ccovveeevreeerveeernreeennee. 65
Padrao de expressao de Caderina-E no cancer gastrico (intestinal, difuso,
nao-classificado) — EStOMAZO.........cc.covuieiiienieeiierie et 73
Padrio de expressao de Caderina-E no cancer gastrico (intestinal, difuso,
ndo-classificado) — Linfonodos............coccveeiiieeiiieeiiieeeecee e 73
Padrdes de imunomarcacdo citoplasmatica de Caderina-E em tumores

gastricos primarios de células isoladas............cceeiieiiiiniiiniiniiicieieeeeen 78
Padrdes de imunomarcacgao citoplasmatica de Caderina-E em tumores

gastricos primarios de morfologia glandular.............ccccoeevvveviiiiiiieinieeen. 81
Padrdes de imunomarcacio citoplasmatica de Caderina-E em carcinomas
gastricos — metéastases em linfonodos............oecceeeiieiiiniiiinieniieieeeee e, 85
Expressao de Caderina-E e padrdes de migragdo celular no cancer gastrico
PriMATio dO tIPO @IfUSO......veeeeveeeiieeeiee ettt e e 91
Expressdo de Caderina-E e padrdes de migracdo celular no cancer gastrico
PIIMATIO dO tIPO TMESIO.....eeeeeeiieeieeeeeiee ettt ettt e aeas 91
Expressao de Caderina-E e padrdes de migragdo celular no cancer gastrico
Primario do tiPO IHLESHINAL...........cccveeeeeeeeiieeeiee e eee e 93
Expressdo de Caderina-E e padrdes de migracdo celular no cancer gastrico
metastatico (linfonodos) por tipo histoldgiCo.........ceecvieriieriienieiiieiieeieenee, 94
Expressdao de COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico (intestinal, difuso,
ndao-classificado) — EStOMAZO........cccveeevieieiiiieeiieeecie e e 96
Expressdao de COX-2 e Caderina-E (escores) no cancer gastrico (intestinal,

difuso, nao-classificado) — EStOMAZO...........cccueevieniieiieeiieieeie e 96



AA
APC
bcl-2

Caderina

cagA
C-CAM

CD
CD44
CD68
CDHI1
CGDH
COX
COXIB(s)
DNA
EGF
Fas

FGF
GS-1I
HC/ICC
HE
HGF-SF

HLA-DR
HRP

IL
IPATIMUP
Ki-67
MALT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Arachidonic Acid = Acido Araquidénico

Adenomatous Polyposis Coli = Polipose Adenomatosa Colonica

Gene inibidor de apoptose
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer gastrico

1.1.1 Histoérico

O cancer ¢ tao antigo quanto a vida, pelo menos a vida de metazoarios com maior
grau de complexidade como os seres vertebrados. Tumores cancerosos foram encontrados nos
ossos fossilizados de dinossauros com 60 a 70 milhdes de anos e nos ancestrais de mamiferos
e aves (ROTHSCHILD; WITZKE; HERSHKOVITZ, 1999; NEIBURGER, 2005). Tumores
malignos também té€m sido relatados em humanos do periodo neolitico — 12.000 a.C a 4000
a.C — (THILLAUD, 2006). No antigo Egito (3.500 a 200 a.C) foram descritos tumores em
0ssos humanos, alguns fortemente sugestivos de carcinomas metastaticos (NERLICH et al.,
2006).

Na Grécia, século V a.C, época de Hipocrates e do apogeu da escola de Cos, foi
criado o termo “carcinoma” — de Karkinos = caranguejo — (SANTORO, 2005), hoje utilizado
como sindnimo de neoplasia epitelial maligna, depois substituido por “cancer” pelos romanos,
designacdo utilizada em sentido genérico para neoplasias malignas até os dias atuais. Na
medicina chinesa, durante a dinastia Han (206 a.C — 220 d.C), encontra-se descri¢do pioneira
do cancer de estomago, feita pelo médico Tsang Kung (LYONS; PETRUCELLI, 1987, p.
124).

Galeno, no século I d.C, descreveu o cancer como um tumor duro ¢ maligno, com
ulceracdes ou sem elas (LOPES, 1970, p. 130). Na idade média, Avicena (980-1037),
“principe dos médicos”, fez observagdes extensas a respeito de ulceras géstricas e Avenzoar
(1091-1162), médico espanhol no periodo da ocupacgdo arabe realizou descricdo do cancer de
estomago (LOPES, 1970, p. 139-142).

No inicio do século XIX, as doencas do aparelho digestério comegaram a ser
identificadas: gastrites, ulceras, cancer. O cancer gastrico ¢ distinguido da ulcera por
Cruveilhier (SENDRAIL, 1980, p. 388). Virchow, em meados do mesmo século, estabeleceu
as bases da patologia celular, classificou neoplasias ao microscopio e mostrou a relagdo do
cancer gastrico com a ulcera (VIRCHOW, 1863).

Ao final do século XIX, Billroth (gastrectomia parcial: 1881) e depois Schlatter
(gastrectomia total: 1897) realizaram as primeiras intervengdes cirurgicas tecnicamente bem
sucedidas para tratamento do cancer gastrico, em pacientes que faleceram posteriormente por

recidivas do tumor apoOs varios meses ou pouco mais de um ano da cirurgia (SANTORO,
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2005), evolu¢ao nao muito diferente da atual, apos recidivas pds-gastrectomias de cancer

gastrico avangado.

1.1.2 Epidemiologia

O cancer gastrico ocupa o 4° lugar na incidéncia dos tumores malignos (exceto
pele nido-melanomas) e representa a 2* causa de mortalidade por cancer, na populagdo
mundial (CREW; NEUGUT, 2006). Existem, contudo, diferencas significativas em sua
distribuicdo geografica. Tem alta incidéncia (> 30/100.000 habitantes) em paises como Japao,
Russia, Portugal, China e Chile (GLOBOCAN, 2002) e incidéncia bem menor (< 15/100.000
individuos) em outros paises como EUA, Cuba, Canad4, Dinamarca e Franca (GLOBOCAN,
2002).

No Brasil, a incidéncia é de 16/100.000 homens e 9/100.000 mulheres, de acordo
com a estimativa da incidéncia de cancer para 2006 (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER — INCA, 2005), com o 5° lugar geral nacional (total, ambos os sexos), 3° mais
freqiiente no sexo masculino e 5° no feminino. E o segundo cancer entre os homens nas
regides norte e nordeste e o terceiro nas demais regides. Nas mulheres, ocupa o 3° lugar na
regido norte, 4° no nordeste ¢ 5° nas outras regides do pais (INCA, 2005).

No Ceara, o cincer de estdbmago tem especial importancia. Estd no 2° lugar de
freqliéncia entre homens, inferior apenas ao cancer de prostata e no sexo feminino sucede aos
tumores de mama e colo uterino (INCA, 2005). Em estudo de duas décadas atras, Juacaba et
al. (1984) observaram que o cancer gastrico era o mais freqiiente entre homens na cidade de
Fortaleza e representava quase metade das neoplasias malignas do sistema digestério
(JUACABA et al., 1984). Atualmente ocupa o segundo lugar entre os homens ao lado do
cancer de pulmdo e quinto entre mulheres nesta capital (INCA, 2005).

A  maioria dos carcinomas gastricos diagnosticados em nosso meio
(estado/capital) se encontra em fase avancada, nos estagios IIl e IV (LIMA; JUACABA,
2001; OLIVEIRA; TOME, 2006) com predominio do tipo intestinal de Lauren sobre o difuso,
na maioria dos relatos (ALEXANDRE, 1997; SAMPAIO, 2001; OLIVEIRA; TOME, 20006).
O cancer gastrico por sua alta incidéncia e mortalidade tem sido objeto de numerosos estudos
nos ultimos anos em todo o pais (COSTA, 2002; GONCALVES, 2003; LOIOLA, 2003;
FIGUEIREDO, 2004; LEAL et al., 2007), inclusive em nosso estado (ALEXANDRE, 1997;
OLIVEIRA, 1999; MONTENEGRO, 2003), que detém a maior taxa bruta/100.000 habitantes
deste tipo de cancer, nos dois sexos (INCA, 2005).
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Apesar das melhorias obtidas com o uso da endoscopia digestiva alta, o cancer do
estdmago continua de elevada mortalidade, mesmo em paises que investem macicamente em
tecnologia. Nos paises em desenvolvimento, muitos pacientes sdo diagnosticados numa fase
avancada da doenca, o que eleva a mortalidade aproximando-a dos niveis de paises com maior
incidéncia de cancer gastrico. Todos estes aspectos mostram, de forma clara, a grande
importancia da realizacdo de novos estudos que contribuam para melhor conhecimento e, em
decorréncia, melhor controle, prevencdo e tratamento deste importante tipo de patologia

oncologica.
1.1.3 Fatores de risco
O quadro 1 apresenta os principais fatores de risco implicados com o

desenvolvimento do cancer gastrico.

Quadro 1 — Fatores de risco no cancer gastrico*

¢ Fatores Ambientais:
Dieta:
Nitritos
Alimentos defumados e salgados
Dieta pobre em antioxidantes
Helicobacter pylori:
Gastrites e lesdes associadas

e Fatores Genéticos:
Polimorfismos de citocinas
Heranca: cancer gastrico familiar

e Outros:
Refluxo alcalino (c6to gastrico)
Nivel sdcio-econdmico baixo
Grupo sanguineo do tipo A

* Baseado em Fenoglio-Preiser et al. (2000); Balkwill e Mantovani
(2001); Crew e Neugut (2006) e Oliveira, Seruca e Carneiro (2006).

a) Fatores ambientais:
a.l Dieta

O consumo de alimentos defumados ou muito salgados, a utilizacdo de nitritos
como conservantes alimentares, e dietas com excesso de acidos graxos poli-insaturados, tém
sido associados, em muitos relatos, com o risco de desenvolvimento de carcinoma gastrico e

suas lesdes precursoras. Por outro lado, a refrigeragdo como recurso natural de preservacao
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alimentar e dietas ricas em frutas e vegetais frescos, fontes de antioxidantes como as vitamina
A e C, constituem fatores ambientais importantes na prevengdo deste tipo de cancer e lesoes
relacionadas (CORREA, 1992; FENOGLIO-PREISER et al., 2000; SAMPAIO, 2001;
CREW; NEUGUT, 2006). No entanto, estes resultados ndo sdo sempre consistentes,
sobretudo em estudos prospectivos sobre a matéria (TSUGANE et al, 2004; CREW;
NEUGUT, 2006) mas prevalece entre os autores a concepcao de que aspectos especificos da

dieta estdo relacionados a efeitos pro ou anticarcinogénicos no estdmago.

a.2 Helicobacter pylori (H. pylori)

Embora haja relatos antigos de bactérias presentes no estdbmago, apenas cerca de
20 anos atras foi descrito que elas colonizam, de fato, a mucosa gastrica (HOLTSCLAW-
BERK et al., 1984; MARSHALL; WARREN, 1984). O H. pylori, designacdo atual dessa
bactéria, € capaz de neutralizar a acidez do microambiente adjacente pela secre¢do de urease e
de produzir enzimas proteoliticas (HUI et al., 1992; DEKIGAI; MURAKAMI; KITA, 1995;
ATHERTON, 2006). Além disso, movimenta-se no muco gastrico através de flagelo e
consegue aderir as células epiteliais da mucosa, sobretudo antral, nas quais introduz proteinas
que modificam o metabolismo celular, inclusive induzindo estas células a apoptose (PEEK et
al., 1999; GALMICHE et al., 2000; KUCK et al., 2001) e estimulando a sintese de citocinas
pro-inflamatorias.

As perdas celulares resultantes da agdo do H. pylori traduzir-se-do0 em erosoes e
ulceragdes da mucosa, com hiperplasia regenerativa conseqiiente e infiltrado celular
inflamatoério, inicialmente de polimorfonucleares, seguidos pelos mononucleares, sobretudo
linfocitos (BLASER, 1990) o que revela a importancia deste microrganismo na génese das
gastrites (KARNES et al., 1991) e de tulceras pépticas (PETERSON, 1991). Na gastrite
cronica, a resposta celular predominante ao H. pylori ¢ do tipo Thl, com produgdo de
importantes citocinas como IL-1, TNF-a, IL-2, I[L-6 e IL-8 (YAMAOKA et al., 1997).

A partir de estudos epidemiologicos de prevaléncia da infec¢do pelo H. pylori e
sua relacdo com a incidéncia e mortalidade pelo cancer gastrico; estudos prospectivos de
coortes com andlises do tipo caso-controle que mostraram risco relativo alto, em infectados,
para este tipo de cancer; e estudos retrospectivos que revelaram associacdo de seroprevaléncia
para H. pylori com maior incidéncia de cancer gastrico, comparado com os soronegativos,
esta bactéria foi considerada pela Organizagdo Mundial de Satde como um agente
carcinogénico do grupo 1, ou seja, com suficiente evidéncia de agdo carcinogénica para

humanos (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER —IARC, 1994).
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O possivel papel carcinogénico do H. pylori foi contestado por alguns autores,
com o argumento da inconsisténcia de alguns resultados por falta de especificidade entre a
gastrite pela bactéria e o cancer gastrico (GRAHAM; GO; GENTA, 1995) ou a auséncia de
uma ligacio causal forte entre o H. pylori e o cancer de estomago (NYREN, 1998). Estudos
posteriores revelaram a heterogeneidade genotipica do H. pylori, com a descoberta de que
algumas cepas, mas nao todas, eram causadoras de lesdes gastricas (BLASER et al., 1995;
PARSONNET et al., 1997).

Entre os fatores bacterianos ligados a patogenicidade, foram descobertas as
proteinas vacA (vacuolating toxin) ¢ a ilha de patogenicidade cagAd (cytotoxin-associated
gene-A). A vacA ¢ uma toxina que penetra na célula epitelial e entre outros efeitos, ao atingir
a membrana da mitocondria determina a liberacdo de cifocromo ¢ ao citoplasma, de que
resulta apoptose (GALMICHE et al., 2000; KUCK et al, 2001). H4 quatro genétipos
principais de vacA a partir de duas regides distintas do gene. O gendtipo sIml estd associado
a um maior risco de desenvolvimento de cancer gastrico do que os demais genotipos (VAN
DOORN et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2001).

A ilha de patogenicidade cagd compreende varios genes codificadores de
proteinas, algumas delas envolvidas num mecanismo que injeta a proteina cagAd dentro da
célula epitelial (TOMB et al., 1997; ODENBREIT et al., 2000). Apos fosforilada (ASAHI et
al., 2000), essa proteina determina resposta celular cuja resultante ¢ a produgdo de citocinas
pré-inflamatorias como a IL-18 e a IL-8 (YAMAOKA et al., 1997), a proliferagdo celular
(ATHERTON, 2006) e alteragdes fenotipicas das células (SEGAL et al., 1999). Infecgdes
com amostras de cepas de H. pylori cagA™ aumentam o risco de desenvolvimento do cancer
gastrico, em relacdo as infec¢des por cepas cagA™ (BLASER et al., 1995; PARSONNET et
al,, 1997). Em modelos experimentais, foram desenvolvidos adenocarcinomas gastricos a

partir de infecg¢do cronica pelo H. pylori (HONDA et al., 1998; HIRAYAMA et al., 1999).

b) Fatores Genéticos:
b.1 Polimorfismos de citocinas

Polimorfismos genéticos representam variagdes normais dentro da expressdo
génica ¢ podem condicionar respostas diversas de individuos diferentes, aos mesmos
estimulos. Alguns genes que codificam citocinas inflamatdrias apresentam-se polimorficos
(BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Estes polimorfismos podem ser importantes, quando se

localizam em seqiiéncias de DNA relacionadas com a transcricdo. Determinados
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polimorfismos se associam a um aumento do risco de cancer, inclusive de carcinoma gastrico
(EL-OMAR et al., 2000; EL-OMAR et al., 2003; MACHADO et al., 2003).

Um exemplo ¢ o da IL-1p, potente inibidor da secre¢do de acido cloridrico pelas
células parietais gastricas (TAKASHIMA et al, 2001). Individuos que apresentam
polimorfismos associados a maior producdo de IL-1B tém maior predisposicdo a
desenvolverem pangastrite cronica com atrofia do corpo e cancer gastrico do que individuos
com baixa expressdo da citocina (EL-OMAR et al., 2000). Em apoio a essa observagao,
polimorfismos determinantes de diminuicdo da expressdo de IL-10, citocina antiinflamatoria,
se associaram a maior risco de cancer gastrico (EL-OMAR et al., 2003). Por outro lado, a
diminui¢do de IL-1P favorece gastrites mais localizadas no antro, preservando a secre¢ao

gastrica, o que favorece o aparecimento de Ulcera péptica duodenal (HSU et al., 2004).

b.2 Cancer gastrico familiar

O primeiro registro consistente de cancer gastrico familiar remonta a familia
Bonaparte, no inicio do século XIX. O préprio Napoledo, que sentia fortes dores abdominais
durante suas campanhas militares, apresentou lesdo com caracteristicas malignas em sua
autdpsia, que foi acompanhada por varios médicos, com a seguinte tradugdo da descricdo do
Dr. Francesco Antonmarchi, seu ultimo médico pessoal, que também era anatomista e

patologista:

O volume do estdmago era pequeno, com aderéncia entre o lado direito e a face
esquerda do figado, e observa-se area endurecida de perfuracdo central a trés polpas
digitais do piloro. Aberto pela grande curvatura, presenca de consideravel
quantidade de substincia viscosa com aspecto em borra-de-café. Quase toda
superficie interna estava ocupada por ulcera cancerosa que apresentava centro na
parte superior, pequena curvatura, com projecdes digitiformes em toda a
circunferéncia gastrica, que se estendia do cardia até uma polegada do piloro, com
base dura, espessa, de aspecto cirroso (HINDMARSH; CORSO, 1998; SANTORO,
2005).

No século XX, estudo de outras familias com varios membros portadores de
cancer gastrico permitiu a descoberta de muta¢des no gene da Caderina-E (CDH1), assunto

que sera abordado adiante nesta introdugao.
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1.2 Relacio entre inflamacao e neoplasia

1.2.1 Historico

No primeiro século d.C, despontou a obra de Celsus, enciclopedista e historiador,
autor do primeiro tratado romano baseado na medicina grega, que descreveu os quatro sinais
cardinais da inflamacao, “rubor, tumor, calor e dor” (LYONS; PETRUCELLI, 1987, p. 248),
um pouco antes de Galeno definir o cancer como “um tumor duro e maligno” (LOPES, 1970,
p. 130). Assim, o termo tumor parece representar uma remota convergéncia terminoldgica e
semiologica entre dois processos patoldgicos distintos, em uma época onde ainda ndo era
possivel caracterizar a natureza e os aspectos peculiares a cada um destes processos.

Ao longo de um milénio e meio os dois processos patologicos ndo foram
adequadamente esclarecidos, em seus possiveis pontos comuns ou distintivos. Em principio
do século XIX, como ja relatado, Cruveilhier distinguiu ulcera gastrica de cancer
(SENDRAIL, 1980, p. 388). Algumas décadas depois, Rudolf Virchow, em sua aula n® 5
Patogenia das Neoplasias ministrada nos semestres de inverno de 1862-1863, assim se refere

a relagdo entre inflamagdo e cdncer, numa tradugdo aproximadamente literal:

“A historia de um tumor, na minha opinido, deve ter inicio com a constatagdo de um
estidgio de irritagdo, no qual o tecido ¢ estimulado, podendo ser por aumento na

exsudagdo, secre¢do ou formagao” (VIRCHOW, 1863, p. 74).

E mais adiante:

“Se o estimulo é pouco, s6 acontecerdo as conseqiiéncias simples do estimulo, que
nés conhecemos pelo nome de inflamagdo, inflamagdo crdnica, hipertrofia e
hiperplasia. Na presenga de um estimulo maior, acontecerdo formas mais
especificas” (VIRCHOW, 1863, p. 80).

E na aula Etiologia das Neoplasias:

“J& ¢ de conhecimento que, sdo nas mucosas onde os tumores aparecem com mais
freqiiéncia, nos locais onde houve patologia inflamatoria, o que ¢é suficiente para
que, com o tempo, haja uma alteragio na estrutura natural do tecido. De uma
simples hiperplasia inflamatéria do catarro cronico (chronischen katarrhs), ocorre a
formagdo de polipos, e os podlipos podem se tornar no futuro o local de
desenvolvimento de cancer ou de cancro. No cancer gastrico, encontram-se no
perimetro da ulcera alteragdes catarrais cronicas que, a principio, com o tempo, se
modificam para a formagdo do cancer” (VIRCHOW, 1863, p. 65).

Assim, o grande patologista admitiu a formag¢do de tumores, inclusive do cancer, a

partir da evolugdo de processos inflamatdrios como a tlcera, no caso do cancer gastrico.
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No século XX, sobretudo em sua primeira metade, a discussdo sobre a possivel
transformagdo maligna de ulceras gastricas benignas dividiu a opinido médica. Alguns
autores, baseados em suas casuisticas, defenderam a raridade desta transformacao
(MARSHALL, 1953), enquanto na experiéncia de outros o cancer gastrico ¢ precedido
freqiientemente por ulceras benignas (SWYNNERTON; TRUELOVE, 1951), havendo ainda
partidarios de um caminho intermedidrio entre estes opostos, que admitiam um potencial de
malignidade nas ulceras, mas ndo tdo grande que justificasse gastrectomias sistematicas no
tratamento destas lesdes, que deveriam ser avaliadas caso a caso (NOTKIN, 1955).

A dificuldade no diagnostico diferencial clinico e radiologico entre ambas as
lesdes foi minimizado pela utilizagdo do exame patolégico do tecido removido, de maior
acurdcia, mas que também tem limites, sobretudo na interpretagdo de células distorcidas na
base de tlceras benignas em cicatrizagdo (NOTKIN, 1955). A partir das ultimas décadas do
século passado, o exame histologico da lesdo gastrica obtida por bidpsia endoscopica permitiu
uma distingdo bastante segura entre os dois processos (MOUNTFORD et al, 1980), na
maioria dos casos e predominou o conceito de que inflamagdo e cincer de estdmago
representam lesdes distintas (TOFTGAARD, 1989), ou seja, a lesdo ulcerada com
caracteristicas malignas ja é cancerosa desde o inicio.

No entanto, a descoberta do H. pylori como agente da gastrite cronica e a possivel
relagdo etiopatogenética deste processo inflamatorio com o céncer gastrico (NARDONE et
al., 1999; UEMURA et al., 2001) dirigiu novamente os conceitos médicos para um certo
“retorno a Virchow” — back to Virchow — (BALKWILL; MANTOVANI, 2001) e a
investigacdo cientifica voltou-se novamente para a possivel correlagdo entre os dois

Pprocessos.

1.2.2 Condigdes inflamatdrias cronicas e cancer

A partir da observagdo clinica de algumas doengas e seus aspectos
epidemioldgicos, além da avaliagdo histopatoldgica, verificou-se uma associagdo entre
determinadas condigdes inflamatorias cronicas e o cancer. Entre os exemplos mais
importantes, destacam-se as lesdes do sistema digestério, dentre as quais a gastrite cronica
associada ao H. pylori, relacionada com adenocarcinomas gastricos ¢ com linfomas do tipo
MALT. O quadro 2 ilustra as principais condi¢cdes inflamatdrias cronicas associadas a

neoplasias.
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Quadro 2 — Condig¢des inflamatorias cronicas e neoplasias associadas™

Condic¢ao Inflamatdria Neoplasia

Ulceras cronicas de pele Carcinoma de células escamosas

Estomatites pos-traumaticas Carcinoma de céls. escamosas da cavidade oral

Esofagite de refluxo com es6fago de Barrett | Adenocarcinoma de es6fago distal

Gastrite cronica associada a H. pylori Adenocarcinoma géstrico
Linfoma (MALT)

Doenga Inflamatoria Intestinal Carcinoma colo-retal

Hepatite viral cronica Hepatocarcinoma

Sindrome de Sjogren Linfoma (MALT)

Colangite cronica (Opistorchis sinensis) Colangiocarcinoma

Esquistossomose vesical Carcinoma de bexiga

Tireoidite de Hashimoto Linfoma (MALT)

* Baseado em Coussens e Werb (2002); MaCarthur ef al. (2004) e Balkwill et al. (2005)

1.2.3 Aspectos histopatoldgicos

A avaliacdo microscopica dos processos inflamatdrios e neoplasicos, confirma
que a interse¢do entre ambos ocorre entre fase cronica da inflamagdo, reparo e neoplasia, em
seus componentes epiteliais malignos e estroma conjuntivo-vascular. O tecido conjuntivo e
vasos neoformados no processo de reparo guardam muitas semelhancas com o estroma das
neoplasias. Fibroblastos associados a carcinomas tém alto indice proliferativo, podem
produzir colageno em excesso, que resulta em desmoplasia, e secretam fatores de crescimento
(TLSTY; COUSSENS, 2006), que estimulam a proliferagdo de células cancerosas. Relatos
recentes tém enfatizado o papel do estroma neoplasico na regulagdo do crescimento tumoral
(BEN-BARUCH, 2003; TLSTY; COUSSENS, 2006).

Em relacdo aos leucocitos, além dos linfocitos, células caracteristicas dos
processos inflamatorios cronicos e da reagdo imunoldgica, outros tipos celulares sdo
freqlientemente encontrados em regides adjacentes a células tumorais, como macréfagos,
polimorfonucleares e mastocitos (COUSSENS; WERB, 2002; MACARTHUR; HOLD; EL-
OMAR, 2004). Os macrofagos, células centrais na cicatrizacdo de feridas, estdo sempre
presentes proximos a células cancerosas, com quem interagem através de agdes paracrinas,
produzindo e sendo estimulados por citocinas, fatores de crescimento ¢ moléculas de adesdo,
o que lhes tem valido a designacdo atual de “macréfagos associados a tumores” (BEN-
BARUCH, 2003; BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005; TLSTY; COUSSENS,
2006).
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1.2.4 Aspectos moleculares na relacao inflamagdo e cancer: citocinas, fatores de crescimento

e 0xi1do nitrico

a) Citocinas e fatores de crescimento

Citocinas (inclusive quimiocinas) e fatores de crescimento, produzidos por células
inflamatoérias, estimulam células cancerosas de varios tipos de tumores, inclusive cancer de
estomago, através de acdo parédcrina, ao se ligarem a receptores especificos presentes nas
membranas plasmaticas das células neoplésicas (KOPP et al., 2003; PEREZ et al., 2005;
ROLLINS, 2006). Mas além de responderem a estas moléculas, células cancerosas podem
sintetiza-las e secreta-las no microambiente tumoral e assim, por agdo autdcrina estimulam o
proprio crescimento neoplasico. (GASTL et al., 1993; SINGER et al, 2003). No cancer
gastrico, a IL-1 além de ser produzida por células tumorais, pode induzir a sintese da propria
IL-1, de outras citocinas como a IL-8, ou de fatores de crescimento, por exemplo o VEGF,
pelas proprias células malignas (HWANG et al., 2004; KAWAGUCHI et al., 2004; UEFUJI;
ICHIKURA; MOCHIZUKI, 2005).

Vasos neoformados fazem parte do estroma tumoral e do tecido de granulagdo
presente no reparo € em ambas as situagdes sdo decorrentes de “fatores do crescimento”
semelhantes, produzidos por células epiteliais normais ou cancerosas e por células do
conjuntivo, sobretudo o VEGF e FGF (SONG; GONG; WU, 2002; TARNAWSKI, 2005;
KATOH; KATOH, 2006).

b) Oxido nitrico (NO)

Sintetizado a partir da L-arginina e oxigénio pela sintase do 6xido nitrico — NOS —
(NATHAN; XIE, 1994), este gas extremamente volatil age apenas durante alguns segundos
sobre células adjacentes, sendo em seguida inativado. Existem formas constitucionais de NOS
no endotélio (eNOS), e nos neuronios (nNOS) e foi relatada a presenca do NO no sistema
nervoso central (NATHAN; XIE, 1994; IGNARRO, 2002; CZAPSKI et al., 2007). A enzima
pode ser induzida (iNOS) nas células endoteliais e macrofagos por citocinas inflamatodrias
como IL-1 e TNF-a (NATHAN, 1992).

O NO desempenha uma fun¢ao vasodilatadora através de relaxamento do musculo
liso da parede vascular (PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; FURCHGOTT, 1999),
assim participando da inflamacao aguda (GRISHAM; JOURD’HEUIL; WINK, 1999). As
acoes do oxido nitrico sdo dose-dependentes. Em baixas doses, desempenha fungdes

homeostaticas como o controle do tdnus vascular. Em altas doses pode reagir com moléculas
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de oxigénio, formando radicais ou moléculas altamente reativas (“espécies reativas’) como o
peroxinitrito e dioxido de nitrogénio (GRISHAM; JOURD’HEUIL; WINK, 1999), que
eventualmente contribuem para o estabelecimento de mutagdes, por exemplo ao inativarem
enzimas reparadoras do DNA (JAISWAL et al., 2000).

A agdo promotora ou inibidora de neoplasias do NO depende de sua concentragao
dentro do tumor (BRENNAN, 2000). Apesar de muitas acdes do NO serem complexas e
mesmo antagbnicas, como os efeitos pro (KIM et al, 2000; ZHOU et al., 2000) e
antiapoptoticos (WANG et al., 2002), varidveis com a concentracdo e tempo de exposicao das
células ao gas, sem duvida o NO representa um elo, a nivel molecular, entre inflamagao

cronica e cancer.

1.3 Ciclooxigenase-2 (COX-2)

1.3.1 Ciclooxigenases e Prostaglandinas: Papel Fisiologico

As ciclooxigenases (COXs) sdo enzimas presentes no citoplasma dos mais
diversos tipos celulares, ligando-se ao reticulo endoplasmatico. As COXs sdo responsaveis
pela sintese de prostaglandinas (PGs), a partir do 4acido araquiddnico (AA), molécula derivada
de fosfolipidios da membrana celular por acao de fosfolipases. A COX age sobre o AA
produzindo inicialmente PGG,, por agdo perdxido-sintetase e em seguida converte esta em
PGH; por uma acdo de peroxidase. Da PGH, surgem derivados especificos, a partir de
enzimas ¢ tipos celulares especificos: PGl; TXA,; PGD,; PGE, ¢ PGF,, (EBERHART;
DUBOIS, 1995; DANNENBERG; SUBBARAMAIAH, 2003).

Na mucosa gastrica humana, as PGs mais abundantes sdo a PGE, e PGFy,
(REDFERN; LEE; FELDMAN, 1987). A PGE, tem ac¢do inibidora da secrec¢do cloridrico-
péptica (NEWMAN et al, 1975; KONTUREK et al, 1976), estimula a secrecdo de
bicarbonato (FELDMAN, 1983; JOHANSSON; BERGSTROM, 1982) e promove
vasodilatagdo (HRISTOVSKA et al., 2007), todos efeitos protetores da mucosa.

COX-1 e COX-2 sao as duas formas bem caracterizadas de COX (WARNER;
MITCHELL, 2004). Recentemente foi descrita a COX-3, variante da COX-1, encontrada em
humanos e outros mamiferos, principalmente no cortex cerebral e coragao
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002). A COX-1 representa a forma constitutiva,
participando da manuten¢do do estado fisiologico celular, produzindo baixos niveis de
prostaglandinas. COX-2 em geral ¢ forma induzida, liberada por células inflamatérias em

resposta a estimulos inflamatdrios, sobretudo das citocinas TNF-a e II-13 (HUANG,
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MASSEY; VIA, 2000), no entanto, ja foram atribuidas a COX-2 fung¢des fisiologicas na
mucosa gastrica (PESKAR, 2001) e em outros 6rgaos como rins, cérebro e pancreas — ilhotas
de Langerhans — (HARRIS, 1996; LUKIW; BAZAN, 1997; ROBERTSON, 1998).

As ciclooxigenases foram descobertas e caracterizadas hd menos de duas décadas.
Inicialmente, foi determinada a estrutura primaria do gene humano da endoperdxido-sintase
da prostaglandina, depois denominada COX-1 (YOKOYAMA; TANABE, 1989) e a seguir a
clonagem da COX-2 murina (KUJUBU et al., 1991) e humana (HLA; NEILSON, 1992).

1.3.2 COX-2 no processo inflamatorio

COX-2 exerce influéncia sobre a reacao inflamatoria de maneiras diversas em
suas diferentes etapas, a partir das PGs, sobretudo PGE,, que tem efeito predominantemente
pro-inflamatério na fase aguda, principalmente vasodilatagdo (NGUYEN et al, 2002;
KABASHIMA et al., 2007) apesar de a¢des antiinflamatorias como o controle da liberagdo de
enzimas lisossomais (HIRANO et al., 1993) e inibicdo da produgdo de TNF-a (FENG et al.,
2006). Na fase cronica, a PGE,; induz proliferacao celular e neoformacao vascular
(AMAGASE et al., 2007), efeitos que favorecem o reparo e o término do processo
inflamatorio.

No tecido epitelial glandular gastrico normal, ndo ocorre expressdao de COX-2 ou
ela € pouco expressa (RATNASINGHE ef al., 1999; JOO et al., 2002; YAMAGATA et al.,
2002) e o mesmo ocorre em células normais do tecido conjuntivo (SAWAOKA et al., 1998;
RATNASINGHE et al., 1999).

O H. pylori associado a gastrites cronicas induz a expressao de COX-2 na mucosa
gastrica (FU et al., 1999; WAMBURA et al., 2004; XING et al., 2005). Em alguns relatos,
observou-se expressao de COX-2 no epitélio gastrico de pacientes infectados pelo H. pylori,
mas ndo nos casos negativos (SAWAOKA et al., 1998; NARDONE et al, 2004). A
expressio de COX-2 estava reduzida em pacientes infectados responsivos a terapia
antibacteriana, comparada com a expressao nos nao responsivos (NARDONE et al., 2004;
WAMBURA et al., 2004). Apos erradicacao do H. pylori ha tendéncia ao desaparecimento ou
reducdo da expressdo de COX-2 (WAMBURA et al., 2004).

Imunorreatividade para COX-2 nas gastrites foi também relatada em células
inflamatorias do estroma (RATNASINGHE et al.,, 1999), inclusive em células subepiteliais
(SAWAOKA et al., 1998). Em estudo de biopsias endoscdpicas em criangas infectadas pelo
H. pylori, a expressdo de COX-2 foi predominante nas células do estroma, em relagdo as

epiteliais, tanto monociticas quanto nos miofibroblastos da lamina prépria (KIM et al., 2004).
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Apesar da maioria dos artigos mostrar uma associagao entre a expressao de COX-
2 ¢ a presenga de H. pylori nas gastrites cronicas, para Kawabe ef al. (2002) contudo, a

infeccdo pelo H. pylori ndo se associou com maior expressao de COX-2.

1.3.3 COX-2 e neoplasias

a) Efeitos sobre a biologia das neoplasias

Ao estimular a sintese de PGs, sobretudo PGE,, COX-2 estimula os mesmos
efeitos bioldgicos presentes em inflamagdes cronicas, no processo de reparo, ou seja,
proliferagdo celular, invasividade, angiogénese e inibi¢do da apoptose. Proliferacao celular
aumentada foi observada em canceres de pulmao, em que a atividade elevada de peroxidase
de COX-2 foi responsavel pela ativacao de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (SHOU et
al., 1996). Dietas ricas em acido linoléico, fonte de PGs, estimulam o crescimento de células
de cancer mamario inoculadas na pata de camundongos (ROSE; CONNOLLY; LIU, 1994). A
PGE; parece responsavel por um efeito paracrino ao agir sobre o tecido adiposo adjacente ao
epitélio ductal mamario e induzir a aromatase, enzima responsavel pela sintese de estrogeno,
importante agente de promocdo tumoral (HARRIS et al, 1999). Tem sido também
demonstrada correlagao da expressdao de COX-2 com o marcador de proliferacdo Ki-67 em
adenocarcinomas gastricos (YAMAGISHI et al., 2004).

Aumentos de migracdo e invasdo foram descritos em linhagens celulares de
cancer colo-retal com hiper-expressividade de COX-2 (TSUJII; KAWANO; DUBOIS, 1997).
Células cancerosas com alta expressao de COX-2 e decorrente producao aumentada de PGE2,
apresentam elevada atividade de metaloproteinases, enzimas fundamentais para a
invasividade (TSUJII; KAWANO; DUBOIS, 1997; JIANG; LIAO; LEE, 2001; LARKINS et
al., 2006).

A producdo de fatores da angiogénese a partir de COX-2 tem sido descrita em
diversos tipos de neoplasias, inclusive do trato gastrointestinal (TSUJII et al., 1998; KOGA et
al., 2004). COX-2 estimula a sintese de PGE,, que favorece a formacdo de fatores de
crescimento como FGF-2 ¢ VEGF, secretados pelas células tumorais (CHENG et al., 1998;
TATSUGUCHI et al., 2004). O FGF-2 leva a proliferagdo de tecido conjuntivo e vasos
(FRIESEL; MACIAG, 1995). O VEGF age sobre células endoteliais estimulando sua
proliferacdo na matriz extracelular, formando-se assim novos vasos a partir € em comunicagao

com vasos pré-existentes.
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Além do VEGF, outros fatores angiogénicos tém sido relatados em associacao
com alta expressividade de COX-2, como o VPF (GOSEPATH et al, 2005) e o PDGF
(CHIARUGI; MAGNELLI; GALLO, 1998). Em modelos animais utilizando coérneas, drogas
antiinflamatérias ndo-esteroidais (DAINES), de conhecido efeito inibitério sobre COX-2,
inibem angiogénese induzida por fatores de crescimento (DANIEL et al., 1999), o que reforga
os achados a favor da importante agdo angiogénica da enzima.

Inibicdo da apoptose pela COX-2 via PGs, que ocorre em muitas lesdes malignas

e pré-malignas, sem duvida favorece o crescimento neopldsico, ao permitir que células
tumorais sobrevivam durante mais tempo e assim se reproduzam maior nimero de vezes
(MASSFERRER et al., 2000). Estudos revelaram que COX-2 ao promover catabolismo do
acido araquidonico, diminui o efeito pro-apoptotico deste. Além disso, COX-2 e PGs induzem
o gene bcl-2, antiapoptotico (WU et al., 2001; CHEN et al, 2005). Outro efeito
antiapoptotico de COX-2 ¢ através da inibi¢do do mecanismo de morte celular mediado pelo

Fas (HONJO et al., 2005).

b) COX-2 em varios tipos de cancer

Durante os anos setenta e oitenta do século passado, diversos estudos se referiram
a participacao de fatores da dieta, sobretudo alguns acidos graxos poli-insaturados e seus
derivados, notadamente prostaglandinas do grupo E2 (PGE,), na génese de varios tipos de
cancer, principalmente de cdlon, mama, pulmao, prostata e bexiga, em humanos e animais
(CARROLL, 1975; KARMALLI, 1983; KARMALI; MARSH; FUCHS, 1984).

Na década seguinte, apOs a caracterizacdo e clonagem de COX-1 e COX-2,
diversos relatos mostraram elevagdo desta Ultima enzima nos mesmos tipos de cinceres
citados (ACHIWA et al., 1999; KOMHOFF et al., 2000). Paralelamente, varios autores
verificaram a presenca simultanea de COX-2 e de prostaglandinas nestes mesmos tumores,
com énfase para os carcinomas colorretais (EBERHART et al., 1994; KARGMAN et al.,
1995; KUTCHERA et al., 1996). Vejamos alguns aspectos relevantes, nos principais 6rgaos
estudados.

Em neoplasias de colon e reto Eberhart et al. (1994) descreveram aumento da
concentragdo de COX-2 em mais de 40% de pdlipos adenomatosos humanos e em mais de
80% de canceres colorretais, sobretudo na adenomatose poliposa colonica (APC), doenga
hereditaria humana autossémica dominante decorrente de mutagdes no gene APC em que os
polipos representam lesdes pré-malignas que invariavelmente cancerizam com o passar dos

anos. Por outro lado, Oshima et al. (1996) demonstraram em modelos experimentais que a
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inibicado do gene de COX-2 resultou em significativa reducdo no nimero e tamanho de
tumores intestinais em camundongos heterozigéticos para uma mutacao do gene APC.

A expressividade de COX-2 e PGs também estd aumentada em carcinomas
mamarios (LIU; ROSE, 1996), parecendo ocorrer tanto agdo mutagénica como mitogénica.
Em modelo proposto de carcinogénese, foi encontrado efeito mutagénico, a partir de radicais
livres de nitrogénio e oxigénio, induzido por COX-2, e agdo mitogénica, pela estimulagdo
estrogénica associada (HARRIS et al., 1999). Estudo pré-clinico em ratas mostrou redugdes
moderadas a acentuadas de tumores induzidos, apds o uso de DAINES (HARRIS et al,
2000).

Neoplasias pulmonares apresentam expressividade de COX-2 mais evidente nos
adenocarcinomas, seguido pelo carcinoma de células escamosas, sendo baixa nos tumores
indiferenciados de grandes células e praticamente nula nos carcinomas de pequenas células
onde outros mecanismos carcinogénicos devem estar envolvidos (WOLF et al, 1998). E
interessante que a hiper-expressao de COX-2 no pulmdo ocorra também em lesdes pré-
cancerosas como a hiperplasia adenomatosa atipica (HIDA et al., 1998), que teria conotagdo
similar aos polipos adenomatosos colonicos. COX-2 e alguns hidrocarbonetos aroméaticos
apresentam a¢ao sinérgica na carcinogénese pulmonar, pois a atividade peroxidase de COX-2
sobre essas substancias pode gerar radicais reativos de agcdo mutagénica, enquanto alguns
carcinogenos derivados do tabaco aumentam a expressdo de COX-2 (ELING; CURTIS, 1992;
EL-BAYOUMY et al., 1999).

Na bexiga, COX-2 tem alta expressividade em mais de 85% de canceres invasivos
humanos e ¢ negativa no epitélio normal (MOHAMMED et al., 1999). Na prostata, COX-2
tem sido expressa constantemente em hiperplasias e em lesdes pré-cancerosas ou cancerosas
incipientes — neoplasias intraepiteliais prostaticas — PIN — (KOKI ef al., 2003).

Em estudo de carcinoma de pdncreas, a expressao de RNAm de COX-2 foi 60x
mais intensa no tecido tumoral do que no tecido pancreatico normal (TUCKER et al., 1999).
Acredita-se que no adenocarcinoma pancredtico, tumor de altissima letalidade, COX-2
interage com os genes Ras e APC mutados (TUCKER et al., 1999).

Aumento da expressdo de COX-2 tem sido descrita em outros segmentos do trato
gastrointestinal, por exemplo, no esdéfago, tanto em carcinomas de células escamosas como
em adenocarcinomas. Estes ultimos, que preponderam no ter¢o distal esofdgico, tém
patogénese ligada a metaplasia glandular que caracteriza o es6fago de Barrett, que geralmente

¢ precedido por esofagites de refluxo severas. Esta metaplasia e as displasias que se seguem,
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representam lesdes pré-cancerosas € também apresentam expressividade aumentada de COX-

2 (WILSON et al., 1998; SHIRVANI et al., 2000).

1.3.4 COX-2 no cancer gastrico

O estudo de lesdes potencialmente cancerosas do estomago revela que a mucosa
com metaplasia intestinal expressa COX-2 mais freqiientemente que a mucosa gastrica
normal. Yamagata et al. (2002) observaram que criptas com metaplasia intestinal apresentam
COX-2 em 60% de suas células enquanto apenas 17% dos elementos celulares mostram
imunorreatividade nas criptas sem metaplasia. Em consonancia com este achado, foi
encontrado através de RT-PCR, aumento de COX-2mRNA em biopsias com metaplasia
intestinal (VAN REES et al., 2002). No entanto, em pacientes H. pylori positivos com
metaplasia intestinal ndo ocorre reducao da expressao de COX-2 apds erradicagao da bactéria,
como acontece nas gastrites. Isso mostra que nessa lesdo pré-cancerosa a expressao de COX-2
nao depende apenas da presenca de H. pylori (SHEU et al., 2003; TSUII et al., 2006).

Relatos em familiares de pacientes com carcinoma géstrico ou ulcera duodenal,
mostraram alto indice de infec¢do pelo H. pylori nestes parentes e a expressao de COX-2 foi
mais intensa nos familiares de cancerosos do que nos parentes de pacientes ulcerosos (SHEU
et al., 2003). Estes autores também observaram associacao entre expressao de COX-2 e de
metaplasia intestinal e atrofia géstrica. Essa correlagdo entre grau de expressdo de COX-2 e
tipo de lesdo ndo ¢ sempre encontrada. SUNG et al. (2000) ndo evidenciaram diferenca na
expressdo da enzima na gastrite cronica, atrofia, metaplasia intestinal, e cancer, todos
fortemente positivos neste relato.

A imunomarcacdo de COX-2 ¢ também proeminente nas displasias
(SAUKKONEN et al., 2003; TSUJI et al, 2006). Em geral, admite-se progressdo de
imunorreatividade com a gravidade da displasia, no epitélio e estroma gastricos (VAN REES
et al., 2002). Assim, para a maioria dos autores, a imunoexpressdao de COX-2 ocorre na
lamina propria de gastrites, no epitélio metapldsico, displdsico e mais fortemente em
adenocarcinomas gastricos, com expressao progressiva de acordo com maior grau de lesdo
(SUNG et al., 2000; SAUKONNEN et al., 2001; YAMAGATA et al., 2002; SAUKKONEN
et al., 2003; JANG, 2004; PEREIRA, 2004; SUN et al., 2004).

Assim, COX-2 participaria como indutor progressivo em vdrias fases dessa
seqiiéncia patogenética denominada “cascata de Correa” (CORREA, 1992; KONTUREK et
al., 2000; SUN et al., 2004), da gastrite cronica ao adenocarcinoma, a partir de estimulagao

pelo H. pylori (CORREA, 1992; KONTUREK et al., 2000; SUN et al., 2004). Varios artigos
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mostram, in vitro (CHANG et al., 2004; WU et al., 2005a) e in vivo (SAWAOKA et al.,
1998; FU et al., 1999; KONTUREK et al., 2001; WALKER, 2002; SHEU et al., 2003; KIM
et al., 2004; SUN et al., 2004) que essa bactéria associada as gastrites, de fato, eleva a
expressdao de COX-2.

Os primeiros relatos sobre a expressdo imunohistoquimica de COX-2 no cancer
gastrico mostraram a evidente imunomarcagdo das células neoplésicas, comparada com a
ausente ou escassa expressdo de COX-2 na mucosa gastrica normal. (RISTIMAKI et al.,
1997; UEFUIJI et al., 1998). Estudos posteriores revelaram que essa expressao ¢ freqiiente nos
carcinomas de estomago (LIM et al., 2000; UEFUJI; ICHIKURA; MOCHIZUKI, 2001; SUN
et al., 2006; FUJIIMURA et al., 2006), tanto em células epiteliais (SUNG et al., 2000;
SAUKKONEN et al., 2001), quanto em células do estroma (SUNG et al, 2000; VAN REES
et al., 2002), mais intensa no epitélio que no estroma (SUNG et al., 2000).

Nas células epiteliais cancerosas, COX-2 se expressa com positividade variavel,
entre 40 e 85% dos casos (UEFUIJI ef al., 1998; MURATA et al., 1999; LEUNG et al., 2001;
JOO et al, 2002). Em biopsias de cancer gastrico, a expressdo de COX-2mRNA foi
encontrada em metade dos casos (UEFUJI, ICHIKURA, MOCHIZUKI, 2001). Foi observada
maior imunorreatividade na recidiva do cancer de estdmago do que nos tumores primitivos
(75 € 25%) (KAWABE et al., 2002).

No estroma, em estudo comparativo de carcinomas convencionais e recidivas pds-
gastrectomias (coto gastrico) ficou demonstrada co-localizacdo de COX-2 com CD68, alfa-
actina do musculo liso, vimentina ¢ HLA-DR (VAN REES ef al, 2002), marcadores
antigénicos que identificam macrofagos e células mioepiteliais como sedes da sintese da
enzima. Existem contudo outros relatos em que as células do estroma tumoral ndo expressam
COX-2, inclusive fibroblastos ¢ mononucleares (RISTIMAKI et al., 1997; UEFUJI et al.,
1998; OHNO et al., 2001).

Na mucosa géstrica ndo neoplasica adjacente ao tumor, a imunorreatividade para
COX-2 pode ser negativa (OHNO et al., 2001) e quando ocorre superexpressao da enzima ¢
em geral numa freqiiéncia menor do que na mucosa tumoral (XUE et al., 2003; YU et al.,
2004). Na mucosa gastrica ndo neoplasica e nao adjacente ao cancer, a expressao de COX-2
pode ocorrer em células inflamatorias e do tecido conjuntivo, associada a presenca de
processo flogistico, como nas erosdes e Ulceras (SAUKKONEN et al., 2001).

Relatos sobre o uso de drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais (DAINES) t€m
também revelado a importancia de COX-2 na génese do cancer gastrico. Estudos

retrospectivos mostraram reducdo de 30 a 70% no risco de aparecimento de cancer gastrico
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ap6s uso de aspirina e outras DAINES (FARROW et al, 1998; COOGAN et al., 2000;
AKRE et al., 2001). Em estudo prospectivo com grande amostragem, Thun et al. (1993)
observaram reducdo de 40% da mortalidade por este tipo de cancer em individuos que
tomavam regularmente aspirina e o risco diminuia proporcionalmente a uma maior duragdo
do uso do salicilato. A utilizagdo de inibidores seletivos de COX-2 (COXIBs) previne o
desenvolvimento de cancer gastrico, em estudos experimentais e clinicos (FUTAGAMI et al.,
2007). Contudo, COXIBs apresentam potencial risco de sérios eventos cardiovasculares e
alteragdes da funcdo renal que restringem seu uso em humanos de faixa etaria mais avangada
(RAY; GRIFFIN; STEIN, 2004; WAXMAN, 2005; FUTAGAMI et al., 2007).

O levantamento bibliografico aqui realizado sobre a expressao de COX-2 no
cancer gastrico deixou evidente a grande variagdo na freqiiéncia e grau de imunomarcagao
desta enzima entre os relatos, bem como controvérsias sobre a relagdo ou ndo de COX-2 com
diversos parametros clinico-patologicos, inclusive histotipos de carcinoma gastrico (LIM et
al., 2000; RAINAKOVA et al., 2001; BUSKENS et al., 2003; SAUKONNEN et al., 2003;
YU et al., 2003; DICKEN et al., 2006). Além disso, ndo foram encontradas publicagdes sobre
avaliacdo da expressdao de COX-2 nos tumores gastricos primarios e respectivas metastases,
abordagem adequada para avaliar a progressao tumoral do cancer gastrico. Esta lacuna e os
pontos controversos constituem o eixo central de investigagao deste estudo, no que diz

respeito a COX-2.

1.4 Caderina-E

1.4.1 Aspectos gerais — embriogénese — papel fisioldgico
a) Aspectos gerais

Atualmente, as moléculas de adesdo (intercelular ou célula e matriz extracelular)
sdao classificadas em quatro grandes familias, que compreendem as caderinas, selectinas,
superfamilia das imunoglobulinas e integrinas, além de uma glicoproteina com suas
isoformas, o CD44 (PIGNATELLI; VESSEY, 1994; CROSS; BURY, 2003). Os trés
primeiros grupos compreendem moléculas de adesdo intercelular e dentre elas as caderinas
representam as mais importantes, pois quando as mesmas estdo expressas e funcionantes, a
inativacdo de outras moléculas tem pequeno efeito (DUBAND et al, 1987). O termo
Caderina foi utilizado em substitui¢do a outros termos como uvomorulina ¢ C-CAM e

representa forma sintética de Calcium-dependent adherence protein (YOSHIDA-NORO;
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SUZUKI; TAKEICHI, 1984). O gene da Caderina-E (CDH1) foi mapeado no cromossomo
16g22.1 (NATT et al., 1989).

As caderinas podem ser classificadas em cldssicas, desmossOmicas e
protocaderinas (FRANK; KEMLER, 2002; RAMBURAN; GOVENDER, 2002).
Protocaderinas, as mais numerosas (mais de 60 proteinas diferentes), se expressam
principalmente no SNC (FRANK; KEMLER, 2002). Entre as caderinas desmossOmicas
destacam-se a desmocolina e desmogleina (GARROD; MERRIT; NIE, 2002).

Caderinas classicas (mais de 20 subtipos) sdo as mais estudadas e consideradas
mais importantes, sendo as principais Caderina-E (epitelial), presente universalmente nos
epitélios, inclusive na mucosa gastrica, Caderina-P, placentdria e Caderina-N, neuronal
(RAMBURAN; GOVENDER, 2002). Participam de forma decisiva na embriogénese, t€ém
funcdo fisiologica na manutencdo da estabilidade e integridade fenotipico-funcional dos
epitélios e participam da reagdo inflamatdria principalmente cronica e do reparo, além de
estarem envolvidas nos processos neoplasicos.

A Caderina-E participa essencialmente de ligagdes homotipicas (entre células
semelhantes) e homofilicas, com outras moléculas semelhantes, de Caderina-E
(RAMBURAN; GOVENDER, 2002). Liga-se a proteinas do citoesqueleto através de outras
proteinas, citoplasmaticas, localizadas proximo a membrana celular, denominadas cateninas.
Caderina-E liga-se a B- ou y-catenina, as quais se unem a a-catenina, que mantém contato
direto com estruturas do citoesqueleto como a actina (CHAUSOVSKY; BERSHADSKY;
BORISY, 2000; HARINGTON; SYRIGOS, 2000; VASIOUKHIN; FUCHS, 2001). Além
disso, esse tipo de caderina parece estabilizar a terminacdo dos microtubulos
(CHAUSOVSKY; BERSHADSKY; BORISY, 2000).

Ha estudos importantes com avaliagdo imunohistoquimica das quatro proteinas do
complexo caderina-cateninas, nos mesmos casos (JAWHARI et al., 1997a; KOZUKI et al.,
2002). Para alguns autores, a Caderina-E além de ser considerada a mais importante das
moléculas de adesdo intercelular, representa valioso indicador de adesdo celular no cancer,

inclusive de estdmago (SHINO et al., 1995; SONG et al., 2004).

b) Embriogénese

As caderinas tém importante papel durante a embriogénese. Afetam o estado de
polaridade e concentracdo celular dos blastomeros (SHIRAYOSHI; OKADA; TAKEICHI,
1983), participam da gastrulagdo (WARGA; KANE, 2007), estdao presentes nos trés folhetos

embrionarios (EDELMAN et al, 1983), sdo essenciais na compactagdo de células
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mesenquimais € sua transicdo para epitélios polarizados (EFSTATHIOU; PIGNATELLI,
1998) e na organogénese ¢ desenvolvimento do SNC (WARGA; KANE, 2007).

A expressdo e modulacdo da Caderina-E, relacionadas com menor ou maior
motilidade celular, respectivamente, tém papel fundamental no desenvolvimento
embrioldgico e fetal. Durante a embriogénese, em modelos de camundongo knockout para o
gene da Caderina-E, observou-se que ndo se desenvolve epitélio ectodérmico nem ocorre a
formagdo do blastocisto, o que revela a necessidade vital desta molécula de adesdo, cuja
auséncia ¢ determinante de letalidade embriondria precoce (LARUE et al, 1994;

RIETHMACHER; BRINKMANN; BIRCHMEIER, 1995).

c) Papel fisioldgico

A Caderina-E ¢ uma das principais responsaveis pela manutengdo e estabilidade
estrutural das células epiteliais e sua homeostase (TAKEICHI, 1991; BLOK et al., 1999;
HARINGTON; SYRIGOS, 2000). Sua ligagao com o citoesqueleto e com células adjacentes
nas glandulas do estdmago mantém o fendtipo epitelial. Na mucosa géstrica normal, a
intensidade de coloracdo membranar da Caderina-E diminui, a medida que a célula migra da
regido profunda da cripta a superficie, o que deve favorecer este movimento migratério em
condigdes fisioldgicas (JAWHARI et al., 1997a) e, de forma mais evidente, no processo de

reparo das lesoes ulceradas.

1.4.2 Caderina-E no processo inflamatério e reparo

Apo6s ulceragdes na mucosa do trato gastrointestinal, como acontece na retocolite
ulcerativa e doenca de Crohn, o processo reparativo inicial consiste de restituicao das células
epiteliais perdidas, por aumento da motilidade e migracdo do epitélio presente nas margens
das ulceras (FEIL et al, 1989; PIGNATELLI, 1996), com pouco ou nenhum aumento no
numero de células, nesta fase. Em seguida ocorrem a proliferacao e diferenciagcdo celulares
com restituicao definitiva da mucosa (EFSTATHIOU; PIGNATELLI, 1998).

Estudos com doenca inflamatdria intestinal e lceras pépticas tém mostrado que
células do epitélio regenerativo nas bordas das lesdes ulceradas apresentam diminui¢do na
expressao imunohistoquimica de Caderina-E (DOGAN; WANG; SPENCER, 1995;
KARAYITANNAKIS et al., 1998b), com diminuicdo da expressdo membranar e localizacao
anormal citoplasmatica, ndo funcional, da mesma (HANBY et al., 1996; EFSTATHIOU;
PIGNATELLI, 1998).
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Alguns fatores de crescimentos e citocinas participam do processo inflamatorio
cronico. Sdo exemplos no trato gastrointestinal o EGF, TGF-a, HGF-SF e TFFs, todos
motogénicos e com participagdo significativa no reparo (EFSTATHIOU; PIGNATELLI,
1998). EGF e TGF-a atuam em processos fisiologicos e estdo aumentados na periferia de
ulceras (KARAYIANNAKIS, 1998b). TFF-1 e TFF-2 sdo pequenos peptideos estaveis
presentes no muco gastrico que participam de sua funcdo protetora, sintetizados por células
mucoprodutoras e foveolares da mucosa do estomago (EFSTATHIOU; PIGNATELLI, 1998).

A interacdo da Caderina-E com outras moléculas de adesdo e com fatores de
crescimento ¢ fundamental no reparo. Estudos in vitro mostram que o EGF e TGF-a
estimulam a atividade da integrina a2f1, que se liga a proteinas da matriz extracelular e assim
direcionam a migra¢do das células (BASSON; MODLIN; MADRI, 1992; LIU et al., 1994),
enquanto TGF-a e TFF-2 aumentam a ligacdo entre o complexo caderina-E/B-catenina e a
integrina a2f1 (JAWHARI et al., 1997b). Relato recente mostrou que outro dos fatores
trefoil, TFF-3 e o EGF, alteram a localizacdo da Caderina-E, da membrana ao citoplasma,
através de endocitose, ou levam a degradacdo da molécula de adesdo, com resultante
migracao de células humanas recombinantes em meio de cultura (DURER et al., 2007).

Alguns dos fatores de crescimento e citocinas aqui citados, estimuladores do
reparo, participam da carcinogénese, como oncogenes, ¢ da progressao tumoral, o que ilustra
area de intersecdo entre os dois processos, com a diferenca que no cancer ndo ha os
mecanismos modulatérios presentes no reparo, que terminam por encerrar a reagao

inflamatoria.

1.4.3 Caderina-E e neoplasias

a) Relacdo com a biologia das neoplasias

Células normais ou transformadas, de mamiferos, apresentam plasticidade na

apresentacdo fenotipica (diferenciacdo) e na capacidade migratoria, na dependéncia de certos

fatores do microambiente em que se encontram. Behrens et al. (1989) mostraram, in vitro, que
células epiteliais ndo-transformadas de rim canino (MDCK), normalmente ndo-invasivas e de
aspecto epitelidide, expressam uvomorulina (designacdo antiga da Caderina-E) nas
membranas. Quando se adiciona a cultura destas células em colageno anticorpo-
antiuvomorulina elas adquirem propriedades invasivas, aspecto fibrobldstico e reduzem a

expressdo da molécula de adesdo. As mesmas células MDCK transformadas pelo virus do
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sarcoma de Harvey e Malone sdo constitutivamente invasivas, tém fenotipo fibroblastico e
nao expressam uvomorulina. Os autores sugeriram que o mesmo tipo de modulacdo pode
ocorrer durante a invasdo de células carcinomatosas in vivo (BEHRENS et al., 1989).

Relatos mais recentes tém descrito a existéncia de um sistema liga-desliga
(switch) de caderinas (HAZAN et al, 2000; CAVALLARO; SCHAFFHAUSER;
CHRISTOFORI, 2002). Neste conceito, a passagem do status epitelial, com predominio de
Caderina-E, ao mesenquimal, em que outras caderinas prevalecem, estaria relacionada a
transigdo de um fenOtipo tumoral benigno a um maligno (CAVALLARO;
SCHAFFHAUSER; CHRISTOFORI, 2002) ou de bem diferenciado a pouco diferenciado. As
denominadas caderinas mesenquimais, sobretudo Caderina-N, aumentam a motilidade celular
e migragdo tumoral, como foi observado em diversos estudos de linhagens celulares de
células escamosas humanas malignas, carcinoma prostatico ¢ mamario (ISLAM et al., 1996;
TRAN et al., 1999; HAZAN et al., 2000), efeitos opostos aos ocasionados pela Caderina-E,
cuja expressao ¢ reduzida na presenca da Caderina-N (NIEMAN et al., 1999).

A ligacdo da Caderina-E com as metaloproteinases ¢ outro ponto importante a ser
aqui considerado, inclusive na distingdo entre simples migragdo e invasdo. Publicagdes
recentes tém enfatizado a relagdo entre perda de Caderina-E e aumento de metaloproteinases
assim como a reducao destas enzimas com a restauracao da proteina de adesao (MUNSHI;
STACK, 2006). A diminuicdo de Caderina-E aumenta a quantidade livre de B-catenina que
ativa no nucleo fatores de transcrigdo da via WNT, entre os quais se encontram
metaloproteinases (LEE et al, 2006). Outra observagdo interessante ¢ que varias
metaloproteinases clivam a Caderina-E, o que gera um produto de menor peso molecular de
possivel acdo estimulatoria da motilidade celular e libera mais -catenina, o que estabelece
um mecanismo positivo de retroalimentagdo que favorece a invasao (JODELE; BLAVIER;
YOON, 2006). Estes dados demonstram a fung¢do supressora da Caderina-E sobre a migracao
de células neoplasicas.

Outro efeito antineoplasico dessa molécula de adesdo ¢ a inibi¢cdo da proliferacdo

celular. Transfeccdo de DNA de Caderina-E em cultura de células de tumores mamarios de
camundongos reduz a proliferagdo celular e a adicdo a cultura de anticorpos anti-caderina
volta a estimular a proliferagdo (ST CROIX et al, 1998). Caderina-E tem efeito
antiproliferativo ao atuar sobre o ciclo celular, através da estimulacdo do p27, inibidor das
ciclinas dependentes de quinases (CROSS; BURY, 2003). Por sua vez, a elevagdo de p27
inibe a proliferacdo induzida pelos anticorpos anti-caderina-E (ST CROIX et al., 1998).
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O efeito da Caderina-E sobre a apoptose apresenta resultados conflitantes, em
algumas situagdes. Em geral, a expressdo normal de Caderina-E ¢ correlacionada com
diminui¢do do bcl-2 (antiapoptoético) e aumento da apoptose, como observado em cultura de
células (SASAKI; LIN; PASSANITI, 2000; FERREIRA et al., 2005) ou em cortes
histologicos de cancer de mama e estomago (FRICKE et al., 2003; HOSAKA et al., 2006).
No entanto, em células de cancer prostatico, Nightingale ef al. (2003) observaram reducao de
Caderina-E e aumento de apoptose (ao invés de diminui¢do, como esperado) a partir da
ativacao de receptores de andrégeno.

Em modelo experimental de carcinoma inflamatoério da mama, Alpaugh et al.
(2002), ao provocarem a desagregacao da Caderina-E induziram apoptose nas células
tumorais presentes em €émbolos intravasculares. Células tumorais tornaram-se mais sensiveis a
acdo de quimioterapicos, com a presenca de expressdo normal de Caderina-E e apresentaram
maior grau de apoptose, relacionada também com diminuicdo de bcl-2 (SASAKI; LIN;
PASSARITI, 2000; FERREIRA et al, 2005). Essas diferencas podem refletir variadas

condi¢des do microambiente ou distintas etapas da progressao tumoral.

b) Caderina-E em varios tipos de cancer

A identificacdo de uma molécula de adesdo celular epitelial humana dependente
de calcio (C-CAM, como visto, depois denominada Caderina-E), com anticorpos policlonais,
foi realizada por Damski et al. (1983). Shimoyama et al. (1989), na primeira publicagdo com
utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-caderina humana, mostrou a expressao de Caderina-
E nos mais variados tecidos normais € em todos os casos de cancer de pulmao examinados a
imunohistoquimica, dos tipos epidermdide, adenocarcinoma, de grandes células e de pequenas
células, embora tenha ocorrido grande varia¢do na intensidade e na proporcao afetada em
cada tumor.

A seguir surgiram os primeiros relatos sobre alteragdes da expressao de Caderina-
E no cancer gastrico (SHIMOYAMA; HIROHASHI, 1991; SHIOZAKI et al, 1991),
carcinomas de células escamosas de cabega e pescoco (SCHIPPER et al., 1991) e em tumores
de outros 6rgdos. Na prostata, expressao reduzida ou heterogénea de Caderina-E se associou
com escores mais altos do sistema de Gleason, que representam tumores menos diferenciados
e mais agressivos (UMBAS et al., 1992), e na bexiga a associacdo foi com tumores mais
invasivos em relacdo aos superficiais (BRINGUIER et al., 1993). Diminui¢do da expressdo de
Caderina-E foi também observada em cancer colo-retal (DORUDI et al., 1993; NIGAN et al.,
1993) e de mama (OKA et al., 1993), com diferentes incidéncias.
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Estudos posteriores mostraram que além da grande importancia da Caderina-E no
desenvolvimento de neoplasias nos mais diversos o6rgaos, dois tipos de tumores se
destacavam: o carcinoma gastrico difuso, assunto do proéximo item, e o carcinoma lobular da
mama, nos quais foram encontrados diversos tipos de mutagcdes no gene da Caderina-E
(BERX et al., 1996; VOS et al., 1997; KELLER et al, 1999). O carater ubiqiiitario da
Caderina-E no organismo, em membranas de células epiteliais normais e sua diminui¢do ou
auséncia em diversos tipos de cancer, levaram a hipotese de que o gene desta proteina de

adesdo representava um importante tipo de gene supressor de neoplasias.

1.4.4 Caderina-E no cancer gastrico

Os primeiros relatos sobre a expressdo de Caderina-E no cancer gastrico tém
pouco mais de 15 anos (SHIMOYAMA; HIROHASHI, 1991; SHIOZAKI et al, 1991).
Viarios estudos posteriores associaram expressdo imunohistoquimica reduzida, anormal ou
ausente de Caderina-E, com carcinomas gastricos denominados indiferenciados (OKA et al.,
1992; MATSUURA et al., 1992; SHINO et al., 1995) ou, principalmente, difusos (MAYER
et al., 1993; JAWHARI et al., 1997a; MACHADO et al., 1998; KARAYIANNAKIS et al.,
1998a; BLOK et al., 1999; HUIPING et al., 2001).

O mapeamento do gene da Caderina-E humano, denominado CDH1 (NATT et al,,
1989) propiciou um grande nimero de investigagdes genéticas e relatos sobre o cancer
gastrico difuso esporadico. Diversos tipos de mutagdes somaticas foram encontradas no gene
CDHI1 nestes tumores, com predominio das “alteracdes na matriz de leitura com perda de
éxons” — in-frame/exon skippings — (BECKER et al., 1994; TAMURA et al., 1996; MUTA et
al., 1996; BERX et al., 1998; HANDSCHUCH et al., 1999) ou do tipo “mutacdes de sentido
erroneo por troca de bases” — missense — (BERX et al., 1998; MACHADO et al., 1999;
SOBRINHO-SIMOES; OLIVEIRA, 2002), ambos os tipos com resultante protéica de fungio
desconhecida.

Um aspecto interessante ¢ que essas mutagdes estdo concentradas nos éxons 7 a 9
do gene CDH1 (SOBRINHO-SIMOES; OLIVEIRA, 2002). Outro aspecto de interesse é que
mutagdes missense podem se relacionar com expressao aberrante ectopica citoplasmatica em
cancer gastrico difuso esporadico (ASCANO et al., 2001; MACHADO et al., 2001) e cancer
gastrico difuso hereditario - CGDH (GRADY et al., 2000).

A ocorréncia familiar do cancer géstrico tornou-se mais evidente a partir do inicio
do século XIX, quando foram observados varios casos em membros da familia Bonaparte,

inclusive do préprio Napoledo (SANTORO, 2005). Mais recentemente, foi descrita a 1°
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familia com cancer familiar de estdbmago em maoris da Nova Zelandia (JONES, 1964). Ao
estudar essa e duas outras familias, Guilford et al. (1998) demonstraram pela primeira vez em
cancer gastrico familiar, muta¢des germinativas no gene da Caderina-E em casos de
carcinoma pouco diferenciados, com histologia do tipo difuso. Anteriormente, Zanghieri et al.
(1990) haviam observado que o cancer gastrico hereditario ocorria com maior freqiiéncia nos
carcinomas difusos, em relagdo aos intestinais. No entanto, ao longo dos anos 1990, as
investigacdes cientificas se concentraram no cancer gastrico esporadico e essa observagao
teria que aguardar confirmagdo quando as pesquisas mudassem de foco, a partir do artigo de
Guilford et al. ha pouco citado.

Outros relatos confirmaram a presenga freqiiente de mutagdes ao longo das
diversas regides do gene CDHI1 em cancer gastrico familiar, entre os éxons 1 e 16
(GAYTHER et al., 1998; RICHARDS et al., 1999; SHINMURA et al., 1999; CHUN et al.,
2001; HUNTSMAN et al., 2001), ao invés de concentradas nos éxons 7 a 9 como nos tumores
esporadicos. Na grande maioria dos relatos o cancer gastrico hereditario ocorre com o
histotipo difuso (RICHARDS et al., 1999; CHUN et al., 2001; HUNTSMAN et al., 2001;
CHARLTON et al., 2004; CARNEIRO et al, 2004; NORTON et al, 2007). Mais
especificamente, estes autores descrevem e mostram o carcinoma em anel de sinete como o
padrao morfologico caracteristico do cancer gastrico difuso hereditario.

O carcinoma difuso de Lauren abrange cinco diferentes padrdes & microscopia,
um dos quais representado pelo carcinoma de células em anel de sinete, interpretacdo baseada
na atual edicdo da classificagdo histologica da OMS para tumores gastricos (FENOGLIO-
PREISER et al., 2000). Assim, carcinomas difusos esporadicos constituem um grupo muito
mais heterogéneo do que os tumores hereditarios do estobmago e por isso devem apresentar
diferengas também nos tipos de mutagdes. Os dados confirmam essa deducdo, pois mutagdes
de canceres gastricos hereditarios sdo na grande maioria do tipo “erro da matriz de leitura”
(frameshift), “sem sentido” (nonsense) e de “sitios de rearranjo” (splice-site) (BERX et al.,
1998; SOBRINHO-SIMOES; OLIVEIRA, 2002), com proteina truncada como produto,
achados bastante diferentes dos citados nas mutagdes e produto final do cancer esporadico.

Quanto a expressdo de Caderina-E no cancer gastrico hereditario ¢ importante
observar que os estudos focalizaram na descoberta de novas mutagdes € a expressao protéica
permaneceu pouco estudada. Neste levantamento foram encontrados esparsos artigos, todos
recentes, que revelam a redu¢do ou auséncia de Caderina-E associada as alteracdes genéticas
neste tipo de cancer (YABUTA et al., 2002; RODRIGUEZ-SANJUAN et al., 2006;
ROVIELLO et al., 2007).
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Ao se levar em conta que o gene da Caderina-E ¢ considerado um gene supressor
tumoral, para ocorrer o cancer gastrico seria necessario alteragdo nos dois alelos do gene
CDHI1, como ocorre com todos os genes supressores (hipotese de Knudson em dois eventos).
A metilacdo aberrante do promotor génico, regido proxima ao local do inicio da transcri¢do,
onde geralmente se acopla a RNA-polimerase, é alteragdo epigenética do 2° alelo que
acompanha freqlientemente a inativacao génica do outro alelo, em diversos tipos de cancer
humano, em variados genes (JONES; LAIRD, 1999; STRATHDEE, 2002).

Metilagdo do gene da Caderina-E foi observada em carcinomas esporadicos de
diversos 6rgaos (GRAFF et al, 1998; DROUFAKOU et al., 2001; CHUNG et al., 2001;
WHEELER et al., 2001). No cancer gastrico esporadico, varios relatos mostram esse
importante processo de inativagdo génica do segundo alelo (LEUNG et al, 2001;
MACHADO et al., 2001; GRAZIANO et al., 2004; WANG et al., 2006). Grady e colegas
observaram que este mecanismo epigenético pode ser responsavel pela inativagdo do gene
CDHI nos tumores gastricos difusos hereditarios (GRADY et al., 2000), ainda pouco
investigados, com apenas mais um relato de hipermetilagdo encontrado nesta revisdo do
assunto (CORSO et al., 2007).

Apesar de todos esses conhecimentos acerca dos carcinomas gastricos,
principalmente difusos e sua relagdo com a expressao de Caderina-E, existem muitas lacunas
a serem preenchidas. Os tipos de expressdao anormal da proteina ndo foram detalhadamente
estudados, nem correlacionados com as alteracdes genéticas/epigenéticas. Possiveis
correlagdes entre expressdo de Caderina-E e os diversos histotipos e outros parametros
clinico-patologicos, assim como a comparagdo da expressao imunohistoquimica nos tumores
primdrios e metastaticos sdo ainda pouco conhecidos ou objeto de muitas controvérsias na

literatura sobre o assunto.

1.5 COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico

Ha poucos relatos com avaliacdo da expressdo de COX-2 e Caderina-E na mesma
amostra, a maioria in vitro, em culturas de células normais ou de varios tipos de cancer e
geralmente com utilizagdo de técnicas da biologia molecular. S3o raros os estudos com
imunohistoquimica em material tissular humano.

Tsujii e Dubois (1995), em estudo pioneiro, observaram que a superexpressao de
COX-2 inibe a formagao de Caderina-E em cultura de células intestinais epiteliais normais de
ratos, transfectadas permanentemente com um vetor que continha regides codificadoras do

gene COX-2. Em estudo recente, Chen et al. (2004) utilizando desenho metodolégico
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semelhante em varios pontos, com transfeccdo celular para COX-2 (sense e anti-sense)
obtiveram a mesma correlacao entre alta expressao de COX-2 e diminuicao de Caderina-E,
em cultura de carcinoma de células renais proveniente de tumores humanos.

Associagdo semelhante foi encontrada por Shariat ef al. (2003a) em carcinomas de
células transicionais avangados de bexiga, mas ndo nos carcinomas in situ ou em estagio
inicial invasivo-T1 (SHARIAT et al., 2003b).

Estudos com utilizagdo de drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais sdo também
reveladores. A indometacina induziu expressdo membranar de Caderina-E em células de
cancer colonico humano (KAPITANOVIC et al., 2006) embora este antiinflamatorio e o
piroxican, inibidores ndo seletivos de COX-2, nao alteraram a expressao de Caderina-E em
queratindcitos humanos nao-tumorigénicos, imortalizados espontaneamente em meios de
cultura (PACHERNIK et al, 2002). O etodolac, inibidor de COX-1 e COX-2, aumentou a
expressdo de Caderina-E membranar em linhagens celulares humanas de carcinoma géstrico e
colonico (NODA et al., 2002) e de cancer prostatico também humano (SHIGEMURA et al.,
2005) e o mesmo ocorreu neste ultimo tipo de cancer, em modelo de carcinoma em
camundongos, apos utilizacdo de celecoxib, inibidor seletivo para COX-2 (GUPTA et al.,
2004).

Em apenas dois artigos, muito recentes, foi encontrado, neste levantamento
bibliografico, avaliagdo imunohistoquimica da expressdo de COX-2 e Caderina-E na mesma
casuistica em cancer gastrico humano, a partir de gastrectomias. Milne et al. (2006) avaliaram
a expressdo das duas proteinas e outros marcadores moleculares no cancer gastrico inicial e
no cancer avangado, mas sem comparacao dos marcadores entre si. E Zhou et al. (2007)
observaram diminui¢cdo de COX-2 e de angiogénese, além de aumento da Caderina-E e de
apoptose, em amostras de carcinoma gastrico de pacientes gastrectomizados previamente
tratados com celecoxib (200 mg, 2x ao dia, por 7 dias antes da cirurgia), comparadas com as
obtidas do grupo cirtirgico sem utilizagdo do inibidor seletivo para a enzima.

Embora a maioria dos poucos relatos disponiveis mostrem uma associagdo entre
maior expressdo de COX-2 e inibi¢do da expressdo de Caderina-E, em dois dos artigos ndo foi
encontrada essa correlagdo. Além disso, os mecanismos envolvidos na possivel relagdo oposta
entre COX-2 e Caderina-E nao estao esclarecidos. Publicagdes recentes sugerem uma relagdo
indireta, através de vias de sinalizagdo como a via WNT. A PGE, promove perda de
fosforilacdo da B-catenina no complexo citoplasmatico do qual participa com a proteina APC
e outras moléculas, do que resulta a migracdo da P-catenina ao nucleo (BUCHANAN;

DUBOIS, 2006). O aumento da migragao ao nucleo torna a B-catenina menos disponivel para
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formacgdo de complexos juncionais com a Caderina-E e assim, indiretamente, COX-2 reduz a
adesao intercelular.

Nao ha, no entanto, at¢ o momento nenhum indicio de relacdo direta do tipo
causa-efeito entre COX-2 e Caderina-E. A propria agdo dos inibidores de COX-2 favorecendo
a expressdao de Caderina-E membranar pode ocorrer independente da agdo dos mesmos sobre
a ciclooxigenase (KAPITANOVIC et al., 2006).

As paginas anteriores revelam a grande relacdo entre processo inflamatorio
crénico e reparo e o cancer e a importancia de duas proteinas, uma estrutural, a Caderina-E e
uma enzima, COX-2, nestes dois processos. A raridade dos relatos, pontos controversos e
auséncia de estudos sobre possivel associagdo, em pecas de gastrectomias, entre a expressao
de COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico primdrio e metastatico, foram fatores
estimuladores a realizag¢@o deste projeto, que podera contribuir a uma melhor compreensao da

progressao tumoral no cancer gastrico.

2 OBJETIVO
Avaliar a expressdo de COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico primario e

metastases linfonodais e sua possivel correlagdo com a progressao tumoral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica e material utilizados

O ponto de partida para a amostragem neste estudo foi o conjunto de todos os
casos (180) com pegas de gastrectomia devido a cancer gastrico, registrados nos arquivos de
patologia cirtrgica do Hospital do Cancer/Instituto do Cancer do Ceara (HC/ICC) no periodo
1999-2004. A amostra final, de 97 casos, representa toda a casuistica que ndo se enquadrava
no critério de exclusdo utilizado: fixagdo em formalina a 10% por tempo superior a 24 h.
Foram excluidos todos os casos com tempo de fixagdo em formaldeido superior a este limite,
confirmados a partir da data de cirurgia e da macroscopia no HC/ICC, bem como casos
externos, provenientes de outros hospitais, cujo tempo de fixacdo era indeterminado ou ndo
comprovado.

Dos 97 casos, 62 apresentavam comprometimento linfonodal determinado (N1 a
N3) e destes, apenas 36 foram disponibilizados para estudo, os demais (26 casos), contudo,
inviabilizados por dano irreversivel nos blocos parafinados, devido a acidente durante o
procedimento técnico. A partir dos laudos histopatolégicos e prontudrios foram coletados
dados referentes ao sexo, idade, localizagdo anatomica do tumor no estdmago e estadiamento
patologico — invasdo local e grau de comprometimento de linfonodos — (SOBIN;
WITTEKIND, 2002), além das dimensdes macroscopicas do tumor. Apds microtomia usual
com 4 pum os cortes foram corados pela HE, classificados os tipos de carcinoma gastrico e
pesquisada invasdo linfatica e invasdao venosa. Em 36 dos casos foram obtidos linfonodos

satélites com as metdstases dos respectivos tumores primarios.

3.2 Classificacao histologica

Os casos foram classificados em quatro tipos histologicos. Utilizou-se a
classificagdo de Lauren (LAUREN, 1965) para os dois principais tipos de carcinoma gastrico:
intestinal e difuso. Alguns dos tumores nao incluidos na classificacdo original de Lauren,
foram denominados carcinomas mistos, baseado em relatos posteriores ao artigo de Lauren
(HEILMANN; BURKHARDT; KAYSER, 1978; ROUKOS; LORENZ; HOTTENROTT,
1989) assim considerados por serem constituidos por um componente glandular (intestinal) e
outro de células isoladas (difiso) (CARNEIRO; SEIXAS; SOBRINHO-SIMOES, 1995;
STELZNER; EMMRICH, 1997; FIOCCA et al, 2001). Os tumores remanescentes,
denominados ndo-classificados (MABOGUNIJE; SUBBUSWAMY; LAWRIE, 1978;
AMOROSI et al, 1988), apresentam histologia diversa dos trés tipos anteriores,
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compreendendo carcinomas soélidos, indiferenciados ou tipos raros de outras classificacdes

(CARNEIRO; SEIXAS; SOBRINHO-SIMOES, 1995; FENOGLIO-PREISER et al., 2000).

3.3 Microarranjo tissular (7issue Microarray)

Apos a classificacdo histologica, procedeu-se a selecdo de areas representativas
dos 97 casos de tumores primarios e das metastases nos 36 linfonodos disponiveis, nas
laminas coradas pela HE, sendo escolhido um (1) corte histoldégico de cada caso de tumor
primario e um (1) corte da respectiva metastase dos 36 casos referidos, escolha baseada na
presenga de tecido tumoral suficiente e bem preservado, isento de areas necroticas ou
hemorragicas. A seguir, foi feita marcacdo dos cortes selecionados e respectivos blocos de
parafina, os denominados ‘“blocos doadores” na realizacdo do tissue microarray
(BUBENDOREF et al., 2001; HORVATH; HENSHALL, 2001; KALLIONIEMI et al., 2001);
Blocos receptores de parafina com 4 x 6 orificios medindo 2 mm de didmetro para fissue
microarray foram preparados através de dispositivo especifico (TMA-builder LabVision®
catalog #-TMA 001). Amostras foram retiradas dos blocos doadores e colocadas nos blocos
receptores através de “agulha metalica” (punch), um dos componentes do dispositivo citado

(TMA-builder LabVision® catalog #-TMA 001). Os blocos receptores preparados foram

submetidos & microtomia com 2 um de espessura.

3.4 Imunohistoquimica

As laminas, desparafinizadas em xilol, foram a seguir re-hidratadas em etanol
decrescente (100 a 70%). Procedeu-se a bloqueio da peroxidase endégena com H,O, a 3% em
metanol, durante 10 minutos e a recuperagdo antigénica (solugdo Retrieval, Vector Co®) a
1% em banho-maria a 98°C durante 20 minutos. Inibiu-se a reatividade inespecifica de fundo
com Ultra-V-Block (TA-125-UB, LabVision Co®) durante 10 minutos. As trés tltimas etapas
foram intercaladas com lavagem em PBS, 4x em 4 minutos.

Realizou-se imunohistoquimica com sistema de deteccdo pelo complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept-ABC) utilizando-se anticorpos monoclonais anti-
COX-2 e anti-Caderina-E. Tendo por base o valor de referéncia para diluicdo destes
anticorpos sugerido pelos fabricantes, procedeu-se a teste de diluigdo progressiva nos
anticorpos primdrios até se atingir a maxima diluicdo capaz de corar células positivas

(controles) com o minimo de coloragdo de fundo.
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As reacdes foram processadas através de sistema automatizado (Autostainer,
LabVision Co®, modelo 480-2D) no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da
Universidade do Porto (IPATIMUP) a temperatura ambiente, cerca de 20°C, com a seguinte
seqiiéncia de procedimentos.

Ao anticorpo primario monoclonal de coelho anti-COX-2 humana (Clone SP21,
p-m. 70 kDa, LabVision Co®) 1:200 durante 60 minutos, seguiu-se o anticorpo secundario
biotinilado de cabra antipolivalente (TP-125-BN, LabVision Co®) durante 15 minutos e o
complexo estreptavidina-peroxidase, (TS-125-HR, LabVision Co®) por 15 minutos,
intercalados por lavagem em PBS. Para Caderina-E utilizou-se anticorpo monoclonal de
camundongo anti-Caderina-E humana (Clone 36, p.m. 120 kDa, BD Transd Lab®) 1:500
durante 60 minutos e anticorpo secundario biotinilado — IgG de cavalo anti-IgG de
camundongo — (Vector Lab®, BA-2000), 15 minutos, seguido por sistema Strept-ABC
especifico (HRP — estreptavidina, Vector Lab® SA-5004) 1:500, também durante 15 minutos,
com etapas intercaladas por lavagem em PBS, todas as reacdes a temperatura ambiente.

A partir deste ponto, ambas as reagdes utilizaram como cromdgeno
diaminobenzidina (60 mg%) em PBS-H,0, a 3% em metanol, durante 10 minutos, a 37°C ao
abrigo da luz, em seguida os cortes foram lavados em dgua corrente e destilada por 3 minutos
e contra-corados com hematoxilina, desidratados em etanol crescente e diafanizados em xilol.
Finalmente procedeu-se a montagem de laminulas. Na andlise da imunohistoquimica foi
considerado critério de exclusdo numero inferior a cem (100) células em determinada

amostra-caso do tissue microarray.

3.5 Avaliacao de COX-2: Escores

O critério de positividade para COX-2 foi a imunomarcagdo citoplasmatica das
células tumorais. O sistema de escores para avaliagdo da expressdo de COX-2 foi baseado em
Rajnakova et al. (2001), modificado neste trabalho (intensidade x extensdo ao invés de
intensidade + extensdo do artigo original). A intensidade representa o grau de imunoexpressao
de COX-2 presente na maioria das células tumorais da amostra de fissue microarray, em cada
caso, ¢ a extensdo o percentual de células coradas, com a seguinte gradacao: Intensidade: 0-
negativo; 1- discretamente positivo; 2- positivo moderado; 3- positivo intenso. Extensdo: 0-
marcadas 0% ou raras células; 1- marcadas > 0-25%; 2- marcadas > 25-50%; 3- marcadas >

50-75%; 4- marcadas > 75-100%; Escore Final: Intensidade x Extensdo = 0 a 12.
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No quadro seguinte, podem ser observados todos os escores resultantes: 0, 1, 2, 3,
4, 6, 8, 9 e 12. Foi utilizada a mediana (4) como base para o “ponto de corte” (cut-off).
Escores acima da mediana (6, 8, 9 e 12) foram considerados de alta expressdo. Escores
abaixo ou igual a mediana (0, 1, 2, 3 e 4) foram denominados de baixa expressdo, ou seja,

expressao de COX-2 < 6: baixa; > 6: alta.

Quadro 3 — Expressdao de COX-2 — Escores finais

Extensao
0 1 2 3 4
2 0 0 0 0 0 0
S 1 0 1 2 3 4
i 0 2 4 EEEE
= 3 o 3 e

3.6 Avaliacdo de Caderina-E: Escores

A marcagdo membranar de Caderina-E nas células tumorais representa a
expressao normal desta proteina. O sistema de escores basico utilizado para avaliagao de
Caderina-E foi o descrito por Jawhari et al. (1997a). Padrao normal: membranar = 3; Padroes
anormais: Negativo = 0; Coloragdo citoplasmatica = 1; Padrio heterogéneo/misto
(membranar-citoplasmatico) = 2. A expressao citoplasmatica, um dos padrdes anormais, foi
caracterizada em dois subtipos de expressao: homogéneo, com todo citoplasma corado de
maneira uniforme (SHIOZAKI et al., 1991); e granular, em que se observam granulos ou
vesiculas citoplasmaticas coradas, predominantes em geral na localizacdo perinuclear
(CARPENTER; AL-KURAN; THEUER, 2002).

Uma outra abordagem deste sistema, estabelecida pela primeira vez neste estudo,
baseou-se na Expressdo e Auséncia de Caderina-E membranar:

Expressdo membranar: Membranar exclusiva = 3; Padrdo heterogéneo/misto
(membranar-citoplasmatico) = 2; Auséncia de expressdo membranar: Negativo = 0,

Coloragao citoplasmatica = 1.

3.7 Controles

Controles positivos para COX-2 foram obtidos através de secgdes de
adenocarcinoma coldnico, que coram fortemente a enzima, e sdo universalmente utilizados
para tal fim (SOSLOW et al., 2000). Cortes de mucosa intestinal colonica normal distante da

neoplasia serviram de controle negativo, pois apresentam expressdo nula ou escassa de
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COX-2 (SOSLOW et al., 2000). Foram acrescentados cinco casos de mucosa gastrica sem
neoplasia adjacente, que mostraram expressao nula/discreta de COX-2 no epitélio glandular,
exceto em um caso com intenso exsudato inflamatorio de mononucleares na ldmina propria,
que apresentou expressdo imunohistoquimica intensa nas células inflamatérias e epiteliais.
Nos controles negativos das reagoes foi também utilizada mucosa coldnica distante do tumor,
na presenca de anticorpo, (que mostrou leve coloracdo de fundo), e na auséncia do mesmo
(auséncia de coloragdo de fundo). Controle positivo interno: células inflamatorias no estroma
tumoral fortemente coradas para COX-2, principalmente mononucleares, em casos negativos
no epitélio. Controle negativo interno: fibroblastos e linfocitos, em casos positivos no
epitélio.

Para a Caderina-E, utilizaram-se cortes de mucosa colonica e gastrica distantes da
neoplasia como controles normais, que apresentam marcacdo membranar predominante na
borda lateral das células glandulares. Controles negativos foram representados por
fibroblastos e linfocitos presentes em mucosa infestinal e gastrica normais distantes do tumor.
Para o controle normal interno da reagdo foi verificada a expressao membranar da Caderina-
E em glandulas géstricas normais adjacentes a tumor com expressdo nula e o controle
negativo interno foi representado por fibroblastos e linfocitos adjacentes a tumor com

marcacao membranar normal da proteina.

3.8 Avaliacao intra- e inter-observadores

Os preparados histologicos para COX-2 e Caderina-E foram estudados
detalhadamente, no minimo trés vezes, pelo autor deste trabalho e posteriormente analisados
por outro observador, sempre em microscopio NIKON modelo Alphaphot-YS2®. Os escores
foram aplicados independentemente pelos dois observadores e sem conhecimento dos dados
clinico-patologicos. Casos com escores em discordancia foram revistos em conjunto pelos
dois patologistas em microscopio de multiplos observadores e resolvidos por consenso.

Ao se comparar escores isoladamente, um a um, observa-se baixa concordancia
intra-observador (67% para COX-2 e 72% referente a Caderina-E) e extremamente baixa
entre observadores (COX-2 = 33%; Caderina-E = 50%). Nos escores agrupados, a
reprodutibilidade elevou-se bastante em todas as comparagdes. A concordancia intra-
observador foi muito significativa, tanto em relagdo a COX-2 (89%) quanto para Caderina-E,
sobretudo ao se comparar expressdo membranar e auséncia de expressdo membranar (96%).
A concordancia inter-observadores para escores agrupados foi de 77% para COX-2 e para

Caderina-E  (membranar e auséncia de expressio membranar). No entanto, a
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reprodutibilidade foi baixa para Caderina-E normal e anormal, entre os observadores (64%, p

=0,0969). Todos estes dados encontram-se condensados no quadro 4.

Quadro 4 — Concordancia intra e inter-observadores na avaliagdo da expressao
imunohistoquimica de COX-2 e Caderina-E no cancer géstrico

Concordancia intra- | Concordancia inter-
Escores observador (%) observador (%) )
COX-2 |[Caderina-E| COX-2 [Caderina-E
Isolados 67 72 33 50 -
& <6/>6
E (B/A) 89 - 77 = <0,0001
213/0;1;2 < 0,0001*
E) 9+ _ % _ sk )
2| /A 77 64%% 1 0 05
2;:3/0;1
o/ Aem)l - 96 - 77 <0,0001

p = Avaliado através do teste exato de Fisher; Isolados = Coincidéncia exata entre os escores
(Ex.: 0-0; 2-2; 8-8; 12-12); B = Baixa expressdo de COX-2 (escore < 6); A = Alta expressao
de COX-2 (escores > 6); N = Expressdo normal de Caderina-E (escore = 3) An = Expressao
anormal de Caderina-E (escore = 0, 1 ou 2); M = Expressdo membranar de Caderina-E; Aem
= Auséncia de expressio membranar de Caderina-E; ' Jawhari et al. (1997a)

3.9 Estatistica

Os escores representativos da expressdo de COX-2 no estomago ¢ linfonodos
foram analisados através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Para amostras
emparelhadas utilizou-se o teste de Wilcoxon. A relagdo entre a expressdo de COX-2 e/ou
Caderina-E com os tipos histologicos e outros parametros clinico-patoldgicos foi avaliada

através do teste exato de Fisher. O valor de significancia considerado foi de p < 0,05.

3.10 Aprovacio no Comité de Etica em pesquisa com seres humanos

O projeto de pesquisa referente a este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital do Cancer-Instituto do Cancer do Ceara, com registro 32/2004, sem
pendéncias. Foram tomados os cuidados adequados na preservacdo de condigdes de
biosseguranga, inclusive na prevengdo de acidentes em laboratério € no manejo e
acondicionamento correto dos materiais utilizados.

O quadro 5 apresenta um resumo do tissue microarray € da imunohistoquimica.
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Quadro 5 — Desenho metodolégico: tissue microarray € imunohistoquimica

>

>

1. MICROSCOPIA

Sele¢do de areas tumorais

4. MICROTOMIA

Blocos do array

7. RECUPERACAO ANTIGENICA

Solucio retrieval

10. ANTICORPO SECUNDARIO

Biotinilado de cabra
Biotinilado de cavalo

13. COLORACAO DE FUNDO

Hematoxilina

16. MONTAGEM

2. BLOCOS DOADORES

Retirada de amostras

5. DESPARAFINIZACAO

Xilol

8. INIB. COLOR. FUNDO

Ultra-V-block

11. COMPLEXO STREP-ABC

ESTREPTAVIDINA
BIOTINA-PEROXIDASE

14. DESIDRATACAO

Alcool 70% a 100%

17. MICROSCOPIA

Avaliagcao imunohistoquimica

>

>

PREPARACAO
BLOCOS RECEPTORES

v

3. BLOCOS RECEPTORES
>

Preparacio do bloco do array

6. BLOQ. PEROXIDASE ENDOGENA
>

H,0,-metanol

9. ANTICORPO PRIMARIO

Anti-COX-2 humana (coelho)
Anti-Caderina-E humana (camund.)

12. CROMOGENO

DIAMINOBENZIDINA

15. DIAFINIZACAO

Xilol
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4 RESULTADOS

4.1 Controles
A figura 1 mostra controle externo positivo em corte histologico de
adenocarcinoma colorretal (B) e controle externo negativo (A), representado por mucosa

colonica normal distante da neoplasia, ambos utilizados universalmente em

imunohistoquimica para COX-2 (SOSLOW et al., 2000).

Flgura 1- COX 2 Controles negatlvo e posmvo

A- Controle Negativo: Mucosa colonica distante do adenocarcinoma. Utilizado anticorpo monoclonal
anti-COX-2 — 400x

B- Controle Positivo: Adenocarcinoma colonico: Alta expressdo citoplasmatica de COX-2 —400x
Obs.: Leve coloracao de fundo nos dois controles

Na figura 2A foi suprimido o anticorpo monoclonal no controle negativo e em
conseqiiéncia desaparece a colora¢do de fundo visivel na figura 1A. A figura 2B foi obtida de
um grupo controle representado por mucosas gastricas normais distantes da neoplasia na
presenca do anticorpo, com leve coloracdo de fundo, para comparagdo com os casos de

adenocarcinoma géstrico em que a imunocoloracdo foi negativa.

1 )[»ﬁé

Flgura 2— COX 2 Controles negatwos
A- Mucosa colonica normal distante do adenocarcinoma. Suprimido anticorpo monoclonal. Nao ha
coloragdo de fundo. Comparar com a figura 1A —400x

B- Mucosa gastrica normal distante da neoplasia, sem imunomarcagio. Leve coloragdo de fundo — 400x
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A expressao normal de Caderina-E pode ser observada na figura 3, nas mucosas
colonica e gastrica, como imunomarcagdo lateral nas membranas celulares do epitélio
glandular. Células do conjuntivo, sem marcacdo (negativas), estdo coradas apenas pela
hematoxilina. Os controles internos para COX-2 e Caderina-E serdo mostrados ao longo dos

resultados.

Figura 3 — Caderina-E — Controles normais
Expressdo membranar nas bordas laterais das células glandulares. Expressdo negativa nas células do
conjuntivo.

A- Mucosa colonica normal — 400x

B- Mucosa gastrica normal distante do adenocarcinoma — 400x

4.2 COX-2 e parametros clinico-patologicos — 97 casos

4.2.1 COX-2 e Tipos histologicos — 97 casos

O quadro 6 apresenta detalhadamente, por escore, a expressao de COX-2 em cada
tipo histologico na sede primaria do tumor. Houve positividade em 87/97 casos (90%) com
predominio da presenca sobre a auséncia de imunomarcag¢do em todos os tipos histolégicos.
Os carcinomas difusos e mistos apresentaram os maiores indices de expressao positiva (91% e
94%, respectivamente). A reacdo imunohistoquimica foi negativa para COX-2 em apenas 10

casos € no componente intestinal de um tumor misto (quadro 6).

Quadro 6 — Expressdo de COX-2 no cancer gastrico por tipo histologico

Tipo histoldgico COX-2 — Escores
0 1 2 3 4 6 8 9 12
Intestinal 6 4 2 3 7 6 3 - 9
Difuso 3 - 1 4 7 3 16 - -
Misto: comp. intestinal 1 - - - 5 1 7 1 1
comp. difuso - - - 1 5 1 8 - 1
Ndo-classificado 1 - - 1 1 2 1 - 1
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A distribuicdo dos casos em grupos de baixa (escores < 6) ou alta expressao de
COX-2 (= 6) pode ser observada na tabela 1. Expressao elevada ocorreu em 51/97 casos
(53%) e expressdao baixa em 46/97 (47% dos casos). Escores mais elevados ocorreram nos
carcinomas mistos (63%) e menos freqiientemente nos tumores intestinais (45%). Nao houve,
contudo, diferenca significativa na expressao maior ou menor de COX-2 em conjunto ou em

cada tipo histologico em relacao aos demais, mesmo nos tumores mistos.

Tabela 1 — Expressdo de COX-2 (escores) no cancer
gastrico por tipo histologico — Estomago

COX-2 Tipo histolégico
Escores Intestinal Difuso Misto Nao-classif. Total
<6 22 15 6 3 46
26 18 19 10 4 51
Total 40 34 16 7 97

4.2.2 Outras varidveis

Outras variaveis incluindo idade, sexo, localizagdo anatomica, dimensdo do
tumor, invasao linfatica, invasao venosa ¢ TNM (T e N) estdo apresentadas nos quadros 7 a 9.
Como pode ser observado, houve predominio de pacientes do sexo masculino, com faixa
etaria mais elevada (acima de 50 anos) e os tumores se encontravam, em sua maioria, nos
estagios mais avangados.

Os carcinomas mistos foram analisados separadamente, pela possivel divergéncia
de imunomarcagdo entre seus componentes, como sera mostrado adiante. Alguns casos, de
todos os histotipos, ndo puderam ser avaliados, pela auséncia de dados nos prontudrios
correspondentes. Muitos dos casos sem invasdo linfatica ou venosa na amostra examinada
foram excluidos da analise, por apresentarem metastase linfonodal ou grau de invasdo local
superior a T1 (quadros 7 a 9).

Nos carcinomas intestinais, difusos e ndo-classificados, apesar de uma tendéncia a
maior expressdo de COX-2 no sexo feminino (20/33 = 61%) em relagdo ao masculino (21/48
= 44%), a diferenga nao resultou significativa estatisticamente (p = 0,1763; quadro 7). O
mesmo ocorreu em relagdo as lesdes do corpo gastrico, com maior expressao de COX-2 que
outras localizagdes no estdomago (65% e 45%; p = 0,1746). Os demais parametros nao

apresentaram nenhuma associa¢do com a expressao de COX-2 nestes trés tipos histoldgicos.



Quadro 7 — Expressao de COX-2 e parametros clinico-patologicos no
cancer gastrico dos tipos intestinal, difuso e ndo-classificado

;. Expressao de COX-2
Caracteristicas
clinico-patologicas Escores
n <6 >6 p
Tipo histologico (Lauren)
Intestinal 40 22 18 0,2236
Difuso 34 15 19 0,6744
Nao-classifcado 7 3 4 1,0000
(Misto)' (16) (6) (10) (0,4243)
Sexo
Masculino 48 27 21
Feminino 33 13 20 0,1763
Idade
<50 14 6 8
> 50 67 34 33 0,7701
Localizagdo Anatomica
Cardia 11 6 5 1,0000
Corpo 17 6 11 0,1746
Antro 45 25 20 0,3410
# 8
Dimensdo do tumor
<5cm 29 14 15
>5cm 39 18 21 1,0000
# 13
Invasdo linfatica’
Ausente 20 11 9
Presente 23 13 10 1,0000
# 38
Invasdo venosa’
Ausente 7 3 4
Presente 10 5 5 1,0000
# 64
Grau de invasao (T)
T1 12 5 7
T2-T4 69 35 34 0,7560
Metastases linfonodais
NO 24 13 11
N1-N3 50 24 26 0,8042
# 7
Total 81 40 41

p = Teste exato de Fisher. ' Excluidos tumores mistos nas comparagdes com os demais
parametros, por divergéncia de imunomarcacgdo entre os componentes; serd mostrado nos quadros
seguintes. > Somente casos NO e sem invasdo microscopica vascular no estomago; todos T1 na
auséncia de invasdo venosa. # Nao-Avaliaveis

57
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Quanto aos carcinomas mistos, observa-se, no quadro 8, que a mesma tendéncia
verificada no quadro 7, de maior expressao de COX-2 no sexo feminino e corpo gastrico,

também ocorre, no componente intestinal destes tumores, embora sem significado estatistico.

Quadro 8 — Expressao de COX-2 e parametros clinico-patologicos
no cancer gastrico do tipo misto — componente intestinal

, . Expressao de COX-2
Caracteristicas
clinico-patologicas Escores
n <6 >6 P
Tipo histologico
Misto: comp. intestinal 16 6 10 0,4243
Sexo
Masculino 13 6 7
Feminino 3 0 3 0,2500
Idade
<50 2 0 2
> 50 14 6 8 0,5000
Localizagdo Anatomica
Cardia 1 0 1 1,0000
Corpo 3 2 1 0,2028
Antro 9 2 0,5301
# 3
Dimensdo do tumor
<5cm 8 2 6
>5em 3 4 0,6084
# 1
Invasao linfatica
Ausente 0 0 0 i
Presente 8 3 5
# 8
Invasao venosa
Ausente 0 0 i
Presente 5 1 4
# 11
Grau de invasao (T)
T1 2 1 1
T2-T4 14 9 1,0000
Metastases linfonodais
NO 0 0 0
N1-N3 12 6 6 )
# 4
Total 16 6 10

# Nao-avaliaveis
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O quadro 9 apresenta dados referentes ao componente difuso dos carcinomas
mistos, ndo sendo observada nenhuma associag¢ao ou correlagdo entre expressao de COX-2 e

qualquer dos pardmetros clinico-patologicos.

Quadro 9 — Expressdo de COX-2 e parametros clinico-patologicos
no cancer gastrico misto — componente difuso

, . Expressdo de COX-2
Caracteristicas
clinico-patologicas Escores
n <6 >6 P
Tipo histolégico
Misto: comp. difuso 16 6 10 0,4243
Sexo
Masculino 13 8
Feminino 3 1 2 1,0000
Idade
<50 2 0 2
> 50 14 6 8 0,5000
Localizagdo Anatomica
Cardia 1 1 0 0,4615
Corpo 3 2 1 0,5594
Antro 9 3 6 0,2657
# 3
Dimensdo do tumor
<5cm 8 2 6
>5em 3 4 0,6084
# 1
Invasdo linfatica
Ausente 0 0 0 )
Presente 8 4 4
# 8
Invasdo venosa
Ausente 0 0 )
Presente 5 1 4
# 11
Grau de invasao (T)
Tl 2 0 2
T2-T4 14 6 8 0,5000
Metastases linfonodais
NO 0 0 0
N1-N3 12 5 7 )
# 4
Total 16 6 10

# Nao-avaliaveis
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4.3 COX-2: estomago e linfonodos — 36 casos

Dos 97 casos, apenas 36 tinham linfonodos disponiveis para estudo ou com
metastases. O quadro 10 mostra a distribuicdo dos carcinomas primarios neste grupo com
metastases linfonodais, por tipo histoldégico. Ha nitida concentragio de casos nos escores 4 e 8

e dispersdo nos demais escores.

Quadro 10 — Expressdo de COX-2 no cancer gastrico por tipo histologico — Estomago

. . a COX-2 — Escores
Tipo histologico 0 1 3 3 1 2 B
Intestinal 1 2 - 1 1 1 1
Difuso - 1 - 1 4 4 -
Misto: comp. intestinal - - - 4 - 2 1 1
comp. difuso - - - 4 - 3 - 1
Ndo-classificado 1 - - 1 1 1 1 - 1

Nos linfonodos, o escore mais elevado (escore = 12) esteve presente em muito
maior freqiiéncia (13 casos) em relagdo aos tumores primarios (4 casos), notadamente nos
carcinomas difusos e mistos, enquanto 0s carcinomas intestinais expressaram mais vezes o

escore 8, comparado com o sitio primario (quadros 11 e 10).

Quadro 11 — Expressao de COX-2 no cancer gastrico por tipo histolégico — Linfonodos

. C COX-2 — Escores
Tipo histologico 0 1 3 1 5 3 B
Intestinal 1 1 - 2 1 4 1
Difuso - 1 - 1 - 4 6
Misto 1 - 1 - - | 4
Nao-classificado 2 - - 1 - 1 2

A comparagdo entre baixa e alta expressdo de COX-2 no estdbmago mostrou
resultados semelhantes aos do grupo maior de 97 casos, ja analisado, ou seja, nao houve

diferenca na imunomarcacdo para COX-2 entre os diversos tipos histologicos (tabela 2).

Tabela 2 — Expressao de COX-2 (escores) no cancer gastrico
por tipo histoldégico — Estdmago (36 casos)

COX-2 Tipo histologico
Escores Intestinal Difuso Misto Ndo-classif. Total
<6 5 6 4 3 18
=6 5 6 4 3 18
Total 10 12 8 6 36
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Nos linfonodos, COX-2 de alta expressdo (2 6) foi observada na maioria dos
casos (25/36 = 69%), principalmente nos carcinomas difusos (10/12 = 83%) e mistos (6/8 =
75%), mas também nos tumores intestinais (6/19 = 60%,; tabela 3). Essa diferenca de
expressao, maior nos linfonodos, ndo foi significativa ao se comparar o conjunto dos tumores

nos dois sitios anatomicos (p = 0,1488)

Tabela 3 — Expressao de COX-2 (escores) no cancer
gastrico por tipo histologico — Linfonodos

COX-2 Tipo histolégico
Escores Intestinal Difuso Misto Nao-classif.  Total
<6 4 2 2 3 11
26 6 10 6 3 25
Total 10 12 8 6 36

No entanto, no histotipo difuso, a maior expressao de COX-2 nas metastases foi
estatisticamente significativa em relagdo a imunomarcag@o no estomago (p = 0,0108), como

pode ser observado na figura 4.

COX-2 (Escores)
(=)
|

Estomago Linfonodos

Figura 4 — Expressdo de COX-2 no céncer gastrico do tipo difuso
Expressdo de COX-2 significativamente maior nos linfonodos em relacdo
ao estdmago. Escores em mediana. *Teste de Mann-Whitney: p = 0,0108

Este aumento da expressio de COX-2 nos carcinomas difusos metastaticos
ocorreu nao apenas no conjunto dos tumores linfonodais em relagdo a amostra de tumores
primdrios. A andlise caso a caso revelou aumento nas metastases em 75% dos casos (9/12),
manuten¢do da expressdo em 1/12 casos (8%) e reducdo em apenas 2 casos (17%). Em cinco
dos nove casos com aumento da imunomarcagdo, a mudanga ocorreu de baixa para alta

expressao de COX-2 (figura 5).
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COX-2 (Escores)
(=)
|

T T
Estomago Linfonodos

Figura 5 — Expressdo de COX-2 no cancer gastrico difitso primario e
respectivas metastases linfonodais

Expressdo de COX-2 significativamente maior nos linfonodos em relagdo
aos respectivos tumores no estomago. Teste de Wilcoxon: p = 0,0137

As figuras 6 a 9 mostram a nitida preponderancia de imunomarcacdo para COX-2
nos tumores metastaticos em relacdo aos primarios, em todos os tipos histologicos. Na figura
6A, células inflamatorias intensamente marcadas (controle interno positivo) contrastam com a
negatividade ou expressao discreta de COX-2 na maioria das células de carcinoma intestinal
primdrio. No corte do linfonodo, verifica-se o oposto, auséncia de coloracdo no conjuntivo
(controle interno negativo, com leve coloragdo de fundo), em contraste com a forte

positividade das células tumorais.

Vo4 ¢ 1?&,%%@,%,4 E,
B NI . o

Figura 6 — Expressao de COX-2 no cancer gastrico do tipo intestinal
A- Estomago = Escore 1 — Células cancerosas negativas ou com escassa coloragdo (*). Forte expressdo
de COX-2 em células inflamatérias (mononucleares) do estroma (=)

B- Linfonodo = Escore 8

Caso 30 — Intestinal — 400x

A maior intensidade da expressio de COX-2 nas metéstases linfonodais em
relagdo aos respectivos tumores primarios ¢ também muito evidente nos carcinomas difusos

(figura 7) e mistos (figura 8), mas ndo ocorreu nos carcinomas ndo-classificados (figura 9).
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Figura 7 — Expressao de COX-2 no cancer gastrlco do t1p0 dzfuso
A- Estomago = Escore 4

B- Linfonodo = Escore 12

Caso 12 — Difuso — 400x

Figura 8 — Expressdo de COX-2 no cancer gastrico do tipo misto
A- Estdomago = Escore 8 (ambos componentes)

B- Linfonodo = Escore 12

Caso 16 — Misto — 400x

®©

: 2 W
Flgura 9- Expressao de COX 2 no cancer gastrlco ndo-classificado
A- Estomago = Escore 6

B- Linfonodo = Escore 8

Caso 32 — Ndo-classificado — 400x

Na figura seguinte, observa-se a expressdo de COX-2 em células de carcinoma

difuso em trés estagios da progressdo tumoral. Células invasoras da parede gastrica, no
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compartimento extravascular, coram-se fracamente. O aumento marcante de expressao ocorre

no compartimento intravascular (émbolo tumoral) e se mantém nos implantes metastaticos
(figura 10).

% & t\:, 4.
Figura 10 — COX-2 — Tumor primario, émbolo tumoral e metastase linfonodal

A- Estomago — Baixa expressdo de COX-2 nas células malignas perivasculares (—).
Embolo tumoral com células neoplasicas fortemente marcadas (*)

B- Linfonodo com alta expressdo de COX-2 nas células metastaticas, de intensidade
semelhante a do émbolo tumoral mostrado no estdmago.

Caso 12 — Difuso — 400x
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4.4 Caderina-E e parametros clinico-patolégicos — 97 casos

4.4.1 Caderina-E e Tipos histologicos

A distribui¢do da expressao de Caderina-E por tipo histoloégico de carcinoma
gastrico pode ser observada nos quadros 12 e 13 e tabela 4. Os dados sdo mostrados de inicio
detalhadamente, por escore e por tipo histologico (quadro 12), e em seguida numa abordagem
comparativa entre expressao normal e anormal (tabela 4 e quadro 13).

No quadro 12 fica evidente o grande predominio da expressio membranar-
citoplasmadtica (escore = 2) nos carcinomas intestinais (24/40 = 60%), difusos (15/34 = 44%)),
ndo-classificados (3/7 = 43%) e no componente intestinal dos carcinomas mistos (11/16 =
69%). No componente difuso dos tumores mistos, predominou acentuadamente a expressao

citoplasmadtica exclusiva (escore = 1:11/16 = 69%)).

Quadro 12 — Expressao de Caderina-E no cancer gastrico por tipo histologico — Estomago

Caderina-E Tipos histolégigos
Escores’ Misto
Intestinal Difuso int dif | Nao-classif.
0 4 8 1 3 1
1 0 3 1|1 1
2 24 15 11 2 3
3 12 8 3 0 2

" Jawhari et al. (1997a); * Ver figura 13

Ao se comparar a imunomarca¢cdo normal com a anormal nos carcinomas
gastricos intestinais, difusos e ndo classificados (tabela 4 e quadro 13) verifica-se que houve
nitido predominio da expressdo anormal, ou seja, escores 0, 1 e 2 (59/81 = 73%) sobre a
marcagdo membranar normal de Caderina-E, escore 3 (22/81 = 27%) em todos os tipos
histologicos, com valores de 70% para os carcinomas intestinais (28/40 casos), 71% (5/7)

para os carcinomas ndo-classificados e 76% dos tumores difusos (26/34; tabela 4).

Tabela 4 — Expressao de Caderina-E no cancer gastrico por tipo histoldgico
(intestinal, difuso, ndo-classificado) — Estdmago
Tipos histologicos

Caderina-E

adernda Intestinal Difuso Nao-classif. Total
Normal 12 8 2 22
Anormal 28 26 > 59

Total 40 34 7 81
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A expressao anormal ocorreu com maior freqiiéncia nos carcinomas mistos, em
ambos os componentes (componente infestinal: 13/16 = 81%; componente difuso: 16/16 =
100%; quadro 13). A diferenga Normal e Anormal por tipo histologico foi estatisticamente

significativa apenas para o componente difitso do tipo misto (p = 0,0190).

Quadro 13 — Expressao de Caderina-E no cancer gastrico do tipo misto — Estomago

. Componente
Caderina-E Intestinal Difuso
Normal 3 0
Anormal 13 16

O quadro 12 permite avaliar a imunomarcagdo de Caderina-E no carcinoma
gastrico de outra maneira, ao se comparar a expressdo membranar, pura ou associada a
citoplasmatica (escores 3 e 2), com a auséncia de expressio membranar, que inclui a
expressao citoplasmatica exclusiva (escore = 1) e a expressdo nula (auséncia de marcagao:
escore = 0). A partir desta abordagem, verifica-se uma associagdo entre a expressao
membranar (pura ou membranar-citoplasmatica) e o histotipo intestinal (36/40 = 90% do tipo
intestinal e 28/41 = 32% dos outros histotipos, excluidos os carcinomas mistos), como pode

ser verificado no quadro 12 e na figura 11 a seguir:

Tipos histolégicos

Intestinal
C—1Outros histotipos

No. de casos

0 T T
Presente Ausente

Expressiao membranar de Caderina-E

Figura 11 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico do tipo infestinal

A expressdo membranar pura (escore 3, padrdo normal) ou associada a expressao citoplasmatica
(escore 2) foi significativamente mais presente nos carcinomas do tipo infestinal do que a
auséncia de expressao membranar, incluindo a expressao citoplasmatica (escore 1) e a expressao
nula (escore 0). Obs.: Excluidos tumores mistos. Comparar com o tipo intestinal sem expressao
membranar. *Teste exato de Fisher: p = 0,0274
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Ainda no quadro 12 pode se verificar que os carcinomas difisos nao apresentam
expressao membranar (escores 0 e 1) em 11/34 casos (32%), nimero de casos superior ao dos
demais tipos histologicos (6/47=13%; excluidos tumores mistos) diferenca marginalmente

significativa (p = 0,0516; figura 12).

Tipos histolégicos
1Difuso
1 Outros histotipos

No. de casos

T T
Presente Ausente
Expressao membranar de Caderina-E

Figura 12 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico do tipo difiso

O tipo difuso de carcinoma gastrico apresentou maior auséncia de expressdo membranar e
expressao membranar menos freqiiente que os demais tipos histologicos. Obs.: Excluidos tumores
mistos. Comparar com a auséncia de expressdo membranar dos demais tipos histologicos. *Teste
exato de Fisher: p =0,0516

Assim, em relacdo aos carcinomas intestinais € difusos, a abordagem de comparar
expressdo membranar com auséncia de expressdo membranar da Caderina-E permitiu detectar
uma diferenca util para a caracterizagdo dos dois histotipos, o que ndo ocorreu ao ser utilizada
a abordagem normal/anormal.

Retornando ao quadro 12, observa-se finalmente uma associagdo muito
significativa neste estudo. Os componentes infestinal e difuso do histotipo misto apresentam
padrdes imunofenotipicos de Caderina-E bastante divergentes e se destaca a forte vinculagdo
da expressdo citoplasmatica pura (escore 1 da classificagdo de Jawhari) com o componente
difuso dos tumores mistos (11/16 = 69%), em contraste com o baixo indice deste padrao de
Caderina-E nos demais tipos histoldgicos (4/81 = 5%; p < 0,0001; figura 13). Ao se
considerar o total de casos com marcacao citoplasmatica exclusiva, observa-se que 11 dos 15

casos (73%) estao representados pelo componente difuso dos carcinomas mistos (figura 13).
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Tipos histolégicos
80+

70+
60-
50+
40
30
20
10+

Misto: comp. difuso
C—1Outros histotipos

No. de casos

T T
Citoplasmatica Outras expressoes
Caderina-E

Figura 13 — Correlagdo da expressao citoplasmatica de Caderina-E com o histotipo misto (componente
difuso) do carcinoma gastrico

A expressdo citoplasmatica exclusiva de Caderina-E (escore 1) mostrou-se intensamente associada ao
histotipo misto em seu componente de células isoladas (componente difiso). Comparar com a
expressdo citoplasmatica dos outros histotipos. *Teste exato de Fisher: p < 0,0001

4.4.2 Outros parametros:

Nos proximos quadros serdo apresentados os dados relacionados com a expressao
de Caderina-E em todos os tipos histologicos de carcinoma gastrico e os parametros clinico-
patologicos estudados. Inicialmente serdo mostrados os dados referentes aos carcinomas
intestinais, difusos e ndo-classificados, em conjunto (quadro 14). Pelo motivo ja exposto, os
tumores mistos serdo abordados em separado. Devido ao pequeno nimero de casos que
resultou em linhas ou colunas com freqiiéncia igual a zero nas tabelas de contingéncia, varias
das possiveis correlagcdes anatomoclinicas ndo puderam ser calculadas estatisticamente nos
casos de carcinomas mistos (quadros 15 e 16).

No quadro 14 pode-se verificar a correlacdo do histotipo intestinal com a
expressdo membranar, apresentada na figura 11 e o resultado da associagdo (significincia
marginal) entre o tipo difuso e auséncia de expressdo membranar, observada na figura 12. A
invasao linfatica mostrou tendéncia a associagdo com auséncia de expressao membranar, sem
atingir valor significativo (p = 0,0995; quadro 14). Nao houve correlagao entre padrdes de
expressao de Caderina-E e outros parametros clinico-patologicos nos carcinomas intestinais,

difusos e ndo-classificados (quadro 14).
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Quadro 14 — Expressao de Caderina-E e parametros clinico-patologicos
no cancer gastrico dos tipos intestinal, difuso e ndo-classificado

;. Expressao de Caderina-E
Caracteristicas ~
clinico-patologicas Imunomarcagdo
n N/An p M/Aem p
Tipo histolégico (Lauren)
Intestinal 40 12/28 0,6236 36/4 0,0274'
Difuso 34 8/26 0,6174 23/11 0,0516
Nao-classifcado 7 2/5 1,0000 5/2 0,6335
(Misto)’® (16)
Sexo
Masculino 48 10/38 0,1361 38/10 1,0000
Feminino 33 12/21 26/7
Idade
<50 14 5/9 0,5115 11/3 0,3337
>50 67 17/50 53/14
Localizagdo Anatomica
Cardia 11 4/7 0,7244 10/1 0,6760
Corpo 17 6/11 0,7635 15/2 0,7193
Antro 45 12/33 0,4418 35/10 0,3460
# 8
Dimensao do tumor
<5cm 29 6/23 0,1924 23/6 0,7671
>5cm 39 14/25 32/7
# 13
Invasdo linfatica®
Ausente 20 7/13 1,0000 17/3 0,0995
Presente 23 7/16 14/9
# 38
Invasdo venosa®
Ausente 7 0/7 0,1029 5/2 1,0000
Presente 10 4/6 7/3
# 64
Grau de invasao (T)
T1 12 2/10 0,4970 10/2 1,0000
T2-T4 69 20/49 54/15
Metastases linfonodais
NO 24 8/16 0,2525 20/4 0,5560
N1-N3 50 10/40 37/13
# 7
Total 81 22/59 64/17

N/An = Normal/Anormal; M/Aem = Membranar/Auséncia de expressdo membranar
! Estatisticamente significativa; > Marginalmente significativa; 3 Serdo analisados separadamente por divergéncia

. . . 4 . . ,
de imunomarcagio entre os dois componentes do tumor; ~ Somente casos NO e sem invasdo microscopica
vascular no estdmago; todos T1, na auséncia de invasdo venosa; # Nao-avaliaveis
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Os quadros 15 ¢ 16 mostram os dados dos dois componentes (intestinal e difuso)
dos carcinomas mistos. No quadro 15, observa-se que nao houve correlagdo entre expressao
de Caderina-E no componente infestinal dos carcinomas mistos e os diversos parametros

clinico-patologicos.

Quadro 15 — Expressdo de Caderina-E e parametros clinico-patologicos
no cancer gastrico do tipo misto — componente intestinal

;. Expressao de Caderina-E
Caracteristicas ~
clinico-patologicas Imunomarcagao
n N/An p M/Aem p
Tipo histolégico
Misto: comp. intestinal 16 3/13 0,7549 14/2 0,7306
Sexo
Masculino 13 2/11 0,4893 11/2 1,0000
Feminino 3 1/2 3/0
Idade
<50 2 1/1 0,3500 2/0 1,0000
>50 14 2/12 12/2
Localizagao Anatomica
Cardia 1 1/0 1,0000 1/0 1,0000
Corpo 3 2/1 0,1084 3/0 1,0000
Antro 9 1/8 0,2028 7/2 1,0000
# 3
Dimensao do tumor
<5cm 8 1/7 0,5692 7/1 1,0000
>5cm 7 2/5 6/1
# 1
Invasdo linfatica
Ausente 0 0/0 0/0
Presente 8 1/7 Bl 7/1 B
# 8
Invasdo venosa
Ausente 0 0/0 0/0
Presente 5 1/4 B 4/1 B
# 11
Grau de invasao (T)
T1 2 0/2 1,0000 1/1 0,2417
T2-T4 14 3/11 13/1
Metastases linfonodais
NO 0 0/0 0/0
NI1-N3 12 3/9 a 11/1 B
# 4
Total 16 3/13 14/2

N/An = Normal/Anormal; M/Aem = Membranar/Auséncia de expressdo membranar
# Nao-avaliaveis
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No quadro 16, observam-se importantes correlacoes entre a expressao de

Caderina-E e o componente difuso dos carcinomas mistos.

Quadro 16 — Expressao de Caderina-E e parametros clinico-patoldgicos
no cancer gastrico do tipo misto — componente difuso

C , . Expressao de Caderina-E
aracteristicas ~
clinico-patologicas Imunomarcagao
n N/An p M/Aem p
Tipo histoldgico
Misto: comp. difuso 16 0/16 0,0190* 2/14 <0,0001%*
Sexo
Masculino 13 0/13 1/12 0,3500
Feminino 3 0/3 B 1/2
Idade
<50 2 0/2 0/2 1,0000
>50 14 0/14 B 2/12
Localizagdo Anatomica
Cardia 1 0/1 - 1/0 0,1538
Corpo 3 0/3 — 12 0,4231
Antro 9 0/9 - 0/9 0,0769
# 3
Dimensdo do tumor
<5cm 8 0/8 1/7 1,0000
>5cm 7 0/7 B 1/6
# 1
Invasdo linfatica
Ausente 0 0/0 0/0
Presente 8 0/8 B 0/8 B
# 8
Invasao venosa
Ausente 0 0/0 0/0
Presente 5 0/5 B 0/5 B
# 11
Grau de invasao (T)
T1 2 0/2 0/2 1,0000
T2-T4 14 0/14 a 2/12
Metastases linfonodais
NO 0 0/0 0/0
NI-N3 12 0/12 B 1/11
# 4
Total 16 0/16 2/14

N/An = Normal/Anormal; M/Aem = Membranar/Auséncia de expressao membranar
* Estatisticamente significativa; # Nao-avaliaveis

A diferenca normal e anormal e principalmente membranar e auséncia de

expressao membranar foi estatisticamente significativa para o componente difuso do tipo
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misto, comparado com os demais histotipos, um dos dados mais importantes deste estudo por
vincular um padrao especifico da expressao de Caderina-E a um aspecto histologico peculiar
dos tipos de carcinoma gastrico, com importantes implicagdes patogenéticas que serdo

abordadas na discussao.

4.5 Caderina-E: estomago e linfonodos — 36 casos
Neste grupo de 36 casos com linfonodos disponiveis e com metéstases, repete-se,
no estdmago, a associa¢do ja observada no total da mostra, entre o componente difuso e o

escore = 1 e o predominio acentuado do escore = 2 nos outros histotipos (quadro 17).

Quadro 17 — Expressdo de Caderina-E no cancer géstrico por tipo histoldgico — Estdmago

Caderina-E Tipos histol(?gicos
Escores* Misto
Intestinal | Difuso int dif | Ndo-classif.
0 1 2 1 1 1
1 0 2 0 6 1
2 6 7 6 1 2
3 3 1 1 0 2

*Jawhari et al. (1997a)

Na distribuicdo por escores nos linfonodos, evidencia-se a maior freqiiéncia da
expressdo membranar (escore = 3) nos carcinomas difusos, comparados com os respectivos
tumores primarios, ndo sendo observadas diferencas importantes nos demais tipos
histologicos (quadro 18). Pode-se ainda notar que a auséncia de expressdo da Caderina-E em

dois casos de carcinoma difuso primario (escore = 0) nao foi mais observada nas metéstases.

Quadro 18 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico por tipo histolégico — Linfonodos

Caderina-E Tipos histologicos
Escores™ Intestinal Difuso Misto Ndo-classif.
0 0 0 2 1
1 0 2 0 0
2 7 5 4 3
3 3 5 2 2

*Jawhari et al. (1997a)

Assim como na amostra maior, neste grupo de 36 casos também ocorreu
predominio da expressao anormal de Caderina-E em todos os tipos histologicos, nos tumores

primdrios, com pequenas variacdes na freqiiéncia em relagdo ao grupo de 97 casos (ndo-

classificados: 4/6 = 67%; intestinal: 7/10 = 70%; difuso 11/12 = 92%; tabela 5). Novamente,
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os tumores mistos apresentaram freqiientemente expressao anormal (componente infestinal:

7/8 = 88%; componente difuso = 8/8 = 100%; quadro 19).

Tabela 5 — Padrdo de expressdo de Caderina-E no cancer gastrico
(intestinal, difuso, ndo-classificado) — Estomago

. Tipos histologicos
Caderina-E Intestinal Difuso Nao-classif. Total
Normal 3 1" 2 6
Anormal 7 11 4 22
Total 10 12 6 28

" Misto (quadro 19); * Ver figura 14

Nas metdstases, a expressao anormal foi semelhante nos carcinomas intestinais e
ndo-classificados, se comparada com os respectivos tumores primarios (70% e 67%,
respectivamente). No entanto, os carcinomas difusos apresentaram grande aumento na
freqiiéncia de expressdo normal de Caderina-E nos linfonodos, em relagdo as lesdes gastricas

(de 1/12 = 8% para 5/12 = 42%; tabelas 5 ¢ 6).

Tabela 6 — Padrao de expressao de Caderina-E no cancer gastrico
(intestinal, difuso, ndo-classificado) — Linfonodos

. Tipos histologicos
Caderina-E Intestinal Difuso Nao-classif. Total
Normal 3 5 2 10
Anormal 7 7 4 18
Total 10 12 6 28

" Misto (ver quadro 19);  Ver figura 14

No conjunto destes 28 casos, a expressdo normal de Caderina-E predominou nas
metastases linfonodais (10/28 = 36%) em relacdo aos tumores primarios intestinais, difusos e
nao-classificados (6/28 = 21%), como vimos, devido ao carcinoma difuso, sem, contudo,
haver significado estatistico (p = 0,3753). Ao se incluir os tumores mistos, a expressdo normal
nas metastases passa a 12/36 (33%), havendo também decréscimo na expressao de Caderina-E
no estomago (7/36 = 19% no componente intestinal; 6/36 = 16% no componente difuso), sem

grande diferenca na tendéncia observada (tabelas 5 e 6; quadro 19).
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uadro 19 — Padrdo de expressdao de Caderina-E no cancer
p
gastrico do tipo misto — Estomago e Linfonodos

Estomago
Caderina-E Componentes Linfonodos
intestinal | difuso
Normal 1 0 2
Anormal 7 8 6
Total 8 8 8

Apesar da maior freqiiéncia na expressdo normal de Caderina-E nas metastases
dos carcinomas difusos nao ter significado estatistico (42% nos linfonodos e 8% no estdmago;
p = 0,1550), essa tendéncia pode ser nitidamente observada na figura seguinte. Verifica-se
que dois casos sem expressdo membranar nos tumores primarios passaram a expressar
Caderina-E nas membranas das células metastaticas, nos linfonodos, e trés casos com
expressao membranar-citoplasmatica no sitio gastrico apresentaram imunoexpressao apenas
membranar nas metastases. E possivel que com amostragem maior essa tendéncia a

imunomarca¢do membranar exclusiva, nas metastases, atinja valores significativos.
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Figura 14 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico do tipo difuso
A expressdo de Caderina-E membranar normal (escore 3) foi muito mais
freqiiente nos linfonodos (5/12 = 42%) do que nos tumores primarios
(1/12 = 8%), traduzindo uma tendéncia a expressdo normal nas
metastases, mas ndo atingindo significancia estatistica. Teste exato de
Fisher bicaudal: p = 0,1550.
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As figuras 15 a 18 ilustram a expressao imunohistoquimica da Caderina-E nos
carcinomas gastricos primdrios e respectivas metastases linfonodais, em todos os tipos

histologicos.

e il VBV S8 X T IR 521
Figura 15 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico do tipo infestinal
A- Estdmago = Escore 3 (expressao membranar)

B- Linfonodos = Escore 2 (expressdo membranar-citoplasmatica)

Caso 28 — Intestinal — 400x

Figura 16 — Expressdo de Caderina-E no cancer gastrico do tipo difuso
A- Estomago = Escore 0 (expressdo nula): grande maioria de células cancerosas sem coloragdo, no
intersticio (B); comparar com a expressao membranar normal nas glandulas gastricas adjacentes (*);
célula maligna isolada, com expressdo membranar (=)

B- Linfonodos = Escore 3 (expressdo membranar): fina expressdo membranar na regido central de um
agrupamento de células metastaticas (entre as setas)

Caso 2 — Difuso — 400x
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Figura 17 — Expressdo de Caderina-E no cancer géstric do tipo misto
A- Estomago: A1- Componente intestinal = Escore 2 (expressdo membranar-citoplasmatica)
A2- Componente difuso = Escore 1 (expressio citoplasmatica)

B- Linfonodos = Escore 2 (expressdo membranar-citoplasmatica).
Caso 16 — Misto — 400x

XY
()
:.,_La
€
1, ®,
%
- .!
©
ol
2
L
‘sl

L3
Q‘o.‘:ﬂ

-r.-‘..,.'o Q"”

060 Gy

-
3 ‘_
o %,
®
»
0
L -
o
of

P L
Figura 18 — Expr
A- Estomago = Escore 2 (expressdo membranar-citoplasmatica)
B- Linfonodos = Escore 2 (expressdo membranar-citoplasmatica).
Caso 32 — Nao-classificado — 400x
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A figura 19 mostra a expressdao de Caderina-E no carcinoma gastrico difuso
primario perivascular, no émbolo tumoral e metastase linfonodal. Observar a forte expressao

membranar ao longo do trajeto.

\ e A ,' : % Q.‘.'?'v e &l

Figura 19 — Caderina-E — Tumor primario, émbolo tumoral e metastase linfonodal
A- Estomago — Expressdao de Caderina-E membranar (escore 3) nas células malignas
perivasculares (=) e, de forma mais acentuada, no émbolo tumoral (¥).

B- Linfonodo com expressdo membranar-citoplasmatica (escore 2) intensa de
Caderina-E, em agrupamentos celulares sinusoidais. Comparar com a figura 10.

Caso 12 — Difuso — 400x
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4.6 Caderina-E: padroes de imunomarcacio citoplasmatica

4.6.1 Estomago — 97 casos

Foram selecionados do total da amostra de 97 casos, todos que apresentaram
aspecto histologico glandular ou de células isoladas (tipos intestinal, difuso e misto) e
expressao citoplasmatica de Caderina-E (escores 1 e 2), excluindo-se da anélise os tumores
ndo-classificados por ndo apresentarem os aspectos histoloégicos aqui considerados e pelo
reduzido numero de casos. A distribuicdo dos padrdes de marcagdo citoplasmatica dos casos

desta secc¢ao do estudo pode ser observada nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7 — Padrdes de imunomarcagao citoplasmatica de Caderina-E
em tumores gastricos primarios de células isoladas

Padroes de imunomarcacio citoplasmatica
Tipo histolégico Homogéneo Granular ~ Homog/Granul Total
Escores*
1 2 1 2 1 2
Difuso 1 10 2 1 0 4 18
Misto: comp. difuso| 3 1 6 0 2 1 13
Total 4 11 8 1 2 5 31

* Jawhari et al. (1997a)

Nos tumores de células isoladas, analisando todos os casos da amostra total no
estdbmago, com marcagdo citoplasmatica, ou seja, escores 1 e 2 (difuso: n = 18; misto
componente difuso: n = 13), observou-se que o padrdo citoplasmatico homogéneo da
Caderina-E ocorreu com maior freqiiéncia no carcinoma difuso (11/18 = 61%) do que no tipo
misto (4/13 = 30%). O padrao granular foi mais freqiiente nos carcinomas mistos (6/13 =
46%) do que nos difusos (3/18 = 17%; tabela 7). A maioria dos casos com padrdao homogéneo
estava associada a marcagdo citoplasmatica-membranar — escore 2 — (11/15 = 73%), quase
todos (10/11) nos carcinomas difusos, enquanto tumores com marcacao granular ocorreram
quase sempre em casos de expressdo citoplasmatica pura — escore 1 — (8/9 = 89%), a maioria
(6/8) nos carcinomas mistos. Houve uma forte tendéncia a vinculagdo entre o padrao
homogéneo e o tipo difuso e entre o padrdo granular e o histotipo misto (p = 0,0918). A
presenca dos dois padrdoes de marcagdo, no mesmo caso, ocorreu em 7 dos 31 casos (23%),
com freqiiéncia semelhante nos dois histotipos (difuso: 4/18 = 22%; misto: 3/13 = 23%), a
maioria em tumores com expressao citoplasmatica-membranar da Caderina-E (5/7 = 71%).

Analisou-se entdo mais detidamente a possivel associagdo entre os padrdes de

imunomarcagdo exclusiva, homogénea ou granular, e o tipo de expressdo citoplasmatica da
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Caderina-E (escores 1 ou 2) no conjunto dos dois tipos de tumores e observou-se forte
correlacdo entre o padrdo homogéneo e a expressao membranar-citoplasmatica (11/12 = 92%)
e entre o padrdo granular e a expressao exclusiva citoplasmatica (8/12 = 67%; p = 0,0094;

tabela 7; figuras 20, 21 e 22).

Padriao de imunomarcacio
% I Homogéneo

Granular

No. de casos
(=)
1

T
Citoplasmatica  Membranar-citoplasmatica
Caderina-E

Figura 20 — Correlagdo entre expressdo de Caderina-E e padrdes de imunomarcacao citoplasmatica nos
carcinomas gastricos primarios difusos e mistos

Correlagdo entre o padrdo homogéneo e a expressdo membranar-citoplasmatica (11/12 = 92%) e entre o
padrio granular e a expressdo citoplasmatica exclusiva (8/12 = 67%). Comparar cada padrio de
imunomarcagdo nos dois tipos de expressdo da Caderina-E. Foram excluidos da analise os tumores com
dupla marcag@o homogénea/granular. *Teste exato de Fisher: p = 0,0094.

Nas duas figuras seguintes, observa-se o aspecto muito diferente dos dois padroes
de imunomarcagdo citoplasmatica da Caderina-E. A marcacdo homogénea, associada
geralmente ao escore = 2, ocupa todo o citoplasma da célula, de maneira uniforme (figura 21).
Na figura 22 mostra-se a expressdo granular, na forma de um pontilhado disseminado pelo
citoplasma, que predomina, de fato, em redor do nicleo (paranuclear) e tem por vezes aspecto
vesicular. No caso desta figura, foram observados granulos ou vesiculas nas glandulas
normais adjacentes ao tumor, além da marcagdo membranar normal, aspecto que serd objeto

de varias interpretagdes ao longo da discussao.



Flgura 21 - Caderlna-E Estdmago: marcagdo citoplasmatica homogenea
Expressdo de Caderina-E, com marcagdo citoplasmatica associada a marcagdo
membranar (escore 2) mais evidente em algumas células (=). Caso 10 — Difuso — 400x

Flgura 22 — Caderlna-E Estomago marcagao c1toplasmatlca granular (veswular)
Expressdo de Caderina-E (principalmente paranuclear) na metade direita da fotografia
(*) em células cancerosas sem marcagdo membranar. Marcagdo paranuclear (além da
membranar) em algumas células glandulares “normais” adjacentes (= ). Caso 3 —
Difuso — 400x

80
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No caso dos tumores glandulares primarios (tabela 8) a andlise dos casos da
amostra total com marcagdo citoplasmatica, ou seja, escores 1 e 2 (intestinal: n = 23; misto-
componente intestinal: n = 12) revelou que o padrao citoplasmatico homogéneo da Caderina-
E foi mais freqiiente ndo apenas no tipo intestinal (19/23 = 83%), mas também nos casos do
tipo misto (8/12 = 67%). O padrao granular foi em geral escasso nos dois tipos de tumores,
mas prevaleceu no carcinoma misto-componente intestinal (3/12 = 25% no misto e 1/23 = 4%
no tipo intestinal). Todos os casos com padrdo homogéneo estavam associados a marcacao
citoplasmatica-membranar — escore 2 — (27/27), nos dois tipos de tumores. Carcinomas com
marcagdo granular também se associaram principalmente a expressdo citoplasmatica-
membranar — escore 2 — (3/4 = 75%), 2/3 deles ocorrendo nos tumores mistos. Houve
tendéncia a vinculagdo entre o padrdo homogéneo e o tipo intestinal e entre o padrdo granular
e o histotipo misto (p = 0,1154), e entre os padrdes homogéneo — escore 2 — e granular —

escore 1 — (p =0,1290), mas nenhum resultado foi estatisticamente significativo.

Tabela 8 — Padrdes de imunomarcagao citoplasmatica de Caderina-E
em tumores gastricos primarios de morfologia glandular

Padroes de imunomarcacio citoplasmatica
Tipo histolégico Homogéneo Granular ~ Homog/Granul Total
Escores*
1 2 1 2 1 2
Intestinal 0 19 0 1 0 3 23
Misto.: comp. intestinal | 0 8 1 2 0 1 12
Total 0 27 1 3 0 4 35

* Jawhari et al. (1997a)

Ao se comparar entre si dois a dois, ou em conjunto, os trés tipos de tumores das
tabelas 7 e 8, confirma-se a correlagdo entre padrao homogéneo e escore 2, e entre padrao
granular e escore 1, com p < 0,05 em grupos de dois tipos de tumor e p < 0,0001 no conjunto
da amostra.

A seguir serdo mostrados dados referentes aos casos com linfonodos disponiveis

(intestinal: n = 10; difuso: n = 12; misto: n = 8)

4.6.2 Estomago e Linfonodos — 30 casos

Os quadros 20 a 23 mostram a expressao da Caderina-E citoplasmatica (escores 1
e 2) e os padrdes de imunomarcagdo citoplasmatica (homogéneo e granular) nos carcinomas
gastricos primdrios difusos, mistos € intestinais, caso a caso, com respectivas metastases

linfonodais. O restrito nimero de casos com escores 1 e 2 (difuso: 9 e 7 casos; intestinal: 6 e 7
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casos; mistos: 6-7 e 4 casos, estdmago e linfonodos, respectivamente) ¢ a escassez de casos

com padrao granular nesta amostra restringiu a analise.

Quadro 20 — Padrdes de imunomarcacao da Caderina-E nos carcinomas
gastricos difusos primarios € metastases linfonodais

Carcinoma difuso
Imunomarcacao
Caso Estomago Linfonodos
Membrana | Citoplasma | Escore' | Membrana | Citoplasma | Escore'
1 - - 0 - + gra2 1
2 - - 0 + - 3
3 - + gra 1 + - 3
4 - + hom’ 1 - + hom 1
5 + + hom 2 + + hom 2
6 + + hom 2 + + hom 2
7 + + hom 2 + + hom 2
8 + + hom 2 + + hom 2
9 + +hom/gra 2 + - 3
10 + + hom 2 + - 3
11 + + gra 2 + - 3
12 + - 3 + + hom 2

! Jawhari et al. (1997a); > Padrio granular (paranuclear); ° Padrio homogéneo (citoplasm. difitso)

A marcacdo homogénea apresentou tendéncia a repeticdo nas metastases dos
carcinomas difusos, geralmente fazendo parte da expressdo membranar-citoplasmatica (escore
= 2; quadro 20). A imunomarcacdo granular, presente em dois casos dos tumores no
estomago, nao foi detectada nas respectivas metastases, sendo observada em uma metéstase
cujo tumor primario era negativo (caso 1). O carater transitorio desse tipo de expressao
citoplasmatica da Caderina-E sugere alteracdo epigenética e possivel interferéncia do
microambiente em sua manifestagao ou inibigao

No componente difuso dos carcinomas mistos houve pouca marcagao
citoplasmatica nas metastases, comparado com os tumores primarios (quadro 21). Casos com
marcagdo granular ou mista (homogénea/granular) apresentaram nas metdstases desde
expressdo nula até homogénea, observando-se, em geral, padrdes diferentes de
imunoexpressdo para um mesmo caso, nos dois sitios anatdmicos. No quadro 21, pode
também ser observada grande diferenga na expressao membranar de Caderina-E, ausente na
maioria dos componentes difusos de carcinomas mistos primarios (7/8 casos) e presente em 6

dos 8 linfonodos com metéstases deste histotipo.
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Quadro 21 — Padrdes de imunomarcac¢do da Caderina-E nos carcinomas gastricos
mistos (componente difuso) primarios e metéstases linfonodais

Carcinoma misto — Componente difuso
Imunomarcagao
Caso Estdmago Linfonodos
Membrana | Citoplasma | Escore' | Membrana | Citoplasma | Escore'
13 - - 0 - - 0
14 - +gra” 1 - - 0
15 - +gra 1 + +hom’ 2
16 - +hom/gra 1 + +hom 2
17 - +hom 1 + +hom 2
18 - +hom 1 + +hom/gra 2
19 - +hom 1 + - 3
20 + +gra/hom 2 + - 3

! Jawhari et al. (1997a); > Padrio granular (paranuclear); ° Padrio homogéneo (citoplasm. difitso)

Assim como no histotipo difuso, carcinomas intestinais tendem a preservar o
padrdo de imunomarcagdo dos tumores primarios nas metastases (quadro 22) com predominio
acentuado da marcagdo homogénea sobre a granular, que ocorreu de forma associada em
apenas dois casos das lesdes primarias ¢ de forma pura em nenhum dos casos, nas duas

localizagOes anatdémicas.

Quadro 22 — Padrdes de imunomarcacao da Caderina-E nos carcinomas
gastricos intestinais primarios ¢ metastases linfonodais

Carcinoma intestinal
Imunomarcacao
Caso Estomago Linfonodos
Membrana | Citoplasma | Escore' | Membrana | Citoplasma | Escore'

21 - - 0 + +hom” 2
22 + +hom 2 + +hom 2
23 + +hom 2 + +hom 2
24 + +hom 2 + +hom 2
25 + +hom 2 + +hom 2
26 + +gra’/hom 2 + +hom 2
27 + +gra/hom 2 + - 3
28 + - 3 + +hom 2
29 + - 3 + - 3
30 + - 3 + - 3

! Jawhari et al. (1997a); > Padrio homogéneo (citoplasm. difiso); * Padrdo granular (paranuclear)

O componente intestinal do carcinoma misto, apresentado no quadro 23, apresenta
um perfil de imunoexpressao citoplasmatica nas lesdes primdrias bem mais proximo dos
tumores intestinais puros do que do outro componente misto. Novamente predomina o padrdo

homogéneo nas duas sedes da neoplasia.
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Quadro 23 — Padrdes de imunomarcagdo da Caderina-E nos carcinomas gastricos
mistos (componente intestinal) primarios e metastases linfonodais

Carcinoma misto — Componente intestinal
Imunomarcagao
Caso Estdmago Linfonodos
Membrana | Citoplasma | Escore' | Membrana | Citoplasma | Escore'
13 - - 0 - - 0
14 + +gra’ 2 - - 0
15 + +hom’ 2 + +hom 2
16 + +hom 2 + +hom 2
17 + +hom 2 + +hom 2
18 + +hom 2 + +hom/gra 2
19 + +hom 2 + - 3
20 + - 3 + - 3

! Jawhari et al. (1997a); > Padrio granular (paranuclear); * Padrio homogéneo (citoplasm. difiso)

O quadro 24 e tabela 9 sintetizam os achados numéricos dos quadros 20 a 23 em
relagdo a distribuicao dos padrdes de imunomarcagao citoplasmatica nos carcinomas gastricos
primdrios e metastaticos. No estdmago (quadro 24), o padrio homogéneo aparece
preferencialmente associado ao escore 1 nos tumores mistos (componente difuso) e ao escore
2 nos outros histotipos. A marcac¢do granular, exceto a raridade, ndo apresentou nenhum

aspecto peculiar na distribuigao.

Quadro 24 — Padrdes de imunomarcagao citoplasmatica
de Caderina-E em carcinomas gastricos primarios

Padroes de imunomarcacio citoplasmatica
Tipo histolégico Homogéneo Granular ~ Homog/Granul
Escores*

1 2 1 2 1 2
Difuso 1 5 1 1 0 1
Misto: comp. difuso 3 0 2 0 1 1
comp. intestinal 0 5 0 1 0 0
Intestinal 0 4 0 0 0 2

* Jawhari et al. (1997a)

Poucos casos apresentaram expressao citoplasmatica (escores 1 e 2) de Caderina-
E nos linfonodos, a maioria com padrao de marcacao homogéneo (15/18 = 83%; tabela 9).
Todas as possiveis associacdes testadas com os dados dos linfonodos entre si ou entre
linfonodos e respectivos tumores primarios resultaram ndo significativas (p > 0,05)
possivelmente pelo pequeno tamanho da amostra. Alguns aspectos descritivos a partir dos

quadros 21 a 24 serdao abordados na discussao.
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Tabela 9 — Padrdes de imunomarcagao citoplasmatica de Caderina-E
em carcinomas gastricos — metastases em linfonodos

Padroes de imunomarcacio citoplasmatica
Tipo histolégico Homogéneo Granular ~ Homog/Granul Total
Escores*
1 2 1 2 1 2

Difuso 1 5 1 0 0 0 7
Misto 0 3 0 0 0 1 4
Intestinal 0 7 0 0 0 0 7

Total 1 15 1 0 0 1 18

* Jawhari et al. (1997a)

4.7 Padroes de migracio celular em carcinomas gastricos

Os quadros 25 a 28 apresentam dados detalhados sobre expressao de Caderina-E e
padrdes de migracdo, caso a caso, por tipos histologicos, nos tumores primarios e metastases
linfonodais. No quadro 25, referente aos carcinomas difusos, destaca-se, no estdbmago, a
grande freqliéncia de células agrupadas, presente na maioria dos casos (10/12 = 83%). Este foi
0 padrao dominante em trés casos de tumores primdrios (1, 3 e 9), achado relevante pela

ocorréncia em tumor que, por defini¢do, ¢ constituido por células isoladas.

Quadro 25 — Expressao de Caderina-E e padroes de migracao celular nos
carcinomas gastricos do tipo difuso primario e metastases linfonodais

Carcinoma Difuso

Imunoexpressao Migracao Obs.:
Caso | Estdmago | Linfonodos Estomago Linfonodos Tumores
Escores' Céls. isol. | Céls. agrup. | Céls. isol. | Céls. agrup. | primarios
1 0 1 + - - + -
2 0 3 + + + + Emb’/E*
3 1 3 + +2 + +2 -
4 1 1 + - + - 2¢l
5 2 2 + - - + 2¢l
6 2 2 + + - + -
7 2 2 + + - + -
8 2 2 +2 - + + -
9 2 3 + +2 + + -
10 2 3 + + + - -
11 2 3 + + + + 2¢l
12 3 2 + + - + Emb’/2 cl’

" Jawhari et al. (1997a); 2 Predominio; > Embolos tumorais na luz de vasos linfaticos, com fina marcacdo
membranar nas células centrais; * Raras células (< 10%) agrupadas, com escore 3; predominio de coloragdo nula
(> 90% das células) ° 2 clones: células em anel de sinete ¢ células indiferenciadas pequenas, irregulares, de
nucleo central

A andlise dos linfonodos revelou a presenca quase universal de células agrupadas

(11/12 casos = 92%), padrdo preponderante em cerca da metade dos casos, enquanto as
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células isoladas estavam presentes em apenas 8/12 casos (67%) e ndo predominaram em
nenhum deles. Sete casos apresentavam os dois padrdoes de migracdo nos dois sitios
anatomicos. Em trés outros casos (1, 6 e 7), os dois padroes foram encontrados no tumor
primario mas apenas células agrupadas nas metastases. O caso 5 tinha apenas células isoladas
no estdbmago e somente células agrupadas no linfonodo. Estes dados mostram
inequivocamente a presenca freqiiente de células agrupadas nos carcinomas gastricos difusos
puros primarios e a forte tendéncia a formagao de coortes (células agrupadas) nas metastases
linfonodais destes tumores. A proxima figura ilustra o aspecto histologico do duplo padrao de

migragdo dos carcinomas difusos primarios.

FEN /R {g’ Y
Figura 23 — Carcinoma difuso — Estomago — HE

Células isoladas (=) e agrupadas em blocos (») ou corddes (P que infiltram a parede
gastrica. Caso 57 — Difuso — 400x

O quadro 26 mostra a expressdo do componente difuso do carcinoma misto. No
estomago, este componente tem aspecto semelhante aos carcinomas difusos puros, infiltrando
através de células isoladas e ndo ¢é possivel avaliar sua tendéncia a agregagdo celular
migratdria, pois poder-se-ia estar avaliando o componente intestinal do mesmo, que por
definicdo tem essa caracteristica. Os achados mais interessantes sao nos linfonodos, onde
todos os casos apresentaram cé¢lulas agrupadas e em apenas um desles estavam presentes

células isoladas.
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Quadro 26 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao celular nos carcinomas
gastricos mistos (componente difiso) primarios e metastases linfonodais

Carcinoma misto — Componente difuso (de células isoladas)
Imunoexpressao Migracdo
Caso | Estdbmago \ Linfonodos Estdmago Linfonodos
Escores* Céls. isoladas | Céls. agrupadas | Céls. isoladas | Céls. agrupadas
13 0 0 + ? - +
14 1 0 + ? - +
15 1 2 + ? - +
16 1 2 + ? - +
17 1 2 + ? - +
18 1 2 + ? + +
19 1 3 + ? - +
20 2 3 + ? - +

* Jawhari et al. (1997a); ? Nao avaliado, pois pode representar o componente intestinal do tumor misto

A andlise comparativa com o carcinoma difuso “puro” revelou que, nos dois tipos

de tumores, o padrdo metastatico constante foi o de células agrupadas (92% nos difusos;

100% no componente difuso dos mistos). A principal diferenca entre ambos ¢ a freqiiente

presenga de células isoladas nas metastases dos carcinomas difusos (8/12 = 67%) e sua

escassez nos implantes linfonodais do carcinoma misto (1/8 = 13%; p = 0,0281; figura 24).

No. de casos

Células isoladas
nos linfonodos
] Presentes

1 Ausentes

T
Difuso (puro)

T
Misto

Tumores de células isoladas

Figura 24 — Tumores de células isoladas e padrdo de migragdo metastatico linfonodal
Correlagdo entre o tipo difuso puro e a presenca de células isoladas nas metastases
linfonodais; difuso: 8/12; misto: 1/8. *Teste exato de Fisher: p = 0,0281

As figuras 25 e 26 mostram aspectos microscopicos do perfil de migragdo dos

carcinomas de células isoladas nos tumores primarios e metastases em linfonodos



Figura 2

A- Estdmago: células isoladas (=) predominam sobre células agrupadas (P)

B- Linfonodo: células isoladas ao centro (*). Predominio de coortes, em torno ().
Caso 2 — Difuso — 400x

A- Estdmago: componente difuso (células isoladas =) e componente intestinal (células agrupadas »)
B- Linfonodo: ndo se encontram células isoladas, apenas agrupadas (P).
Caso 17 — Misto — 400x
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Essa significativa diferenga levanta questdo sobre qual (ou quais) dos dois
componentes dos carcinomas mistos primarios metastiza.

No quadro 27, pode-se observar que os carcinomas intestinais primarios
apresentam células agrupadas em todos os casos, o que estd de acordo com a propria defini¢cao
dos mesmos. A presenga de raros elementos celulares ndo foi considerada, por ser irrelevante
no conjunto de células avaliadas ou poder representar artefato do corte histoldgico. Nos
linfonodos, a disposicao em células agrupadas era esperada, assim como a raridade de células

isoladas (80% dos casos sdo negativos ou com raras células isoladas).

Quadro 27 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migracdo celular nos
carcinomas gastricos intestinais primarios e metastases linfonodais

Carcinoma intestinal
Imunoexpressao Migracao
Caso | Estdmago | Linfonodos Estomago Linfonodos
Escoresl Céls. isoladas | Céls. agrupadas | Céls. isoladas | Céls. agrupadas
21 0 2 - + + +2
22 2 2 Raras + Raras +
23 2 2 Raras + - +
24 2 2 - + Raras +
25 2 2 - + + +
26 2 2 Raras + Raras +
27 2 3 Raras + - +
28 3 2 - + - +
29 3 3 Raras + - +
30 3 3 - + - +

! Jawhari et al. (1997a); ? Predominio

A avaliacdo do perfil de migragdo dos carcinomas misfos primarios em seu
componente intestinal, apresentado no quadro 28, ¢ bastante similar ao descrito para os
tumores intestinais “puros”, com células agrupadas em 100% dos casos, por defini¢do. A
semelhan¢a nas metéstases, nessa amostra, entre carcinomas mistos € intestinais, com c¢lulas
agrupadas em todos os casos de ambos os histotipos, enquanto células isoladas estdo presentes
em apenas um caso (13%) dos tumores mistos € em somente dois casos (20%) dos carcinomas
intestinais metastaticos, sugere que o componente intestinal parece ser o que metastiza,
observagao apoiada pela singularidade do componente difuso dos tumores mistos, que se

revela distinto de todos os outros tipos histoldgicos.
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Quadro 28 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao celular nos carcinomas
gastricos mistos (componente infestinal) primarios e metastases linfonodais

Carcinoma misto — Componente intestinal (glandular)
Imunoexpressdo Migracao
Caso | Estdbmago \ Linfonodos Estdmago Linfonodos
Escores* Céls. isoladas | Céls. agrupadas | Céls. isoladas | Céls. agrupadas
13 0 0 ? + - +
14 2 0 ? + - +
15 2 2 ? + - +
16 2 2 ? + - +
17 2 2 ? + - +
18 2 2 ? + + +
19 2 3 ? + - +
20 3 3 ? + - +

* Jawhari et al. (1997a); ? Nao avaliado, pois pode representar o componente difiuso do tumor misto

O quadro 29 resume os aspectos quantitativos dos quadros 25 a 28 no que diz
respeito aos padrdes de migracdo celular nos tumores primarios e metastaticos de todos os
tipos histologicos analisados.

Uma andlise total desta amostra de 30 casos leva as seguintes consideragdes. No
estdmago, células agrupadas foram observadas nos trés tipos de carcinoma, representando o
achado mais interessante a presenca dessas coortes em tumores difusos puros primarios. Nos
linfonodos, foi observada grande freqiiéncia de migracdo em blocos, que incluiu o total de
casos de tumores intestinais e misfos ¢ todos exceto um caso de carcinoma difuso (29/30 =

97%).

Quadro 29 — Padrdes de migragao celular nos carcinomas gastricos

Migracio
Tipo histologico Estomago Linfonodos
Céls. isoladas | Céls. agrupadas | Céls. isoladas | Céls. agrupadas
Difuso 12 10" 8" 11
Misto: comp. difuso 8 ? 1 2
comp. intestinal ? 8
Intestinal 0 10 2 10

" 10/12; ¥ 8/12; ? Nio avaliado, pois pode representar o componente complementar

Outra observagdo interessante ¢ a diferenca no padrao de migracdo dos
carcinomas difusos em relacdo aos demais tipos. Nos tumores difusos € freqiiente a presenca
de células isoladas (associadas as coortes) colonizando os seios linfonodais (8/12 = 67%),
enquanto nos carcinomas intestinais e mistos a presenca de células isoladas ¢ muito menos
freqliente ou existem raras células presentes (2/10 = 20% e 1/8 = 13%, respectivamente)

diferenca bastante significativa (p = 0,0086).
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4.8 Caderina-E e padroes de migracao celular

4.8.1 Estomago

A tabela 10 mostra um aspecto bastante interessante em relacdo aos carcinomas
difusos: a semelhanca no tipo de expressdo de Caderina-E (escores) nos dois padrdes de
migracao. Este achado sugere um tipo celular Unico, que infiltra com dois arranjos
arquiteturais diferentes, isoladas ou em grupos. Em ambos, houve predominio da expressao
membranar (70% dos casos, nas coortes € 67% nas células isoladas) o que indica a
importancia deste tipo de expressdo da Caderina-E, na invasdo dos carcinomas gastricos

difusos, neste estagio de comprometimento da parede géstrica.

Tabela 10 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao
celular no cancer gastrico primdrio do tipo difuso

= " T
Padriio de migracio EXI())ressao delCaderlnz-E - Esc03res Total®
Células isoladas 2 2 7 1 12
Células agrupadas 2 1 6 1 10
Total 4 3 13 2 22

" Jawhari e al. (1997a); * Total de tumores com cada tipo especifico de padrio.
Assim, dos 12 casos difusos, todos apresentam células isoladas, 10 dos quais também
mostram células agrupadas.

Nos carcinomas mistos, os escores de Caderina-E foram bastante diferentes, nos
dois padrdes de migracdo (tabela 11). A expressdo citoplasmadtica (escore = 1) predominou
sobremaneira entre as células isoladas (6/8 = 75%). Nas coortes, o escore preponderante foi o
membranar puro (6/8 = 75%). A comparagdo das duas tabelas evidencia mais uma vez a
grande diferenca no perfil imunohistoquimico e nos padrdes de migragao entre os carcinomas

gastricos difusos e mistos.

Tabela 11 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao
celular no cincer géstrico primério do tipo misto’

= . 3
Padriio de migracio EXI())ressao delCaderlnz-E - Esc031'es Total®
Células isoladas 1 6 1 0 8
Células agrupadas 1 0 1 6 8
Total 2 6 2 6 16

"' Utilizou-se o componente difuso para o padrio de migracio de células isoladas e o
componente intestinal para o padrio de células agrupadas; > Jawhari et al. (1997a);
Refere-se ao total de cada componente, ndo ao nimero de tumores mistos
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A avaliag¢do da expressdao normal e anormal de Caderina-E nos carcinomas mistos
primarios e sua relagdo com cada padrao de migragdo celular mostrou associagdo muito
significativa (normal e células agrupadas = 75%; anormal e células isoladas = 100%). Da
mesma forma, ao se comparar a presenga (escores 3 € 2) com a auséncia (escores 0 e 1) de
expressdo membranar, verifica-se que 7/8 (87%) dos casos que apresentam expressao
membranar estdo associados ao padrdo de células agrupadas e apenas 13% (1/8) com as
células isoladas, ocorrendo o oposto com a auséncia de expressdo membranar (13% =

agrupadas; 87% = isoladas; p = 0,0101; tabela 11 e figuras 27 e 28).

Migracao celular
87 1 C¢ls. isoladas

Céls. agrupadas

No. de casos
"

T T
Presente Ausente
Expressao de Caderina-E membranar

Figura 27 — Expressdo de Caderina-E e padrdes de migracao celular no cancer gastrico
primario do tipo misto

Associacdo significativa entre migragdo de células agrupadas (coortes) e expressdo
membranar de Caderina-E e entre migracdo de células isoladas e auséncia de expressio
membranar. *Teste exato de Fisher: p =0,0101

O corte histoloégico da figura 28 mostra claramente essa associagdo, nos
carcinomas mistos primarios, entre expressao membranar de Caderina-E e o padrdo de
migracdo por coortes (componente intestinal) assim como a correlagdo entre auséncia de
expressdo membranar (em geral expressdo citoplasmatica exclusiva: escore = 1) e o

componente difuso destes tumores.
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Figura

g0
Componente difuso, com padrio de migracdo em células isoladas, apresentando
marcagdo citoplasmatica sem marcacdo membranar (= ). O componente intestinal
mostra padrdo de migracdo em células agrupadas formando corddes, blocos ou esbogos
glandulares que apresentam Caderina-E citoplasmatica e membranar (». Comparar com
a figura 26A. Caso 17 — Misto — 400x

Nos carcinomas primarios do tipo intestinal (tabela 12), praticamente ndo ocorreu

o padrio de migracdo em células isoladas. Casos com raras células foram considerados

negativos, pelos motivos ja expostos. O padrao em células agrupadas estd presente em todos

os casos, por definicdo, sendo a imensa maioria (9/10 = 90%) associada a expressdo

membranar (escores 3 e 2).

Tabela 12 — Expressao de Caderina-E e padroes de migragao
celular no cancer gastrico primario do tipo intestinal

Expressio de Caderina-E — Escores'

Padrao de migragdo 0 I > 3 Total

Células isoladas” 0 0 0 0 0

Células agrupadas 1 0 6 3 10
Total 1 0 6 3 10

! Jawhari et al. (1997a); > Foram considerados negativos os casos com auséncia/

raras células isoladas

No conjunto dos casos, independente do tipo especifico, ocorreu associacio entre

padrdo de células isoladas e auséncia de expressdo membranar (11/20 = 55%) e padrao de

células agrupadas e expressio membranar (23/28 = 82%; p = 0,0123; tabelas 10 a 12). A

figura seguinte ilustra bem essa associagdo, em carcinoma difuso primario.
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Figura 29 — Caderina-E e padrdes de migragdo celular: carcinoma dlfuso Estomago
Células isoladas em geral com marcagdo citoplasmatica ou nula, sem expressao
membranar (—). Padrio de células agrupadas formando fileiras e blocos celulares
(coortes) com marcagdo membranar (»). Comparar com a figura 23. Caso 57 — Difuso —
400x

4.8.2 Linfonodos

Conforme mostrado na tabela 13, o padrao de migracdo em células agrupadas
predominou nas metastases, em todos os tipos histologicos de cancer gastrico. A expressao
membranar, associada ou ndo a citoplasmatica (escores 2 e 3) foi preponderante neste padrao,
nos trés tipos de tumores: mistos: 6/8 = 75%; difusos: 10/11 = 91%; intestinais: 10/10 = 100%
(total: 26/29 = 90%). No padrao de células isoladas também predominou a marcagdo
membranar (10/11 = 91%), a maioria dos casos (7/10) no grupo dos carcinomas difusos. Estes
dados enfatizam a importancia da expressdo membranar de Caderina-E nas metastases,

independente do padrao de migragdo e do tipo histoldgico.

Tabela 13 — Expressao de Caderina-E e padrdes de migragao celular
no cancer gastrico metastatico (linfonodos) por tipo histolégico

Padroes de migracao celular
Tipo histolégico C¢élulas isoladas Céllulas agrupadas Total®
Escores
0-1 2-3 0-1 2-3

Difuso 1 7 1 10 19
Misto 0 1 2 6 9
Intestinal 0 2 0 10 12

Total 1 10 3 26 40

" Jawhari et al. (1997a); * Inclui casos com duplo padrio de migragio
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Na figura seguinte, ¢ marcante a expressao membranar ¢ citoplasmatica de
Caderina-E em células tumorais agrupadas que infiltram o linfonodo, em um caso de
carcinoma misto. Nota-se a auséncia de células isoladas no corte histologico representado,

aspecto constante deste histotipo e dos carcinomas intestinais, nos implantes metastaticos.

- d e
Figura 30 — Caderina-E e padrdes de migracdo celular: carcinoma misto — Linfonodos
Linfonodo com padro de migragdo exclusivo em células agrupadas, com forte marcacio

membranar e citoplasmatica (escore 2) de Caderina-E, observando-se blocos de células

neoplasicas ocupando macigamente os seios linfonodais. Comparar com a figura 26B.
Caso 17 — Misto — 400x

e

4.9 COX-2 e Caderina-E e tipos histologicos — 97 casos

A etapa final deste estudo consistiu em avaliar a expressdo simultanea de COX-2

e Caderina-E, em todos os tipos histologicos de cancer gastrico primdrio, cuja distribui¢ao

esta mostrada nos quadros 30 e 31.

Quadro 30 — Expressao baixa ou nula de COX-2 e Caderina-E (escores)
no cancer gastrico por tipos histoldogicos — Estdmago

COX-2<6
Caderina-E Tipos histologicos
Escores*® Misto
Intestinal Difuso int dif | Nao-classif.
0 3 6 1 0 1
1 0 2 0 4 0
2 12 3 3 2 1
3 7 4 2 0 1

* Jawhari et al. (1997a)
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Quadro 31 — Expressao alta de COX-2 e Caderina-E (escores)
no cancer gastrico por tipos histologicos — Estdmago

COX-2>6
Caderina-E Tipos histologicos
Escores* Misto
Intestinal Difuso int dif | Nao-classif.
0 1 2 0 3 0
1 0 1 1 7 1
2 12 12 8 0 2
3 5 4 1 0 1

* Jawhari et al. (1997a)
A comparagdo normal e anormal ndo mostrou correlagdo entre a expressdao de

COX-2 e de Caderina-E (tabela 14).

Tabela 14 — Expressdao de COX-2 e Caderina-E no cancer gastrico
(intestinal, difuso, ndo-classificado) — Estdmago

. COX-2
Caderina-E | 5 iva(<6) Alta(>6)  Total
Normal 12 10 22
Anormal 28 31 59
Total 40 41 81

No entanto, a tabela 15, que sintetiza os quadros 30 e 31, permite comparar a

expressao membranar € a auséncia desta com a expressao alta e baixa de COX-2.

Tabela 15 — Expressao de COX-2 e Caderina-E (escores) no cancer
gastrico (intestinal, difuso, ndo-classificado) — Estdmago

Tipos histologicos
Caderina-E Intestinal Difuso Ndo-classificado Total
Escores* COX-2
<6 >6 <6 >6 <6 >6
0-1 3 1 8 3 1 1 17
2-3 19 17 7 16 2 3 64
Total 22 18 15 19 3 4 81

* Jawhari et al. (1997a)

No conjunto dos trés tipos de tumores, 36/41 casos (88%) com alta expressdao de
COX-2 mostraram Caderina-E membranar, mas apenas 36/64 (56%) dos casos com expressao
membranar apresentavam COX-2 de alta expressao, associagdo marginalmente significativa
(p = 0,0600, Teste exato de Fisher) as custas dos tumores difusos mas nao dos outros
histotipos.

Nos carcinomas difusos, 16 dos 19 casos (84%) com alta expressao de COX-2

apresentaram expressdo membranar de Caderina-E, enquanto 16/23 casos (70%) com
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expressdo membranar ocorreram em associagdo com alta expressao de COX-2. Isso
representa correlagdo entre alta expressao de COX-2 e expressao membranar de Caderina-E

nos carcinomas difusos (p = 0,0301; figura 31).

20 Caderina-E membranar

1 Presente
1 Ausente

16+

12+

No. de casos

COX-2

Figura 31 — Correlagdo entre expressdo de COX-2 e de Caderina-E no cancer gastrico do tipo
difuso primario.

Associacdo entre COX-2 de alta expressao e presencga de expressdo membranar de Caderina-E.
*Teste exato de Fisher: p = 0,0301.

Nos carcinomas intestinais e ndo-classificados, nao ocorreu nenhuma associa¢ao
na expressdo das duas proteinas. A analise do carcinoma misfo mostrou um perfil oposto dos
dois componentes. No componente intestinal, 90% dos casos com alta expressdo de COX-2
ocorreu com expressdo membranar associada e 9/14 (64%) dos casos com expressao
membranar também apresentaram alta expressdo de COX-2. No componente difuso, 100%
dos casos com expressdo de COX-2 >6 ocorreram na auséncia de expressdo membranar, que
se associou a alta expressdo da enzima em 71% (10/14) de seus casos (quadro 32). Essas
tendéncias nos dois componentes dos tumores mistos, contudo, ndo tiveram significado

estatistico.

Quadro 32 — Expressao de COX-2 e Caderina-E (escores)
no cancer gastrico do tipo misto — Estbmago

Carcinomas mistos: componentes
Caderina-E intestinal ‘ difuso
Escores* COX-2
<6 >6 <6 >6
0-1 1 1 4 10
2-3 5 9 2 0

* Jawhari et al. (1997a)
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4.10 COX-2 e Caderina-E: estomago e linfonodos — 36 casos

Na amostra menor, de 36 casos, foi mantido, no estdbmago, o padrdo
imunohistoquimico geral ja observado na amostra maior de tumores primarios. Nos
linfonodos, a distribuicdo dos casos tendo em vista a expressdo de COX-2 e Caderina-E teve
um perfil geral assemelhado ao observado no estomago. O quadro abaixo mostra a
distribuicao da expressao das duas proteinas no conjunto de tumores intestinais, difusos e

ndo-classificados.

Quadro 33 — Expressao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao mem-
branar) no cancer géstrico primario e metastatico (intestinal, difuso, ndo-classificado)

Estomago™ \ Linfonodos
Caderina-E COX-2
<6 =26 <6 =>6
Membranar 8 13 8 17
Auséncia de expressdo membranar | 6 1 1

*p =0,0768

A associagdo membranar e alta expressao, que havia sido significativa na amostra
maior de carcinomas difusos primarios (34 casos: p = 0,0301), foi nesta menor amostra, de
significancia marginal (12 casos: p = 0,0606). A imunomarcacao nos linfonodos ndo mostrou

nenhuma associacao entre a expressdao de COX-2 e Caderina-E (quadro 34).

Quadro 34 — Expressdao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de
expressdo membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (difuso)

Estomago* | Linfonodos
Caderina-E COX-2
<6 >6 <6 >6
Membranar 2 6* 2 8
Auséncia de expressdo membranar | 4 0 0 2

*p=0,0606

Assim como na amostra maior, nenhuma associa¢do foi observada entre
imunomarca¢do de COX-2 e Caderina-E, nos carcinomas infestinais primarios neste grupo de
36 casos. A comparagdo entre tumores primarios e metastaticos, normal ¢ anormal, ou
membranar ¢ auséncia de expressdo membranar, ndao revelou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa. O quadro 35 mostra a distribui¢do destes casos nesta menor

amostragem.
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Quadro 35 — Expressdao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao
membranar) no cancer gastrico primario e metastatico (intestinal)

Estomago* | Linfonodos*
Caderina-E COX-2
<6 >6 <6 >6
Membranar 4 5 4 6
Auséncia de expressao membranar | 1 0 0 0

* Auséncia de correlagdo

Em relacdo aos carcinomas mistos (quadro 36), ndo houve também correlagdes
significativas entre o grau de expressao de COX-2 e o tipo de marcacdo da Caderina-E na
amostra menor de tumores primarios. Nos carcinomas mistos metastaticos, o maior nimero de
casos com alta expressao de COX-2 e expressao membranar de Caderina-E nao traduz uma

diferenca estatistica.

Quadro 36 — Expressdao de COX-2 e Caderina-E (membranar/auséncia de expressao
membranar) no cancer gastrico primdrio e metastatico (misto)

Misto’
Estomago .
Caderina-E intestinal” | difuso” Linfonodos
COX-2
<6 =26 <6 =26 <6 =6
Membranar 3 4 1 0 1
Auséncia de expressdo membranar | 1 0 3 4 1 1

" Auséncia de correlagdo; > Componentes do tumor misto primario

Assim, o resultado mais importante foi obtido com a amostra maior de 97 casos
de tumores primarios, a associagdo entre alta expressao de COX-2 e expressdo membranar de
Caderina-E nos carcinomas difisos. E oportuno o estudo de uma maior casuistica de tumores
metastaticos de todos os tipos histologicos, em continuacao a este estudo.

As figuras seguintes ilustram a expressdo de COX-2 e Caderina-E em cortes
histologicos adjacentes de uma mesma amostra, com destaque para a maior expressiao de
COX-2 em c¢lulas do émbolo tumoral, nas quais também ha marcagdo membranar de
Caderina-E, que também estd presente nas células malignas perivasculares. Outros aspectos
interessantes mostrados nestas fotomicrografias, como a existéncia de dois clones tumorais no
mesmo caso ¢ os padrdes de invasdo (migragdo) tumoral em células isoladas ou agrupadas

serdo abordados durante a discussao.



Figura 32 — COX-2 — Estdbmago — Imunomarcacio e clones celulares
Alta expressdao de COX-2 nas células cancerosas intravasculares (clone de células
menores — cl) e baixa expressdo nas células perivasculares (*). Observar que o muco das
células em anel de sinete intravasculares (c2) ndo se cora. Caso 12 — Difuso — 400x

o d ~\‘ i i : ", N %2
Figura 33 — Caderina-E — Estdmago — Imunomarcacido e clones celulares
Presenca de células isoladas (=), agrupadas () e émbolo tumoral com dois clones
celulares (cl1, células menores, nicleos centrais; ¢2, células em anel de sinete) Expressdo
membranar de Caderina-E em células perivasculares ¢ no émbolo tumoral (c1). Caso 12 —
Difuso — 400x

100
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5 DISCUSSAO

5.1 COX-2

Em nossa casuistica houve expressdo de COX-2 em 87 dos 97 casos (90%),
semelhante aos indices elevados de outros autores (LIM et al., 2000; BUSKENS et al., 2003;
DICKEN et al., 2006). No entanto, na pesquisa bibliografica aqui realizada, observou-se
grande diferenca na freqiiéncia da expressdao de COX-2, que variou de 43% (SAUKONNEN
et al, 2001) a 100% (LIM et al., 2000). A maioria dos relatos ficou compreendida no
intervalo entre 60 ¢ 80% de positividade (RAINAKOVA et al., 2001; LEE et al., 2001; JOO
et al., 2002; KAWABE et al., 2002; VAN REES et al., 2002; SUN et al., 2005).

Quais os motivos de tamanha discrepancia na freqiiéncia da expressao de COX-2
relatada por diversos observadores? Entre as possibilidades de explicagdo dessas diferencas
existem duas vertentes importantes. Uma delas € a amostra em si, que pode ter caracteristicas
gerais diversas, ambientais ou genotipicas, ligadas a fatores geograficos ou culturais, ou a
diferentes cepas de H. pylori, entre outros. Mais especificamente, a utiliza¢do regular ou nao
de antiinflamatérios ndo-esteroidais ou outros inibidores das ciclooxigenases pelos pacientes
pode alterar o perfil de expressdo da enzima em determinadas amostras. Outro ponto
importante ¢ que nos diversos relatos ndo hd uma sistematizagdo na escolha das secc¢des
histologicas do tumor a serem examinadas, por exemplo, sobre a exclusdo ou ndo de
processos inflamatérios acentuados, erosdes ou ulceragdes, proximos a neoplasia, cuja
presenca tende a elevar o nivel da expressdo de COX-2 no microambiente tumoral.

Outra provavel explicacdo para essas diferengas de expressdo enzimatica diz
respeito as questdes técnicas e metodologicas. Desde o tempo de fixagdo maior ou menor do
material, passando por detalhes nos procedimentos realizados, até a utilizagao pelos diversos
investigadores de anticorpos monoclonais ou policlonais, de fabricantes diferentes, com
diversos graus de sensibilidade e especificidade. Outro aspecto relevante sdo os critérios de
avaliacdo da expressdo imunohistoquimica. Em diversos relatos, apenas a extensdo
(percentagem de células coradas) ¢ avaliada e ndo ¢ considerada a intensidade da coloragdo
nas células (KAWABE et al., 2002; YAMAGATA et al., 2002; YU et al., 2003; JANG, 2004;
YU et al., 2005; ZHANG et al., 2005; DICKEN et al., 2006).

Outros autores avaliam intensidade e extensdo em conjunto, em uma s gradacao
(SUNG et al., 2000; BUSKENS et al., 2003; YU et al., 2004; LIU et al., 2005). Em muitos
outros estudos, inclusive neste, sdo aplicados escores separados para intensidade e extensao,

obtendo-se escore final em geral por multiplicagdo (as vezes soma) dos escores obtidos (LIM
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et al., 2000; SAUKONNEN et al.,, 2001; JOO et al., 2002; van REES et al., 2002; SUN et al.,
2005). Conforme mostrado na metodologia, foram utilizadas neste estudo as categorias de
intensidade e extensdo estabelecidas por Rajnakova et al. (2001), com a diferenca que nosso
escore final ¢ o resultado do produto ao invés da soma dos escores parciais.

O critério intensidade apresenta, em geral, maior uniformidade entre os autores,
prevalecendo os graus negativo, discreto, moderado e acentuado. Na extensdo, contudo,
ocorre grande variacdo no percentual de células marcadas em cada grau, alguns de dificil
reprodutibilidade. Por isso, escolheu-se neste trabalho percentuais de 25% em cada grau de
extensdo, que facilita a observagao.

Nos relatos que levaram em conta apenas a extensdo, o “ponto de corte” entre
casos considerados positivos e negativos para COX-2 variou de 10 a 50% de células
marcadas, (KAWABE et al, 2002; YU et al., 2004; YU et al, 2005). Alguns autores
consideram alta expressdo positividade acima de 5% de células marcadas (LEE et al., 2001;
LEUNG et al., 2003), que pode ser avaliado como “ponto de corte” excessivamente baixo.

Quando sao utilizados escores multiplicados, o “ponto de corte” entre baixa e alta
expressdo também varia muito, desde um ter¢o do escore méximo final até dois ter¢os do
mesmo (LIM et al., 2000; SAUKONNEN et al., 2001; SUN et al., 2005). Neste estudo, com
escores de 0 a 12, optou-se pelo “ponto de corte” a partir da mediana (expressao baixa: < 6;
expressdo alta: >6). Assim, cada autor apresenta justificativas para escolha de seus critérios.
Por conta dessa grande variabilidade, torna-se dificil comparar graus de marcagdo
imunohistoquimica a partir de critérios diferentes, sem esquecer que a propria intensidade de
coloragdo transporta em sua esséncia dose razodvel de subjetividade, o que ressalta a
importincia de avaliacdo independente inter-observadores, sem informes clinicos, que nao ¢
realizada em todos os estudos.

Apesar das diferencas nos detalhes, o0 método de escores por multiplicagdo tem
mostrado resultados aproximados, bastante razoaveis, quando traduzidos para alta e baixa
expressdo de COX-2. Em nossa casuistica foi encontrada expressdo elevada de COX-2 em
53% dos casos (51/97), achado semelhante ao de SUN et al. (2005) em amostra de tamanho
idéntico (55%; 53/96 casos), cujo “ponto de corte” utilizado, como em nosso estudo, foi a
mediana. Outros relatos, com escores assemelhados, mostraram COX-2 de alta expressao em
61 e 62% dos casos (JOO et al., 2002; VAN REES et al., 2002), bastante proximos aos dados
por nos apresentados. Essa convergéncia de resultados a partir de escores baseados em
principios semelhantes reforca a necessidade da padronizagdo de escores, em grupo de

trabalho especifico para tal fim, que poderia em muito contribuir para comparacao efetiva dos
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resultados, entre pesquisadores de varios paises. E interessante que Yasuda et al. (2005) ao
utilizarem escores determinados anteriormente por Buskens et al. (2003) tenham encontrado
35% de casos com alta expressdo de COX-2, achado proximo dos 41% observados no relato
original de Buskens et al. (2003).

Neste estudo, a positividade da expressao de COX-2 nos carcinomas primarios foi
freqiiente em todos os tipos histologicos, que apresentaram alta expressao em cerca da metade
dos casos, sem diferencas significativas entre os tipos, no que estd de acordo com outros
relatos (LIM et al., 2000; SUNG et al., 2000; YU et al., 2003; ZHANG et al., 2005). Outros
autores, entretanto, encontraram maior freqii€ncia de casos positivos (JOO et al, 2002;
YAMAGATA et al., 2002; LIU et al., 2005) ou de alta expressao de COX-2 (SAUKONNEN
et al., 2001; JANG, 2004; LIU et al., 2005) entre carcinomas infestinais do que em tumores
difusos, com diferenca significativa.

Nao foi encontrada, em nossa casuistica, associacao entre expressao alta ou baixa
de COX-2 e os gé€neros masculino ou feminino, nem relagdo dessa expressao com a faixa
etaria dos pacientes (idade < 50 anos e idade > 50 anos). Essa auséncia de associagdo esta de
acordo com o levantamento bibliografico realizado. Deve-se ressaltar que o “ponto de corte”
nem sempre ¢ explicitado ou varia de um autor a outro, tendo oscilado, nos artigos
consultados, entre 50 anos (YU et al., 2003) até 60 anos (SHI et al., 2003; SUN et al., 2005;
JOO et al., 2006).

A localizagao da neoplasia no estdmago também apresentou critérios variados nas
publicagdes pesquisadas, predominando a distribuicdo dos tumores em trés regides, cardia,
corpo ¢ antro (LEE et al., 2001; SHI et al., 2003; YU et al., 2003; SUN et al., 2005) ou
simplesmente tercos superior, médio e inferior (ZHANG et al., 2005). No entanto, alguns
autores preferem comparar duas regides entre si, por vezes utilizando terminologia diversa
para descrever o mesmo aspecto, como cardia e antro/corpo (KAWABE et al., 2002), cardia e
nao-cardia (JOO et al., 2002), proximal e distal (LEUNG et al., 2003) ou ainda piloro e outras
regides (YASUDA et al., 2005). Parece-nos mais adequada a divisdo topografica, baseada em
critério histologico, em trés regides, cardia — corpo/fundo — antro, que reflete melhor a
patogénese especifica do cancer gastrico em cada um destes trés sitios. Em nossos casos ¢ em
todos os relatos citados, independente do critério de escolha das regides do estdmago, nao
houve predominio significativo de COX-2 de alta expressdo em nenhuma das localizagdes
consideradas.

O “ponto de corte” para a dimensao tumoral, ou seja, a medida do maior didmetro

do tumor a macroscopia ¢ universalmente 5 cm. Nao foi observada correlagcdo entre tumores
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com 5 cm ou maiores e alta expressdo de COX-2 ou o inverso, tumores menores ¢ baixa
expressao da enzima, em nossos dados, nem na maioria dos artigos consultados (LIM et al.,
2000; LI et al., 2003; YU et al, 2003; JOO et al, 2006). No entanto alguns autores
encontraram maior expressao de COX-2 em tumores com mais de 5 cm quando comparados
com tumores menores ¢ a diferenca foi estatisticamente significativa (RAINAKOVA et al.,
2001; PEREIRA, 2004).

Nossos dados ndo revelaram nenhuma diferenca importante na expressdo de
COX-2 em tumores invasivos de vasos linfaticos e venosos, em relacdo aos casos em que nao
se demonstrou invasdo vascular, achados consistentes com o de outros autores (LIM et al.,
2000; KAWABE et al., 2002), apesar de que, no que diz respeito a invasao venosa, Yu ef al.
(2005) relataram que tumores com alta expressdo de COX-2 apresentam mais invasao venosa
do que tumores com baixa expressao (p < 0,05).

Quanto a invasdo local, em geral compara-se o cancer gastrico inicial, restrito a
mucosa ¢ submucosa (T1), com os demais estagios de invasdo local (T2 a T4), baseado nos
sistemas de TNM da Unido Internacional Contra o Cancer — UICC (SOBIN; WITTEKIND,
2002) e da Organizagdo Mundial de Saude (FENOGLIO-PREISER et al., 2000). Em nossa
casuistica, ndo foi observada diferenca entre grau de expressio de COX-2 e grau de
estadiamento local, o que esta de acordo com outros autores (KAWABE et al., 2002; SHI et
al., 2003; BUSKENS et al, 2003; YU et al., 2005). Entretanto, para outros estudiosos do
assunto, existe correlacao entre COX-2 de alta expressao e estagios de invasdo local avangada
(T2 a T4) bem como entre COX-2 de baixa expressao e invasdo local inicial (T1)
(RAINAKOVA et al., 2001; LEE et al., 2001; YASUDA et al., 2005; DICKEN et al., 2006).

Resultados dispares também ocorrem quando se compara a positividade/
negatividade ou alta/baixa expressdo de COX-2 com a presenga ou auséncia de metdstases
linfonodais (NO e N1-N3, TNM) encontradas por autores diversos. Nos estudos conduzidos
por Shi et al. (2003), Yu et al. (2005) e Dicken et al. (2006) houve associacdo significativa
entre positividade para COX-2 e presen¢a de metéstases nos linfonodos, enquanto outros
autores mostraram correlacdo entre alta expressao de COX-2 e metéstases linfonodais (YU et
al., 2003; LI et al., 2003; SUN et al., 2005; WANG et al., 2005; ZHANG et al., 2005). No
entanto, nenhuma associagao foi encontrada em nossos casos e em diversos outros relatos
(LIM et al., 2000; LEE et al, 2001; KAWABE et al., 2002; BUSKENS et al, 2003;
YASUDA et al., 2005; JOO et al., 20006).

Em sintese, neste estudo ndo foi encontrada nenhuma correlagio estatisticamente

significativa entre nenhum parametro clinico-patologico e expressao alta ou baixa de COX-2
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(quadros 6, 7 ¢ 8, p. 55, 57 e 58). Auséncia de correlagdo com todos os parametros analisados
também foi relatada por outros autores (LIM et al., 2000; KAWABE et al., 2002; BUSKENS
et al., 2003). Estudos sistematizados com padronizacdo de escores e técnicas podem trazer
esclarecimentos sobre resultados tdo divergentes encontrados na literatura cientifica sobre o
assunto. Outra possibilidade ¢ que a complexidade dos sistemas biologicos (WENG;
BHALLA; IYENGAR, 1999), com uma quantidade imensa de moléculas, receptores e vias de
sinalizacdo, interagindo numa rede intrincada de conexdes, superam de muito a nossa ainda
débil abordagem sobre o que ocorre no microambiente celular e suas repercussdes sobre os
outros niveis de organizagdo, o tissular, o organico ¢ o individuo sistemicamente integrado,
com as manifestagdes clinicas decorrentes.

Os resultados deste estudo mostram, de maneira inequivoca, a maior expressao de
COX-2 nos tumores metastaticos em linfonodos, dos tipos intestinal, difuso e misto,
comparados com a menor expressdao dos mesmos tumores no estdmago, principalmente do
tipo difuso (tabelas 2 e 3 e figura 4). Apesar do grande niimero de estudos envolvendo a
relagdo entre a expressdo de COX-2 (alta ou baixa) no tumor primario e as metastases em
linfonodos (presentes ou ausentes), discutidos ha pouco, ndo encontramos relatos que
apresentem a expressdo de COX-2 nos tumores gastricos primarios € nas respectivas
metastases.

Em nossos dados, a positividade da marcagdo imunohistoquimica de COX-2 nos
carcinomas primarios variou de 83 a 94%, nos diversos tipos histologicos, com expressao alta
em cerca da metade dos casos de cada um dos quatro tipos de adenocarcinomas. Além disso,
expressdao alta estava presente em 62% dos tumores em fase inicial (T1) e 53% dos
carcinomas avangados (T2 a T4), o que mostra a presenca e provavel participagdo de COX-2
tanto na transformagdo quanto no crescimento tumoral local, ndo apenas no tipo intestinal,
mas no cancer gastrico em geral. Em apoio a participagdo de COX-2 na génese de outros tipos
de carcinoma gastrico, Tahara, em publicacdo recente, relatou que estudos de metanalise a
partir de dados epidemioldgicos e modelos animais tém revelado que os dois tipos de cancer,
intestinal e difuso, estdo igualmente associados a infec¢do pelo H. pylori (TAHARA, 2004).

O resultado mais importante de COX-2 em nosso estudo foi o grande aumento de
expressdo nas metdstases linfonodais dos carcinomas difusos quando comparados com a
imunomarcag¢do dos respectivos tumores primdrios, achado ndo encontrado na revisdo
bibliografica aqui realizada. A pergunta decorrente ¢ “em que momento deu-se este
incremento, entre a invasdo tumoral na parede gastrica e a colonizacdo definitiva das células

neoplasicas no linfonodo?” Neste estudo nao foi realizada avaliagdao sistematica sobre este
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aspecto, mas a figura 10 (p. 64) oferece uma observacgdo interessante: células que invadem a
parede gastrica até proximo ao vaso apresentam baixa expressao enzimatica, enquanto no
émbolo intravascular observa-se forte marcagdo para COX-2, semelhante a encontrada nos
implantes metastaticos. Como este foi um dado isolado observado, ndo nos permite afirmar se
o aumento de COX-2, presumido por sua maior expressao nas células neoplésicas presentes
na luz vascular, seria a causa desta invasao, ou se essa maior expressao ¢ apenas conseqiiéncia
de efeitos do microambiente vascular sobre células que ja tinham invadido o vaso. Essas
hipoteses devem ser investigadas com maior niimero de casos e secg¢des histologicas maiores,
através de outro desenho de estudo que utilize marcadores imunohistoquimicos para vasos

linfaticos e sanguineos, podendo também ser objeto de modelos experimentais.

5.2 Caderina-E

Neste estudo utilizou-se o sistema de Jawhari, com a observagdo de que, em nossa
casuistica, a grande maioria dos casos de padrdo heterogéneo apresentava marcagdo
simultdnea, heterogénea, nas mesmas células tumorais, de maneira analoga aos achados de
Tanaka et al. (2002), que também adotaram o sistema de Jawhari et al. (1997a).

Jawhari et al. (1997a) desenvolveram uma abrangente abordagem qualitativa que
considera da auséncia a expressao normal de Caderina-E, que tem sido utilizada por diversos
autores (MACHADO et al., 1998; CAI et al.,, 2001; TANAKA et al., 2002; ZHOU et al.,
2002; CHAN et al., 2003; SONG et al., 2004). Neste sistema, a expressao de Caderina-E ¢
dividida em quatro escores: escore = 3, correspondente a expressdo membranar normal e os
demais escores correspondentes a expressdes anormais: escore = 0, expressao nula; escore =
1, expressdo citoplasmatica; escore = 2 = marcagdo heterogénea, com areas normais e outras
anormais cada uma representando acima de 10% do tumor (JAWHARI et al., 1997a).

Expressdo anormal de Caderina-E foi encontrada em 74% de nossos casos,
resultado semelhante ao de Machado et al. (1998), 74%, e aproximado ao de Tanaka et al.
(2002), 69%. Outros autores observaram anormalidade na expressdo de Caderina-E em 24%
(JAWHARI et al., 1997a), 46% (ZHOU et al., 2002) e 57% (CAI et al., 2001) dos casos,
valores bastante inferiores aos citados anteriormente. Como ja discutido, muitas varidveis
influem no resultado final em imunohistoquimica, o que dificulta a comparagdo entre estudos
que envolvem diferentes amostras, submetidas a procedimentos técnicos diversos.
Simplificacdo de escores, sem perda da abrangéncia, tende a minimizar os erros € aumentar a
reprodutibilidade, como realizado por Jawhari et al. (1997a) ao compararem normal e

anormal.
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Uma das principais causas de erro e dificuldade em reproduzir resultados em
imunohistoquimica ¢ a diferenca na intensidade da coloragdo de fundo da reacao. No caso da
classificagdo de Jawhari, um excesso dessa coloragdo tende a acentuar a marcagao
citoplasmatica, o que leva a dois escores falseados: escore 1 ao invés de zero; escore 2 ao
invés de 3. Neste estudo, resolve-se reduzir este tipo de erro, ao se agrupar os escores de
Jawhari em dois grupos distintos:

Grupo I: marcagdo membranar, com ou sem coloracdo citoplasmatica, abrangendo os escores
2 e 3, respectivamente.

Grupo II: auséncia de marcagdo membranar, incluindo os escores 0 (expressdo nula) e 1
(marcagdo citoplasmatica).

Essa abordagem da classificacdo de Jawhari nestes dois grupos ¢ adequada
funcionalmente, pois a expressdao de Caderina-E na membrana sugere alguma agdo adesiva
intercelular da molécula, seja uma ag¢ao normal (escore 3) ou parcial (escore 2). A auséncia de
expressdao (escore 0) ou a expressdo apenas citoplasmatica (escore 1) sao também
funcionalmente semelhantes, pois traduzem, em Ultima instancia, auséncia da molécula na
superficie celular, onde ela ¢ funcional.

A utilizagdo dessa analise diferente, a partir dos escores de Jawhari et al.,
aumentou a semelhanga de resultados inter-observadores em nosso estudo de 64% (Normal e
Anormal, p = 0,0969) para 77% (Membranar% Auséncia de expressdo membranar, p <
0,0001). O mesmo ocorreu ao comparar nossos dados dos tumores mistos com os de Machado
et al. (1998), observando-se grande semelhanga nos resultados, por exemplo, “expressao
membranar” (88% e 83% no componente intestinal e 12% e 11% no componente difuso), que
representa grande correlacdo ndo apenas inter-observadores, mas entre publicacdes diferentes,
a partir de amostras distintas. Tendo em vista estes argumentos, passou-se a avaliar os dados
da expressdo de Caderina-E neste estudo tanto na comparacdo Normal ¢ Anormal quanto
Membranar e Auséncia de expressao membranar.

Em relacdo aos tipos histologicos, hd uma quase unanimidade entre autores
quanto ao maior nimero de casos com auséncia e/ou redu¢do da expressdo de Caderina-E no
histotipo difuso em relagdo ao intestinal. Nos carcinomas intestinais a varia¢do da freqiiéncia
anormal foi de 15 a 75% (média 55%) e nos tumores difusos ficou entre 63% e 100%, com
freqliéncia média de 86% (BLOK ef al., 1999; JOO et al, 2001; CHEN et al., 2003; WU et
al., 2005b; GUZMAN et al., 2006; SILVA et al., 2006). Em apenas um dos artigos obtidos, a
perda da expressio de Caderina-E foi semelhante (75%) nos dois tipos de tumores

(RAMESH; NASH; MCCULLOCH, 1999).
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Neste estudo, observou-se expressdo anormal de Caderina-E em 76% dos
carcinomas difusos € 70% dos tumores intestinais. Essa freqiiéncia variou entre 54 e 93% para
os difusos e de 13 a 63% nos carcinomas do tipo infestinal entre autores que também
utilizaram o sistema de Jawhari (JAWHARI et al., 1997a; MACHADO et al., 1998;
TANAKA et al., 2002; ZHOU et al., 2002; SONG et al., 2004). Em nossos casos, observou-
se correlacdo entre expressao membranar de Caderina-E (com ou sem expressao
citoplasmatica associada) e o histotipo intestinal (90% intestinal e 68% dos carcinomas
difusos/ndo-classificados; p = 0,0274).

Este resultado estd de acordo com a tendéncia geral de associar Caderina-E
membranar com o tipo infestinal, apesar da maioria dos relatos se referir apenas a expressao
nas membranas, sem explicitar se ocorre ou ndo marcagdo citoplasmatica associada (BLOK et
al., 1999; JOO et al., 2001; CHEN et al., 2003; WU et al., 2005b). Ao analisar os dados de
Tanaka et al. (2002) observa-se, como em nosso estudo, maior expressdo de Caderina-E
membranar (escores 2 e 3) no carcinoma infestinal (62%), o dobro da freqiiéncia observada
nos tumores difusos (30%).

Outra associacdo ocorreu em nossos dados, entre auséncia de expressdo
membranar (expressdo nula ou citoplasmatica exclusiva: escores 0 e 1) e o carcinoma difuso
(difuso: 11/34 = 32%; intestinal: 4/40 = 10%; ndo-classificados: 2/7 = 29%:; difusos e outros
histotipos: p = 0,0516), resultado marginalmente significativo, que também esta de acordo
com 0 consenso de associar auséncia ou diminui¢do da expressao de Caderina-E (membranar)
e o tipo difuso nos carcinomas gastricos primarios, embora, novamente, os relatos nao
avaliam a marca¢ao ou ndo, citoplasmatica, nos casos estudados (BLOK et al., 1999; JOO et
al., 2001; KOZUKI et al., 2002; CHEN et al., 2003; WU et al., 2005b). Tanaka et al. (2002)
encontraram escores 0 e 1 de Jawhari em cerca de 70% dos carcinomas difusos e 38% dos
intestinais, enquanto para Machado et al. (1998) 43% dos tumores difusos ¢ apenas 15% dos
intestinais apresentaram expressao nula ou citoplasmatica de Caderina-E, resultados
convergentes com os deste estudo.

Carcinomas mistos apresentaram, nesta casuistica, padrdo anormal de Caderina-E
mais freqiientemente que os outros histotipos, em seus dois componentes, (81% no
componente intestinal; 100% no componente difuso). Apesar destes dados, a diferenca normal
e anormal foi significativa apenas no componente difuso, comparado com o conjunto dos
outros tipos histologicos (p = 0,0190; quadro 16). Em alguns relatos, observou-se marcagao
anormal ou reduzida de Caderina-E em 31 a 67% dos carcinomas mistos, sem, contudo, haver

discriminacao entre os componentes do tumor (JOO et al., 2001; ZHOU et al., 2002; CHEN
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et al., 2003). Machado et al. (1998) observaram maior expressao anormal no componente
difuso (94%) em relagdo ao componente intestinal (56%) e Kozuki et al. (2002) encontraram
reducdo na expressdo da proteina em 77% dos casos no componente difuso e em apenas 22%
no outro componente dos carcinomas mistos.

Estes resultados tendem a relacionar o componente difiso dos tumores mistos com
o carcinoma difuso € o componente infestinal com o carcinoma intestinal, o que, alias, seria
esperado, tendo em vista a semelhanca histologica entre cada componente do tumor e seus
homoénimos nos tumores “puros”. No entanto, ao se comparar a expressdo normal com a
anormal, em nossa casuistica, nestes grupos de tumores, foram observados resultados
dispares. Enquanto o carcinoma misto (em seu componente intestinal) € o carcinoma
intestinal ndo apresentaram diferenga significativa na expressdo anormal de Caderina-E (81%
e 70%, respectivamente; p = 0,5133), houve importante diferenca entre o componente difuso
do histotipo misto e o carcinoma difuso “puro” (100% e 71%; p = 0,0429).

Na abordagem membranar e auséncia de expressao membranar a diferenga entre
os tumores de células isoladas se acentuaram, ao se comparar a auséncia de marcagdo
membranar entre eles (misto: componente difuso = 88%,; carcinoma difuso = 32%; p =
0,0006), enquanto os tumores formadores de glandulas apresentaram o mesmo perfil de
expressao membranar (88% e 90%, misto e intestinal, respectivamente, p = 1,0000). Como
esperado, o componente difuso misto apresentou padrao divergente (marcagdo membranar:
12%) do componente intestinal (marcagdo membranar: 88%, p < 0,0001), resultado
semelhante ao de Machado et al. (1998) (expressdao membranar de 11% e 83%, componentes
difuso e intestinal, respectivamente).

Em seguida, foi analisado em nosso estudo o perfil do carcinoma misto, escore a
escore, comparado com os outros tipos de carcinoma. Observou-se grande freqiiéncia da
expressao citoplasmatica (escore = 1) no componente difuso dos tumores mistos. Esta ¢ uma
expressao caracteristica deste componente tumoral, que além de concentrar 73% (11/15) de
todos os casos com escore = 1, apresentou esse escore em 11/16 casos (69%), em contraste
com apenas 5% (4/81) de freqiiéncia da marcacdo citoplasmatica exclusiva nos demais tipos
histologicos (p < 0,0001; figura 13, p. 68).

No levantamento bibliografico pesquisado, apenas o relato de Machado et al.
(1998) apresentou escores detalhados dos tumores mistos. Estes autores encontraram grande
freqliéncia de expressao citoplasmatica (escore = 1) no componente difuso dos carcinomas
mistos (15/18 = 82%), que foram apresentados caso a caso, em tabela com os dois

componentes e respectivos escores (MACHADO et al., 1998). Este parece ser o primeiro
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artigo a mostrar essa associacdo, embora o objetivo do mesmo tenha sido avaliar a expressao
normal e anormal de Caderina-E entre os tipos histoldgicos, sem comparar significancia
estatistica da expressdo de cada escore em cada histotipo de carcinoma, dando énfase a outros
aspectos da expressdao de Caderina-E e sua correlagdo com alguns parametros clinicos.

De acordo com nosso conhecimento, esta associagdo caracteristica entre o
componente difuso dos carcinomas mistos € a marcagdo citoplasmatica (escore 1 de Jawhari)
foi demonstrada pela primeira vez, estatisticamente, no presente estudo. Neste ponto,
resolveu-se investigar mais detidamente a expressdo citoplasmatica da Caderina-E. O estudo
detalhado dos carcinomas gastricos em nossa amostra permitiu observar dois padroes
(subtipos) de expressao da Caderina-E citoplasmatica, um deles de aspecto granular e o outro
de distribui¢do homogénea no citoplasma, ambos classificados como escore = 1 de Jawhari et
al. (1997a). Realizou-se andlise sistematica para verificar a hipotese de possivel relagdo entre
o subtipo de expressdo citoplasmatica e os tipos histologicos dos tumores, como mais uma
maneira de melhor caracteriza-los.

A pesquisa bibliografica realizada neste estudo revelou escassos relatos sobre os
dois padrdes de marcacdo citoplasmatica observados, no cancer gastrico. Kartenbeck et al.
(1991) descreveram a presenca de “fragmentos” citoplasmaticos justanucleares, identificados
como Caderina-E através de anticorpos especificos em cultura de células epiteliais renais
bovinas depletadas de calcio. Padrao semelhante ao “fragmentar” descrito por Kartenbeck et
al. foi observado em casos de gastrite cronica associada a infec¢do pelo H. pylori em cultura
de células da mucosa antral humana, na forma de vesiculas intracelulares (CONLIN et al.,
2004).

No céancer géstrico, o relato mais detalhado sobre este subtipo de marcagdo
citoplasmatica ¢ o de Carpenter, Al-Kuran e Theuer (2002). Estes autores descreveram a
expressdo da Caderina-E como puntiforme ou vesicular, de localizagdo predominantemente
paranuclear, em nimero de um a muitos pontos por célula, as vezes presente focalmente
outras vezes em todo o corte histoldgico, ocorrendo nos diversos histotipos, intestinal, difuso
e nos dois componentes dos tumores mistos, com localiza¢do preferencial entre o nucleo e a
luz glandular no tipo intestinal ¢ paranuclear nos difusos (as vezes um pouco dispersos em
torno do nucleo) e mistos (CARPENTER; AL-KURAN; THEUER, 2002). Essa descri¢ao
corresponde ao subtipo denominado granular, em nosso estudo.

Shiozaki et al. (1991) por sua vez relataram a marcagdo citoplasmatica “difusa”
(em todo o citoplasma) em algumas células de carcinoma do estomago, es6fago e mama.

Jawhari et al. (1997a), como visto, estabeleceram um escore anormal, de expressao
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citoplasmatica (escore 1), que parece corresponder ao subtipo citoplasmatico “difuso” na
fotografia publicada. Machado et al. (1998) utilizaram a denominacdo “difuso” ao se
referirem a este escore de marcacao citoplasmatica em seus casos, mas também encontraram o
subtipo justanuclear (paranuclear), exemplificado numa imagem de carcinoma intestinal,
associado a expressao “difusa”.

Em nosso estudo, optou-se pelo termo padrao citoplasmatico homogéneo ao invés
de padrao “difuso”, para evitar redundancia em relacdo aos carcinomas gastricos difusos,
enquanto o padrao “fragmentar”, ou “paranuclear” ou “vesicular” foi denominado granular,
termo morfoldgico descritivo que nos pareceu mais adequado a microscopia Optica. Nas
amostras de carcinoma primario, observou-se forte correlagdo entre imunomarcagao granular
e expressdo citoplasmatica (escore = 1, mais freqliente no componente difuso dos tumores
mistos) e entre imunomarcagdo homogénea e expressao citoplasmatica-membranar (escore =
2, mais presente nos demais histotipos; p < 0,01). Apesar da tendéncia a associacdo entre
subtipo granular e carcinoma misto, a diferenca desta associacdo em relagdo aos outros
histotipos nao foi significativa.

A localizacdo ectdpica citoplasmatica tem sido explicada através de diferentes
mecanismos. Em alguns estudos in vitro com cultura de células, admite-se que a Caderina-E
granular (vesicular-paranuclear) desloca-se de sua posi¢do membranar para o citoplasma
através de endocitose, devido a deplegao de célcio ou agao do H. pylori (KARTENBECK et
al., 1991; CONLIN et al., 2004). A endocitose ¢ um mecanismo importante no turnover
protéico entre a membrana da célula e organelas citoplasmaticas. As clatrinas, proteinas
presentes na membrana plasmadtica, sdo responsaveis pela endocitose de moléculas e algumas
estruturas membranares, como os receptores de fatores de crescimento do tipo tirosino-
quinase e proteinas como a Caderina-E (IZUMI et al., 2004; MUKHERJEE; TESSEMA;
WANDINGER-NESS, 2006).

A inibicao da endocitose mediada por clatrina bloqueia a internalizacao da
Caderina-E (LE; YAP; STOW, 1999; IVANOV; NUSRAT; PARKOS, 2004) reduzindo
assim a reciclagem e concentracdo da mesma no citoplasma. A dificuldade dessa interpretacao
¢ que a endocitose ndo justifica a localizagdo paranuclear predominante de Caderina-E, o
esperado seria uma distribuicdo mais aleatoria das vesiculas contendo a proteina (ou mesmo
uma localizagdo citoplasmatica periférica), como visto no artigo de Conlin ef al. (2004) o que,
contudo, ndo permite descartar a possibilidade da ocorréncia desse mecanismo.

Hipdtese também interessante ¢ aquela que considera o transporte anormal

(deficiente) de Caderina-E do sistema organelar de membranas a superficie celular e
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conseqiiente acumulo da proteina no reticulo endoplasmatico e/ou aparelho de Golgi.
Carpenter et al. (2002) demonstraram, de maneira elegante, através de co-marcagdo
imunohistoquimica com anticorpos monoclonais anti-caderina-E e anti-GS-II, uma lectina que
cora especificamente o aparelho de Golgi, que a Caderina-E vesicular citoplasmatica esta
situada nesta organela, que tem localizagdo paranuclear.

A migracdo anormal (reduzida) da Caderina-E de organelas membranares a
membrana plasmatica ou migracdo anormal (aumentada) no sentido oposto, da membrana
plasmatica ao citoplasma por endocitose, ambas elevadoras da Caderina-E citoplasmatica,
podem ser decorrentes de um defeito geral no transporte intracelular protéico (elevacdo no
turnover), ou, alternativamente, conseqiiéncia de alteracdes genéticas ou epigenéticas.

A freqiiente expressdo de Caderina-E paranuclear (granular) no epitélio nao
neoplasico adjacente as células cancerosas, observada por Carpenter et al. (2002) foi vista em
um de nossos casos de carcinoma difuso (figura 22, p. 80). Além disso, neste estudo, todos os
casos com marcagao granular citoplasmatica, pura ou associada a homogénea, presente na
lesdo primaria nos diversos histotipos, ndo mais apresentaram este tipo de marcag¢do nas
respectivas metastases. E reciprocamente, os trés Unicos casos de marca¢do granular nos
implantes linfonodais ndo apresentaram este padrao de imunomarcacao nas lesdes primarias.

O carater transitorio desse tipo de expressdo citoplasmatica da Caderina-E e a
presenca da proteina citoplasmatica em tecidos normais adjacentes a neoplasia sdo
argumentos favoraveis a possibilidade de defeitos no transporte molecular intracelular, ou
mesmo alteracdo epigenética relacionada com a sintese da proteina, como hipermetilagdo do
gene CDHI1 e possivel interferéncia do microambiente nestes processos celulares.

A possibilidade alternativa, de muta¢des no gene CDH1 associadas a presenca de
proteina citoplasmatica paranuclear, tem sido também relatada, por exemplo, em células
mamarias transfectadas com genes mutados da Caderina-E de carcinomas gastricos, ¢ em
cortes histologicos de carcinoma gastrico difuso em pecgas de gastrectomia (HANDSCHUH et
al., 1999; ASCANO et al., 2001). Os trés mecanismos aqui apontados, ou seja, elevacao do
turnover protéico, hipermetilacdo ou mutagdes genéticas ndo sao excludentes e devem ocorrer
isolada ou associadamente em carcinomas gastricos.

A co-existéncia de marcagdo granular nas células normais € cancerosas sugere
que este ¢ evento precoce na carcinogénese gastrica e sua tendéncia a associacdo com o
componente difuso do histotipo misto em freqliéncia maior (6/10 = 60%) do que com o

componente intestinal (3/11 = 27%), € sugestiva de que, desde o inicio, 0s carcinomas mistos
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j& apresentam divergéncia fenotipica, embora estes dados nao apresentem diferenga estatistica
significativa, provavelmente pelo pequeno tamanho da amostra.

Em relacdo a expressdo homogénea (difusa) citoplasmatica, faltam dados na
literatura sobre os mecanismos envolvidos. Como o reticulo endoplasmatico abrange uma
area mais difusa no citoplasma do que o aparelho de Golgi, poder-se-ia especular que uma
coloragao mais homogénea ¢ difusa seria o resultado do acimulo de Caderina-E antes naquele
sistema membranar ou no citosol do que no aparelho de Golgi. A transmigra¢ao de proteinas
do reticulo endoplasmatico ao citosol ¢ um evento biologico habitual em células eucarioticas,
muitas vezes ligado a degradagdo de proteinas anomalas (PLEMPER et al., 1997). Estudos
através de imunoeletromicroscopia poderao contribuir a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos com a determina¢do do padrdo homogéneo de imunomarcagdo citoplasmatica.

Quanto ao componente intestinal dos tumores mistos, houve nitido predominio,
em nossos casos, da expressdo citoplasmatica-membranar (escore = 2), mas esta nao ¢
peculiaridade dos tumores mistos, ja4 que o escore 2 foi predominante nos outros tipos
histologicos, observagao também semelhante a de Machado et al. (1998).

O perfil imunohistoquimico caracteristico da expressdo de Caderina-E no
componente difuso do carcinoma misto pode representar valioso instrumento na investigagao
da patogénese deste histotipo de carcinoma gastrico e, indiretamente, dos demais tipos
histologicos. Essa questdo se inicia com o reconhecimento dos tumores mistos como entidade
oncoldgica, em sua divergéncia fenotipica, que tem suscitado diferentes interpretacdes ha
varias décadas, inclusive de ordem terminologica.

Em seu trabalho original, Lauren descreveu dois tipos principais de carcinoma
gastrico, por ele denominados intestinal e difuso, representando 86% da amostra estudada
(LAUREN, 1965). O grupo minoritario de tumores compreendendo os 14% restantes ndo
recebeu nenhuma designagdo especial pelo autor citado, neste ou em trabalhos subseqiientes.
Em relatos de outros autores em décadas posteriores apareceu a denominacdo carcinoma
misto aplicada a um terceiro tipo de tumor géstrico menos freqiiente que os dois tipos
principais de Lauren, com incidéncia variando de 4 a 14% (HEILMANN; BURKHARDT;
KAYSER, 1978; TEH; LEE, 1987; ROUKOS; LORENZ; HOTTENROTT, 1989). Estudos
diversos na literatura especifica fazem referéncia a carcinomas gastricos diversos dos tipos
intestinal e difuso de Lauren, denominando-os ora mistos e ndo-classificaveis como
subgrupos distintos (MABOGUNIE et al, 1978), mistos/ndo-classificados em conjunto,
como um grupo unico (AMOROSI et al., 1988; ALVARADO; GARCIA; RIVERA, 1995) ou
simplesmente designando-os “outros tipos” (MOHAR et al., 1997).
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Carneiro, Seixas ¢ Sobrinho-Simoes (1995) demonstraram que o carcinoma misto,
caracterizado por um duplo componente histolégico, um deles “glandular” (semelhante
morfologicamente ao tipo intestinal de Lauren) e o outro “de células isoladas” (que se
assemelha ao aspecto histoldgico do tipo difuso de Lauren), representa um histotipo distinto
de carcinoma gastrico. Através de analise multivariada, verificaram que o histotipo misto
apresenta pior prognostico do que os tipos intestinal e difuso, representando, de acordo com
esse relato, o 2° fator progndstico independente (p = 0,0005), em seguida ao pTNM. Outros
autores confirmaram a maior agressividade do carcinoma misfo, que apresenta maior
infiltragdo da parede gastrica e metastizacdo mais freqiiente para linfonodos (STELZNER;
EMMRICH, 1997; KOZUKI et al., 2002). Este aspecto ndo pdde ser avaliado neste estudo,
pelo pequeno nimero de casos deste tipo histolégico em nossa amostra.

Na origem e caracterizacdo histogenética dos tumores mistos, devem ser
colocadas as seguintes hipoteses: o carcinoma misto ¢ originario de um tunico clone celular
(ou oligoclones semelhantes) que logo no inicio da carcinogénese gera (m) clone (s)
divergente (s) correspondentes aos dois aspectos histoldgicos, glandular e de células isoladas,
ou seja, € misto desde o inicio; ou, alternativamente, estes tumores apresentam de principio
apenas um fenotipo, adquirindo o outro aspecto ao longo da progressdo tumoral; ou ainda,
carcinomas mistos sdo resultado de tumores dos tipos intestinal e difuso sincronicos,
associados (tumores de colisao).

A expressdo diferente de Caderina-E entre carcinomas mistos (componente
difuso) e carcinomas difusos puros, evidente em nossos achados e nos de Machado et al
(1998) e a raridade dos tumores de colisdo, sdo argumentos contrarios a hipotese de que
tumores mistos representam simples adi¢do dos tipos principais de Lauren, como nos tumores
sincronicos, pelo menos para a maioria dos carcinomas mistos.

A presenca freqiiente de carcinomas mistos na fase inicial do cancer géstrico, em
varios relatos (CARNEIRO, 1997; JOO et al., 2001; SONG et al., 2004) apoia a primeira
hipdtese, pelo menos para uma parte dos carcinomas mistos. No entanto, outros autores
acreditam que alguns carcinomas do tipo intestinal, além de alteragdes caracteristicas da
carcinogénese deste tipo histologico, como mutagdes p53 e instabilidade de microsatélites,
adquirem, durante a progressdao tumoral, um componente difuso, pela aquisi¢do de mutacdes
peculiares ao tipo difuso, que envolvem principalmente o gene da Caderina-E (FIOCCA et al.,
2001), o que esta de acordo com a segunda hipotese aqui apresentada. Em nossa casuistica, a
semelhanca na expressao de Caderina-E entre o componente intestinal dos tumores mistos e o

tipo intestinal “puro” ocorreu freqiientemente, achado que ao lado da citada diferenca
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imunohistoquimica na expressao de Caderina-E entre os tumores difusos “puros” e o
componente difuso dos mistos, favorece essa possibilidade.

A luz da imunohistoquimica, este estudo mostrou a correlagio entre expressio
membranar de Caderina-E e tipo intestinal, a associagdo significativa entre auséncia de
expressdo membranar e o histotipo difuso, a presenca de um padrido especifico da expressao
de Caderina-E, a marcacao citoplasmatica, como caracteristica dos carcinomas mistos em seu
componente de células isoladas, e a associagdo entre este componente € o subtipo de
imunomarcagdo citoplasmatica granular (paranuclear-vesicular). Essas observagdes em
conjunto sdo indicativas da importancia da Caderina-E na caracterizacdo dos histotipos de
carcinoma gastrico.

Em nossos resultados, ndo foi observada nenhuma correlagdo entre expressao de
Caderina-E (normal e anormal; membranar e auséncia de expressio membranar) e as
varidveis idade e sexo dos pacientes, achados semelhantes aos de outros autores (MACHADO
et al., 1998; CAl et al., 2001; TANAKA et al., 2002; CHEN et al., 2003; WU et al., 2005b).
Nossos dados estdo também de acordo com os da literatura consultada, quanto a auséncia de
correlacdo entre expressdo de Caderina-E e localizagdo anatdmica (JOO et al., 2002; WU et
al., 2005b) e dimensao do tumor (MAYER et al., 1993; CAI et al., 2001; TANAKA et al.,
2002; WU et al., 2005b; SILVA et al., 2006).

Assim como neste estudo, a grande maioria dos autores ndo observou associagao
significativa entre expressdo anormal/reduzida de Caderina-E e grau de invasdo tumoral local
(SHINO et al., 1995; MACHADO et al., 1998; JOO et al., 2001; CHEN et al., 2003;
GUZMAN et al., 2006; SILVA et al,, 2006). Maior grau de invasao da parede gastrica foi
encontrado entre os tumores mistos, em relacdo aos intestinais e difusos, em um relato
(STELZNER; EMMRICH, 1997).

Correlagdo da expressdo de Caderina-E com invasdo linfatica foi descrita por
alguns autores (CAl et al., 2001; TANAKA et al., 2002; WU et al., 2005b), dos quais apenas
Cai et al. (2001) relataram associacdo também com invasdo venosa. Nossos dados foram
concordantes com os de outros autores, ou seja, auséncia de correlagdo com invasdo linfatica
(MAYER et al., 1993; SHINO ef al., 1995) ou venosa (SHINO et al., 1995; MACHADO et
al., 1998; TANAKA et al., 2002; CHEN et al., 2003).

Neste estudo, o tipo de expressio de Caderina-E ndo se correlacionou
significativamente com a presenca ou auséncia de metastases linfonodais, em concordancia
com os resultados de outros autores (MAYER et al., 1993; BLOK et al., 1999; JOO et al.,
2001; ZHOU et al., 2002; TANAKA et al., 2002; CHEN et al, 2003). O assunto ¢
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controverso, pois varios relatos sdo favoraveis a uma correlagdo entre menor expressao de
Caderina-E e metastiza¢ao mais freqliente para linfonodos (MACHADO et al., 1998; CAI et
al., 2001; WU et al., 2005b; SILVA et al., 2006; AOKI et al., 2007).

Em nossa casuistica, a expressdo anormal de Caderina-E predominou tanto no
sitio primario (82%) quanto no metastatico (67%). Como os numeros indicam, expressao
normal foi maior nos linfonodos do que no estdmago (33% e 18%; p > 0,05), tendéncia que
estd de acordo com a maioria dos poucos relatos encontrados sobre o assunto, como o de
Jawhari et al. (1997a), que encontraram expressdo normal em 91% das metéstases
linfonodais, mas em apenas 76% dos carcinomas gastricos primarios e o artigo de Chan et al.
(2003) que observaram aumento na expressdo de Caderina-E em 13% dos carcinomas
gastricos metastaticos quando comparados aos respectivos tumores no estdmago. Para Shino
et al. (1995), no entanto, a expressdo positiva (membranar) da Caderina-E no carcinoma
gastrico foi maior no estomago (82%) do que nos linfonodos (62%).

Liu et al. (2002) avaliaram a expressdo de Caderina-E, a- e B-cateninas em 79
casos de carcinomas gastricos e respectivas metastases linfonodais, das quais 66%
apresentaram maior marcacdo imunohistoquimica de uma ou mais das moléculas de adesao,
em relacdo ao tumor primario. A sobrevida de 5 anos no grupo metastatico foi muito inferior
nos casos de maior expressdo do complexo caderina-cateninas (8%) do que no grupo de casos
sem aumento da expressdo (33%), diferenca bastante significativa (LIU et al., 2002). Estes
ultimos dados permitem associar o pior prognostico a maior sobrevida do tumor, que se
acredita conseqiiente de inibi¢do da apoptose, que pode ocorrer em células que expressam a
Caderina-E (ALPAUGH et al., 2002).

Entre os estudos obtidos neste levantamento bibliografico, apenas o de Mayer et
al. (1993) apresentou resultados da expressdo de Caderina-E em carcinomas gastricos
primdrios e metastaticos, por tipo histologico. Estes autores observaram que metéstases
derivadas de tumores gastricos primdrios negativos para Caderina-E, todos do tipo difuso,
permaneceram negativos, mas aqueles originados de tumores positivos, do tipo intestinal,
apresentavam, com freqiiéncia, aumento de expressdo, tanto em linfonodos quanto em
metastases hepaticas (MAYER et al., 1993). Nossos dados divergem em relagdo aos de Mayer
et al. (1993), pois, como foi visto em nossa casuistica a associacdo ocorreu entre maior
expressdo normal de Caderina-E nas metéstases linfonodais de carcinoma difuso, nao do
intestinal. Mudangas na expressao de Caderina-E em tumores difusos nos parecem mais
esperadas, tendo em vista que alteracdes na expressdo do gene CDH1 estdo relacionadas com

a patogénese deste tipo de cancer géstrico e ndo de outros histotipos.
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Qual a explicacdo para a maior expressdo de Caderina-E membranar nas
metéstases dos linfonodos em relagdo aos carcinomas gastricos primarios? Em que etapa (s)
da progressao tumoral ocorre (m) este aumento de expressdo? Estas perguntas nos impeliram
a estudar mais detidamente os aspectos da imunomarcagdo de Caderina-E em nossa casuistica
e na literatura sobre o assunto. Em interessante artigo, Pan et al. (2003) observaram maior
expressao membranar de Caderina-E nas lesdes superficiais gastricas restritas a mucosa,
quando comparadas com lesdes que infiltravam a submucosa e também verificaram expressao
mais freqiiente da proteina nas metéstases linfonodais, em relacdo aos tumores gastricos
primarios. Estes achados e os nossos proprios resultados sdo reveladores do carater dindmico
da expressao de Caderina-E na progressao tumoral-linfonodal do cancer gastrico.

A primeira pergunta do pardgrafo anterior refere-se em nossos casos sobretudo
aos carcinomas difusos. Como explicar que casos com escores anormais de Caderina-E no
estdmago passem a apresentar escores normais nas respectivas metastases? Inicialmente ¢
importante verificar caso a caso a mudanca de padrao na expressdo da Caderina-E (ver
grafico). Assim, dos cinco casos com expressao normal de Caderina-E nos linfonodos (escore
3), um (1) tinha expressdo nula, 1 citoplasmatica (escorel) e 3 expressdo heterogénea
(escore2), no estomago.

O segundo ponto importante ¢ observar, com detalhes, os critérios utilizados no
estabelecimento dos escores (JAWHARI et al., 1997a): escores anormais 0 e 1 pressupdem
expressdo nula e citoplasmatica exclusiva, respectivamente, em mais de 90% das células;
escore 2 indica pelo menos dois padrdes de expressao, em geral citoplasmatico € membranar,
cada um deles em mais de 10% das células. Ora, em qualquer um dos trés padrdes anormais, ¢
possivel haver uma minoria de células de um padrao diferente do dominante, inclusive essa
minoria poderia ser de células com expressdo normal de Caderina-E, desde que ndo atinja
10% da celularidade. A partir destes pressupostos, ha pelo menos duas explicagdes possiveis
para os achados observados.

Uma das possibilidades ¢ que células que perderam a expressdo de Caderina-E no
estomago (expressdo nula; escore = 0) re-expressaram a molécula ao longo de sua migracao
ao linfonodo, como observado por Pan et al. (2003). A re-expressdo de um gene supressor
reprimido, como o CDHI, implica que a auséncia temporaria da proteina decorre de
inativagdo reversivel do gene, caracterizando-se alteracdo epigenética.

Em anos recentes tem sido descrita inativagdo epissomica de Caderina-E através
de hipermetilacdo do promotor génico, em canceres gastricos do tipo difuso (GRADY et al.,

2000; MACHADO et al., 2001; GRAZIANO et al., 2004). Além disso, estudos in vitro, com
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culturas de células tumorais humanas e in vivo, em modelos de animais de laboratorio,
mostram que a demetilagdo reverte a atividade génica supressora tumoral que estava
reprimida pela hipermetilacdo (SANTINI; KANTARJIAN; ISSA, 2001; GOFFIN;
EISENHAUER, 2002). Com todas essas consideracdes, pode-se sugerir que em um de nossos
casos pode ter ocorrido re-expressdo de Caderina-E nas metéastases em tumores cuja expressao
no sitio primdrio era negativa.

A outra opcao ¢ que as células que apresentam expressdo normal de Caderina-E
nos linfonodos sempre expressaram este padrao da molécula de adesdo ao longo de todo o
percurso metastatico. Isso significa admitir que uma minoria de células (menos de 10%) com
expressao normal de caderina-E, que poderia fazer parte de qualquer um dos padrdes
anormais (0, 1 ou 2), tornou-se o clone (ou poucos clones) dominante (s), sendo este conjunto
minoritario o que conseguiu migrar do estdmago ao linfonodo, ao invés dos clones das células
majoritarias. O caso 2, classificado como negativo para caderina (escore = 0), na lesdo
primaria, apresentou uma minoria de células, inferior a 10%, com marca¢do membranar
normal (figura 16, p. 75). Essa possibilidade explicaria a diferenca na expressdo de Caderina-
E, entre tumores primarios e metastaticos, em todos 0s nossos casos.

Constatamos a presenca de mais de um clone de células neoplasicas de forma
evidente em pelo menos quatro (4) de nossos casos do tipo difuso (Casos 4, 5, 11 e 12, quadro
25, p. 85 e figura 33, p. 100), corroborando que um dos clones, ndo necessariamente o
majoritario em numero de células no tumor primario, poderd prevalecer ou mesmo ser
exclusivo na metastase.

A selecdo clonal ¢ aceita nos dias atuais como um dos processos determinantes da
progressdo tumoral, sendo assim, argumento a favor desta possibilidade que estamos
discutindo. A dificuldade ¢ que, se persistirem apenas os clones com manuten¢do da
Caderina-E normal no tumor primario, necessariamente as células deste tumor ao invadirem o
intersticio do estdmago até a penetragdo nos vasos linfaticos, devem continuar mantendo a
expressdao da molécula de adesdo. Isso implica que, pelo menos algumas delas, devem migrar
em bloco (tendéncia natural de células que expressam Caderina-E membranar) além da
migracgdo através de células isoladas, caracteristica dos carcinomas difusos.

Procurou-se entdo avaliar os padroées de migragdo celular dos carcinomas difusos,
comparados aos demais, em preparados corados pela HE e imunomarcados para Caderina-E.
Ao se observar o quadro 25, verifica-se que a disposi¢do em blocos (coortes) ou corddes de

células infiltrantes dos carcinomas gastricos do tipo difuso ¢ extremamente freqiiente no
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tumor primario (10/12 = 84,3%), se aproximando da freqiiéncia da disposicdo em células
isoladas que, por definicdo, ¢ caracteristica e ocorre em todos os casos deste tipo histologico.

A imunohistoquimica, torna-se evidente a presenga de células agrupadas nos
carcinomas difusos primarios, desde grupos minimos de duas células neoplésicas a blocos
maiores que formam ninhos ou corddes infiltrantes, entre as células isoladas (figura 29, p. 94).
Considerando-se que a amostra do array ¢ restrita, pode-se acreditar que todos os casos
classificados como difuso devem apresentar migracdo em blocos pelo menos em algumas
areas do tumor. Este padrdo chegou mesmo a predominar em alguns de nossos casos (Casos
1, 3 ¢ 9, quadro 25) sobre o padrdo infiltrativo de células isoladas. Indubitavelmente, a
dispersdo em cé¢lulas isoladas ¢ a forma caracteristica do crescimento infiltrativo dos
carcinomas gastricos difusos, enfatizada na grande maioria ou todos os relatos sobre o
assunto, mas o reconhecimento e valorizacdo do padrdo de invasdo (migragdo) em células
agrupadas parece essencial na compreensdo da progressdo tumoral nos carcinomas gastricos
difusos.

Outro aspecto que pode ser observado do quadro 25 ¢ que em 7 dos 10 casos de
carcinoma difuso com migracdo em bloco na parede géstrica houve marcacdo membranar
(escores 2 e 3) das células invasoras. Nos 3 casos restantes, a formacao de blocos infiltrantes
ocorreu na auséncia de expressdo membranar de Caderina-E. Uma explicacdo ¢ que outras
moléculas de adesdo, como a Caderina-P ou caderinas que fazem parte de desmossomos
podem estar contribuindo para a aderéncia intercelular imprescindivel a formagao destes
agrupamentos de células, nestes casos. Como em dois destes trés casos houve marcagdo
membranar nas metéstases, ha possibilidade que a negatividade no tumor primario seja, como
j& relatado, fendomeno epigenético, com re-expressdo da molécula de adesdo no micro-
ambiente do linfonodo, ou migragdo de clones originados de células minoritirias que
expressam Caderina-E membranar ndo detectadas na amostra, conforme discutido
anteriormente.

Nos linfonodos, a disposi¢ao celular neoplasica em blocos esteve presente em 11
de 12 casos dos carcinomas difusos, de forma absoluta (4 casos) ou associada ao padrdo de
células isoladas (7 casos), sendo nesta ultima situacdo o padrao predominante em 5/7 (71,4%)
dos casos, 0 que mostra a progressiva tendéncia ao agrupamento celular na progressao
tumoral deste histotipo de cancer géstrico.

Apesar desta forte tendéncia a formagao de blocos, num dos casos (caso 4, quadro
25) foram encontradas apenas células isoladas tanto no estdomago como nos linfonodos,

correspondentes a um carcinoma de células em anel de sinete, variante do tipo difuso da
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classificagdo de Lauren, por nos adotada. Neste caso o tumor apresentou apenas caderina
citoplasmatica em ambas as localizagdes anatdmicas. Isso reforca a idéia de heterogeneidade
do tipo histologico difuso e da complexidade e limites (apesar da necessidade) em se
estabelecer classificagdes para os carcinomas gastricos.

Em nossa casuistica, a presenca absoluta ou predominio acentuado de células
agrupadas nas metastases linfonodais ocorreu em todos os tipos histologicos. E interessante
ressaltar que a expressdo membranar de Caderina-E (com ou sem expressdo citoplasmatica
associada) esteve presente na grande maioria das metastases, ndo apenas nas areas,
predominantes, de células agrupadas, mas também através de imunomarcacdo de células
1soladas malignas dispersas entre os blocos celulares tumorais nos linfonodos.

O padrao de células agrupadas infiltrantes tem sido pouco evidenciado ou relatado
em estudos que utilizam HE, apesar de que Lauren (1965), em seu artigo sobre os tipos
principais de cancer gastrico, utilizando técnica de hematoxilina-van Gieson, descreveu o
carcinoma infestinal como um tumor que apresenta, principalmente na regido central,
estrutura geral com luzes glandulares evidentes, mas, na margem periférica de infiltracdo, a
freqliente presenga de corddes celulares sélidos e o carcinoma difuso como tumor géstrico
primario constituido por células dispersas, isoladas ou em pequenos agrupamentos (grifo
nosso). Nas metastases em linfonodos Lauren também descreveu que, em sua proliferacdo nos
seios linfonodais, células de carcinomas difusos freqlientemente podem formar massas densas,
0 que torna estes tumores mais solidos do que nas lesdes primarias (LAUREN, 1965), como
observado em nossos casos.

Essas consideragdes mostram a complexidade e o carater dinamico do papel da
Caderina-E no processo de migracdo de células neoplasicas malignas. A nivel de idéias, pode-
se indagar como Hegerfeldt et al. (2002) sobre a “plasticidade da relagdo célula-célula” e as
“estratégias migratorias das células neoplasicas”, se as neoplasias emprestarmos nossos
cérebros. Mas isso € matéria para outro tipo de estudo.

Em seguida, ¢ necessario avaliar o que ocorre ap0s a infiltragdo local pelas células
neoplasicas e antes da colonizacdo metastatica das mesmas, nos linfonodos: a invasdo
vascular.

Células malignas podem invadir os vasos isoladamente ou, em maior intensidade,
formando émbolos de aglomerados celulares coesos. A presenca de émbolos tumorais foi
observada em dois de nossos casos de carcinoma difuso, ambos com expressao membranar de
Caderina-E nas células centrais do émbolo (quadro 25; figuras19 e 33). Embolos tumorais em

carcinomas primarios de estdmago foram encontrados por Kodama, Inokuchi e Nakamura
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(1979) na luz de linfaticos gastricos, principalmente na submucosa. Grupos celulares eram
mais proeminentes que células isoladas e a infiltracdo destes vasos foi mais freqiiente nos
tumores com predominio de células agrupadas (KODAMA; INOKUCHI; NAKAMURA,
1979).

Cowley e Smith (1995) compararam a expressdo de Caderina-E intra e
extravascular em carcinomas primarios de estdmago, mama e colon e suas metastases
linfonodais. A expressdo de Caderina-E foi maior no compartimento intravascular (émbolos
tumorais) tanto nos tumores primarios (como em nossos dois casos), quanto nos metastaticos.
Em 20% dos casos, houve maior coesdo intercelular no ambiente intravascular ¢ um em cada
cinco destes casos apresentou aumento da expressao de Caderina-E. Achados convergentes
aos de Cowley e Smith foram relatados por Kozuki ef al. (2002), que observaram expressao
preservada de Caderina-E intravascular em 40% e 50% dos carcinomas géstricos difusos e
mistos, respectivamente, os quais apresentaram freqiiéncia muito inferior de imunomarcagao
no componente extravascular (difusos = 10%; mistos = 21%).

Auséncia ou reducdo na expressdo membranar de Caderina-E parece representar
um passo fundamental no estagio inicial de invasdo do céancer géstrico (e outros tipos de
cancer), essencialmente na passagem do carcinoma in situ ao carcinoma microinvasor da
mucosa (aspecto que nao faz parte do objetivo e abordagem deste trabalho), como mostrado
de forma elegante por Carneiro, Huntsman e colegas, em seu modelo de desenvolvimento
inicial do cancer gastrico difuso hereditario (HUNTSMAN et al., 2001; CARNEIRO et al.,
2004). No entanto, apos a invasdo da parede gastrica e seus vasos, e sobretudo durante a
colonizagao dos linfonodos, a presenc¢a ¢ nao a auséncia da Caderina-E parece representar o
atributo bioldgico mais importante a sobrevivéncia e expansdo das células neoplésicas
malignas.

A discreta tendéncia a associagdo de COX-2 de alta expressdo com Caderina-E
anormal ndo teve nenhum significado estatistico em nossa amostra, mas ocorreu correlagao
entre alta expressdo de COX-2 e Caderina-E membranar, na amostra maior (34 casos) de
carcinomas difusos primarios. Essa correlacdo, contudo, ndo foi observada nos tumores
difusos primarios com linfonodos metastaticos disponiveis, talvez pela menor amostragem (12
casos).

Em nossa casuistica, foram avaliadas diferentes etapas na marcha dos carcinomas
gastricos, principalmente difusos, em sua progressao tumoral, desde a infiltracdo local da
parede do estdmago a colonizagdo metastatica do linfonodo, passando pelo processo de

formagdo e manutencao do émbolo de células neoplasicas malignas. A expressao marcante de
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COX-2 no carcinoma gastrico primario de todos os tipos e principalmente seu significativo
aumento nas metastases linfonodais, sobretudo no cancer difuso, sao fortes evidéncias da
importincia desta enzima na progressao tumoral do cancer gastrico.

Por outro lado, os resultados referentes a Caderina-E mostraram que sua
expressdo na membrana celular varia ao longo da invasdo local da parede gastrica até a
colonizagdo metastatica no linfonodo e que esta proteina, dependendo da etapa da progressao
tumoral, pode ser um marcador pro-neoplasico, a semelhanca de COX-2. Assim, COX-2 e
Caderina-E poderao representar, pelo menos em estagios mais avancados da neoplasia, alvos
moleculares terapéuticos cujo bloqueio ou inativacao podera trazer beneficios aos pacientes

com cancer.
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6 CONCLUSOES

6.1 Expressao positiva para COX-2 foi observada em todos os tipos histologicos de carcinoma
gastrico, principalmente difusos, com maior expressdo em etapas mais avangadas da

progressao tumoral-linfonodal.

6.2 A Caderina-E apresentou expressdo anormal preponderante em todos os histotipos, mas a
expressdo membranar esteve presente nos carcinomas difusos, em todas as suas etapas, com

maior freqiiéncia nas metastases linfonodais do que nos respectivos tumores primarios.

6.3 A maior expressdo membranar de Caderina-E nos carcinomas intestinais em relagdo aos
demais histotipos e maior auséncia deste padrdo de expressdo em carcinomas difusos

comparados aos demais, aqui observadas, revelam que a Caderina-E ¢ importante na

diferenciagdo dos dois tipos principais de carcinomas gastricos.
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ANEXO - Quadro Geral: COX-2, Caderina-E e Parametros Clinico-Patologicos — Dados Brutos

CANCER GASTRICO :EXPRESSAO DE COX-2 E CADERINA-E-HOSPITAL DO CANCER -INSTITUTO DO CANCER DO CEARA(ICC)

COX-2, CADERINA-E e PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS - DADOS BRUTOS - 97 CASOS - 2007

| |
COX-2 CADERINA-E
CARCINOMA LINFO- CARCINOMA LINFO-
PERIODO: 1999-2004 ESTOMAGO NODOS ESTOMAGO NODOS
CLASSIFICAGAO Escore: |x E|Escore: |IxE Escore Escore TNMp#
No. CAS({ Sexo Idade Loc.An LAUREN | CARNEIRO [LINFONODOS 0-12* 0-12 0-3* 0-3 Inv.lin Inv.ven Dim. T N
1 M 62 ANT DIF C SO DIF 4 8 0 1 + 11,5 T3 N1
2 M 66 ANT DIF C SO DIF 4 1 [} 3 + 10,5 T3 N2
3 M 61 ANT DIF C SO DIF 1 12 1 3 14 T3 N1
4 F 65 ANT/COR DIF C1sO DIF 3 8 1 1 + 3,5 T3 N2
5 M 54 ANT DIF [SJYe) DIF 8 12 2 2 4,5 T3 N3
6 M 67 ANT/COR DIF C I1SO DIF 8 4 2 2 . T4 N2
7 F 70 ANT/COR DIF C1sO DIF 8 12 2 2 + 10 T3 N2
8 F 49 COR DIF C1sO DIF 6 12 2 2 4,2 T2 N1
9 M 39 ANT DIF C1sO DIF 4 12 2 3 2,5 T3 N1
10 F 76 ANT DIF C1sO DIF 8 8 2 3 8 T3 N1
11 F 74 ANT/COR DIF C SO DIF 6 8 2 3 L T3 N3
12 F 40 COR DIF C SO DIF 4 12 3 2 + + 21 T2 N1
13 M 70 ANT _ [MIS: C.int. MIS MIS 4 12 0 0 3,5 T1 N2
C.dif. 8 0
14 M 75 ANT/COR |MIS: C.int.| MIS MIS 4 0 2 0 + L T2 N2
C.dif. 4 1
15 M 70 ANT _ [MIS: C.int] MIS MIS 9 3 2 2 + 2,5 T3 N2
C.dif. 4 1
16 M 61 COR _[MIS: C.int] MIS MIS 8 12 2 2 - 5,5 T2 N1
C.dif. 8 1
17 M 49 ANT/COR [MIS: C.int] MIS MIS 8 12 2 2 + 7,5 T3 N1
C.dif. 8 1
18 M 77 ANT/COR [MIS: C.int/] MIS MIS 12 12 2 2 6,5 T3 N1
C.dif. 12 1
19 M 80 ANT _ [MIS: C.int] MIS MIS 4 8 2 3 + 8 T3 N2
C.dif. 4 1
20 M 50 COR __[MIS: C.int] MIS MIS 4 9 3 3 7 T4 N3
C.dif. 4 2
21 M 78 CAD INT GL INT 3 8 0 2 3 T2 N1
22 M 61 ANT INT GL INT 6 8 2 2 8 T4 N2
23 F 57 ANT INT GL INT 0 8 2 2 6 T2 N1
24 M 45 ANT INT GL INT 4 1 2 2 7 T3 N1
25 M 58 ANT INT GL INT 8 12 2 2 2,5 T2 N1
26 F 65 CAD INT GL INT 6 6 2 2 8 T2 N1
27 M 82 CAD INT GL INT 12 4 2 3 + + 10 T3 N1
28 M 61 COR INT GL INT 1 4 3 2 + 10 T3 N1
29 M 57 COR INT GL INT 6 0 3 3 + + 4 T3 N1
30 M 75 ANT INT GL INT 1 8 3 3 + + 4 T2 N1

* ver Material e Métodos

SSl1



| | | \ | | \ \ \ \ | | \
| CANCER GASTRICO :EXPR"ESSAO DE| COX-2 E CADE|RINA-E-HOSPI‘TAL DO CANCI‘ER -INSTITUTO l‘)o CANC\ER DO CEARA(ICC) ‘
COX-2, CADERINA-E e PARAMETROS CLiNICO-PATOLOGICOS - DADOS BRUTOS - 97 CASOS - 2007 (continuag&o)
COX-2 CADERINA-E
CARCINOMA LINFO- CARCINOMA LINFO-
PERIODO: 1999-2004 ESTOMAGO NODOS ESTOMAGO NODOS
CLASSIFICACAO Escore: |x E|Escore: |xE Escore Escore TNMp#
No. CAS{ Sexo Idade Loc.An LAUREN | CARNEIRO JLINFONODOS 0-12 0-12 0-3 0-3 Inv.lin Inv.ven Dim. T N
31 M 60 ANT NCL soL NCL/SOL 3 0 2 3 12 T2 N1
32 M 62 COR NCL soL NCL/SOL 6 8 2 2 4,5 T3 N1
33 F 78 COR NCL soL NCL/SOL 12 12 1 2 + + 8 T2 N1
34 M 65 COR NCL soL NCL/SOL 8 12 3 3 + 9 T2 N1
35 M 69 CAD NCL soL NCL/SOL [} 4 3 2 + 11 T4 N1
36 M 46 ANT NCL SOL NCL/SOL 4 [} 0 0 + 10 T3 N2
37 M 86 COR NCL SOL _ 6 2 + + 9 T3 N2
38 F 66 ANT DIF CISO __ 3 3 8 T1 NX
39 F 59 ANT DIF CIsO _ 8 2 5 T2 N1
40 F 42 COR DIF CIsO __ 4 0 + 3 T2 N1
41 F 35 COR DIF CIsO _ 8 3 2 T2 NO
42 F 55 ANT DIF C 1sO _ 8 1 .. T2 N1
43 M 52 ANT DIF C 1sO _ 8 2 1,5 T4 NO
44 M 46 ANT DIF C 1sO _ 6 2 T1 N1
45 F 56 ANT DIF C1SO _ 4 3 o T2 NX
46 M 61 ANT/COR DIF C 1sO _ 8 [} + 7 T2 N1
47 F 46 ANT DIF C 1sO _ 8 3 9 T2 N2
48 F 60 ANT DIF C1sO _ 8 3 2,8 T2 N1
49 F 62 ANT DIF C1sO _ 8 [} 5 T1 NO
50 M 52 | ANT/COR DIF C SO _ 3 [} s T2 NO
51 M 51 ANT DIF C SO _ 8 2 0,8 T2 NO
52 F 58 | ANT/COR DIF C SO _ 4 0 Lo T3 N1
53 F 39 ANT DIF C SO _ 8 3 4 T3 NX
54 F 74 ANT DIF C1sO _ [} 3 5,5 T3 NO
55 F 38 CAD DIF C SO _ 3 2 6 T2 N1
56 M 64 ANT DIF C SO _ 0 2 2,5 T3 N2
57 F 62 COR DIF C 1SO _ 8 2 9 T3 N1
58 M 41 ANT DIF C 1SO _ 8 2 4 T2 N2
59 M 70 ANT DIF C 1SO _ 2 0 + + 4,5 T4 NO
60 F 51 CAD  [MIS: C.int. MIS _ 8 2 3 T2 NX
C.dif. 3 2
61 M 64 ANT _ [MIS: C.int] MIS _ 8 2 + + 4 T3 NX
C.dif. 8 0
62 M 73 ANT _ [MIS: C.int] MIS _ 8 1 + + 7 T3 NX
C.dif. 8 1
63 F 41 ANT _ [MIS: C.int.| MIS _ 8 3 3,5 T3 N1
C.dif. 8 1
64 F 55 ANT _ [MIS: C.int.| MIS _ 8 2 1,5 T2 NX
C.dif. 8 1
65 M 82 COR [MIS: C.int] MIS _ 4 3 + + 5 T2 N1
C.dif. 4 1

9¢1



CANCER GASTRICO :EXPRESSAO DE COX-2 E CADERINA-E-HOSPITAL DO CANCER -INSTITUTO DO CANCER DO CEARA(ICC)

COX-2, CADERINA-E e PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS - DADOS BRUTOS - 97 CASOS - 2007 - (final)

COX-2 CADERINA-E
CARCINOMA LINFO- CARCINOMA LINFO-
PERIODO: 1999-2004 ESTOMAGO NODOS ESTOMAGO NODOS
CLASSIFICACAO Escore: |Ix E |Escore: |xE| Escore Escore TNMp#
CASO Sexo Idade Loc.An LAUREN ] CARNEIRO [LINFONODOY 0-12 0-12 0-3 0-3 Inv.lin Inv.ven Dim. T N
66 M 74 ANT MIS: C.int.l MIS _ 0 2 3 T3 N1
C.dif. 8 0
67 M 64 ANT  [MIS: C.int] MIS _ 6 2 - + 3 T1 N1
C.dif. 6 1
68 M 87 COR INT GL _ 8 2 1,2 T1 NX
69 F 63 COR INT GL _ 12 3 7 T2 NO
70 M 79 COR INT GL . 4 2 2,5 T3 N1
71 F 39 ANT INT GL _ 12 0 2,5 T1 NO
72 M 64 ANT INT GL _ 4 2 6,3 T2 NO
73 F 76 ANT INT GL _ 4 2 3 T3 N1
74 M 81 ANT INT GL _ 0 3 + 3,5 T2 N1
75 M 72 CAD INT GL _ 2 2 3,5 T3 NO
76 M 69 ANT/COR INT GL _ 12 2 14 T2 NO
77 M 75 ANT INT GL _ 4 2 s T1 NX
78 F 56 ANT INT GL _ 12 2 s T1 NO
79 M 39 ANT INT GL _ 12 3 + 6 T3 NO
80 M 79 CAD INT GL _ 6 2 + 4 T3 NO
81 M 71 COR INT GL _ 3 2 T1 NO
82 F 70 ANT INT GL _ 12 3 Ly, T1 NX
83 M 72 ANT INT GL _ 0 3 6,5 T3 NO
84 F 59 CAD INT GL _ 12 3 12 T3 N1
85 M 55 ANT INT GL _ 8 2 9 T1 NO
86 M 62 ANT INT GL _ 0 0 + + 4,5 T4 N3
87 M 83 COR INT GL . 12 2 + + 13 T3 N1
88 M 65 ANT INT GL _ 0 0 s T3 N1
89 F 74 CAD INT GL . 0 3 4 T2 NO
90 M 66 CAD INT GL _ 6 2 10 T3 N2
91 F 55 ANT INT GL _ 6 2 9,5 T2 NX
92 M 82 CAD INT GL _ 1 3 6,5 T3 NO
93 M 65 ANT INT GL _ 4 2 + 5 T4 NO
94 M 76 ANT INT GL _ 4 3 5 T2 NO
95 F 67 ANT INT GL _ 1 2 + 6,5 T2 N1
96 M 73 COR INT GL _ 2 2 s T1 NO
97 F 66 ANT INT GL 3 2 L, T1 NO
M=61| 35-87 | ANT=54 | INT=40 GL=40 INT/DIF/NCL Todos INT/DIF/NCL INT/DIF/NCL =5=41 T1=14 NO0=24
F=36 | X=63,1| COR=20 | DIF=34 | CISO=34 <6 =40 <6 =11 0=13 0=3 >5=42 T2=35 N1=43
CAD=12 | MIS=16 MIS=16 =6 =41 26 =25 1=4 1= 2 ..=14 T3=40 N2=15
ANT/COR=11 NCL=7 SOL=7 MIS: INT 2=42 2=19 T4= 8 N3=4
TOTAL 97 _ [ 97 97 97 <6 =6 3= 22 3=12 NX=11
| =6 =10 () MiIS: (D) TOTAL:3 15 97 97 97
Loc.An : localizagdo anatdmica: CAD(cardia); COR(corpo);ANT(antro); 0=1 0=3
Classificacdo de Lauren : INT(intestinal); DIF(difuso);NCL(n&o classificado) MIS: DIF 1=1 1=11 Inv. Lin (invaséao linfatica); Inv.ven(venosa )
Classificag@o de Carneiro et al :GL(glandular); CISO(células isoladas) <6 =6 =11 2=2 Dim.(dimens&o do tumor em cm)
MIS:(misto): C.int.(componente intestinal; C.dif. (componente difuso) =6 =10 3=3 3=0 T( grau de invasdo:T1,T2,T3,T4)
TOTAL 97 36 97 36 N (metastases ganglionares: NO,N1,N2,N3)‘

LST



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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