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RESUMO - Racional: Acredita-se que a via Wnt é uma das mais importantes da sinalizacdo
envolvidas na carcinogénese gastrica. Objetivos: Analisar a expressao das proteinas das vias
Wnt candnicas e ndo-candnicas no carcinoma gastrico e relacionar sua expressdao com as
variaveisclinicopatoldgicas. Método: Foram coletadas 72 amostras de carcinoma gastrico, e
areas representativas do tumor foram selecionadas para o Tissue Microarray. Imunoistoquimica
foi realizada para avaliar a expressdao de Wnt-5a, FZD5, GSK3p, axina, CK1, ubiquitina, ciclina
D1 e c-myc. Resultados: Houve diferencas significativas para a expressdo de ubiquitina no
citoplasma e nucleo para tumores moderadamente e bem diferenciados (p=0,03) e para aqueles
do tipo intestinal da classificacdo de Lauren (p=0,03). A expressao negativa da proteina c-myc
no citoplasma foi relacionada aos tumores intestinais de Lauren (p=0,028). A expressdo positiva
de CK1 no citoplasma das células neopléasicas foi relacionada a tumores com margens cirlrgicas
livre de envolvimento neoplasico (p=0,03). A expressao positiva da proteina ciclina D1 foi maior
nos tumores dos homens (p=0,03). Ndo houve relagdo da expressao positiva ou negativa das
proteinas Wnt-5a e FZD5 no citoplasma ou ndcleo com quaisquer variaveis clinicopatologicas.
O mesmo foi observado para GSK3p e Axin. Conclusées: A relacdo da expressao das proteinas
da via canbnica com as varidveis epidemiol6gicas e tumorais sugere sua participa¢do na
carcinogénese gastrica. Por outro lado, a auséncia da relagdo das expressdes das proteinas da
via ndo-candnica sugere sua ndo participagdo na carcinogénese gastrica.

ABSTRACT - Background: It is believed that the Wnt pathway is one of the most important
signaling involved in gastric carcinogenesis. Aim: To analyze the protein expression of canonical
and non-canonical Wnt pathways in gastric carcinoma. Method: The immunohistochemistry
was performed in 72 specimens of gastric carcinomas for evaluating the expression of Wnt-
5a, FZD5, GSK3B, axin, CK1, ubiquitin, cyclin D1 and c-myc. Results: There were significant
differences for cytoplasm and nucleus ubiquitin for moderately and well differentiated tumors
(p=0.03) and for those of the intestinal type of the Lauren classification (p=0.03). The absence
of c-myc was related to Lauren’s intestinal tumors (p=0.03). Expression of CK1 in the cytoplasm
was related to compromised margin (p=0.03). Expression of cyclin D1 protein was more
intense in male patients (p=0.03) There was no relation of the positive or negative expression
of the Wnt-5a, FZD5, GSK3 and Axin with any clinicopathological variables. Conclusion: The
canonical WNT pathway is involved in gastric carcinoma.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Apesar dos avangos na
terapia convencional, as taxas de recorréncia permanecem altas e as de
SObrevida baixas1,7,11,12,16,17,26,30,35.

Alteracdes como as mutacoes, delecbes, inativagdo por virus e bactérias e
hipermetilacdo estdo envolvidas no surgimento do cancer gastrico”'%?%32, Os genes Wnt
codificam proteinas de sinalizagdo e sdo encontrados nos genomas de todos os animais.
A sinalizagdo é iniciada quando os ligantes da via Wnt sdo ligados em um complexo
gue consiste de um receptor da familia frizzled e um membro da familia de receptores
lipidicos de baixa densidade®. A principal molécula da cascata é a proteina B-catenina
citoplasmatica cuja estabilidade é regulada pelo chamado “complexo de destrui¢do””632,

As proteinas Wnt desempenham um papel importante na embriogénese e
maturagao dos tecidos. Elas atuam como ligantes dos componentes da familia frizzled
que sdo receptores celulares trans-membranas. Uma vez ligados a esses receptores, as
proteinas Wnt podem ativar duas vias distintas de sinalizagdo celular: a via canonica e
a via ndo-canodnica. Varias proteinas estdo envolvidas nas duas vias''732,

Avia de sinalizacdo Wnt, frequentemente, esta envolvida na carcinogénese gastrica
e varias proteinas dessa via podem estar mutadas ou expressas atipicamente em tecido
tumoral gastrico. No entanto, o envolvimento e os mecanismos da via Wnt no inicio
do cancer gastrico nao estdo totalmente compreendidos como no cancer colorretal®3,

Um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa sugeriu que a via Wnt/B-catenina

Ocarcinoma gastrico tem alta incidéncia global e baixa sobrevida média
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pode estar envolvida na carcinogénese gastrica. Lins et al.(2016)%
analisaram as expressoes da E-caderina, 3-catenina, APC, TCF-4
e survivinaem tecidos de cancer gastrico porimunoistoquimica
e verificaram a relacdo entre a expressdo das proteinas e a
idade dos pacientes e os aspectos anatomopatoldgicos do
carcinoma gastrico como localizacdo, classificacdo de Lauren
e grau de infiltracdo tumoral na parede gastrica.

Para identificar outras proteinas davia Wnt nessas mesmas
amostras, propusemos como objetivo deste trabalho estudar
duas proteinas da via ndo candnica (Wnt-5a, FZD5) e seis da
via candnica (GSK3B, axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e myc)
e relacionarmos as suas expressdes com as caracteristicas
epidemioldgicas e anatomopatoldgicas da amostra do tumor.

METODO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP) aprovou o protocolo do estudo (Registro
no 1.128.919 / 2015).

Casuistica

Um total de 72 amostras de carcinoma gastrico primario
(GCQ) foi coletado de pacientes submetidos a resseccdo cirdrgica
radical no Departamento de Cirurgia Geral da Faculdade de
Medicina do ABC (SP) de janeiro de 2007 a dezembro de 2010.
Os prontuarios dos pacientes foram revisados para determinar
a idade, género, localizagdo anatdmica, tamanho do tumor,
grau histoldgico e presenca ou auséncia de invasao linfatica,
vascular ou neural. Os critérios de inclusdo foram pacientes
com idade superior a 18 anos, de ambos os géneros, que
haviam sido submetidos a gastrectomia curativa ou paliativa,
sem radioterapia ou quimioterapia neoadjuvante, com exame
histoldgico confirmando adenocarcinoma gastrico.

Construcao de TMA

Blocos de TMA, também chamados de bloco receptor,
foram construidos no laboratério do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
usando os blocos de parafina contendo o tecido do cancer
gastrico do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina do ABC. As areas representativas dos 72 carcinomas
coradas com H&E foram selecionadas por um patologista. A
area selecionada foi marcada no respectivo bloco de parafina.
Um nucleo cilindrico foi criado no bloco receptor usando o
equipamento Beecher™ (Beecher Instruments, Silver Spring,
MD, EUA). Um cilindro de 1 mm de tecido foi extraido da area
selecionada do bloco doador e foi transferido para o nucleo
do bloco receptor. Novas posi¢des centrais foram criadas no
bloco receptor, separadas por fracées de 1 mm, de tal forma
que uma colecdo de amostras de tecido foi criada seguindo
o arranjo matricial.

Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada no Laboratério de
Patologia Molecular Experimental | do Departamento de Patologia
para avaliar a expressdo das proteinas Wnt-5a, FZD5, GSK3B,
axina, CK1, ubiquitina, ciclina D1 e c-myc, segundo Gomes et
al. (2011)"3; da Silva et al. (2013)°,

Seccbes de 3 um obtidas a partir dos blocos de TMA foram
montadas em laminas revestidas com 3-aminopropilotrimetoxi-
silano (Sigma), desparafinadas em xileno e reidratadas através
do etanol e 4gua. Para a recuperagdo antigénica, as laminas
foram colocadas em tampao citrato 0,01M pH 6,0 e aquecidas
em vapor por 30 min. A atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada pelaincubacdo das seccdes em solugao de perdxido
de hidrogénio a 3% por 20 min em temperatura ambiente.
Apds estes procedimentos, as sec¢des foram incubadas com
Wnt-5a (AF645) (1: 100) e FZD5 (AF1617) (R & D Systems, Inc,
Minneapolis, MN, EUA), GSK3 (sc-9166) (1: 200); Axin (sc-14029)

e

(1: 100); CK1 (sc-74582) (1: 100); Ciclina D1 (sc-8396) (1: 100);
c-myc (sc-40) (1: 1000) e ubiquitina (sc-8017) (1: 150) adquirida
da Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) a 4° C durante
16-18 h. As secces foram lavadas com PBS e incubadas com o
sistema LSAB+HRP (Biotinylated Link Universal) (estreptavidina-
HRP) (Dako North America Inc.) durante 30 min. Finalmente, a
coloragao foi realizada utilizando o substrato cromogénico Liquid
DAB+(Dako North America, Inc.), ligeiramente contrastado com
hematoxilina de Harris e as laminas montadas com Entellan
(Sigma). Controles positivos e negativos foram incluidos para
serem processados simultaneamente. O controle positivo foi
representado pelo tecido de adenocarcinoma do célon; o
negativo eliminando-se o anticorpo primario.

Interpretacao dos resultados da reacao

Os padrdes de coloracdo (membrana, citoplasma, nucleo)
foram analisados de acordo com os critérios de distribuicdo
e intensidade de coloracdo. Esta andlise foi semiquantitativa.
Um sistema de pontuagdo numérica com duas categorias foi
utilizado para avaliar a expressdo protéica. A intensidade da
coloragédo foi classificada como negativa (0 ponto), fraca (1
ponto), moderada (2 pontos) e forte (3 pontos). A extensao da
area de imunocoloracao positiva foi classificada em menos de
10% (0 ponto), 11-25% (1 ponto), 26-50% (2 pontos) e acima de
50% (3 pontos). A intensidade da reacdo foi multiplicada pela
extensdo da coloracdo e os resultados foram categorizados em
escore de 0 a 9. As reacOes com escore >4 foram consideradas
positivas e as <4 negativas®32. Para avaliar a expressdo das
proteinas foi utilizado o microscépio Eclipse 80i-Nikon. Areas
representativas do tecido de adenocarcinoma gastrico foram
capturadas usando camera Sony com aumento de 400X.

Andlise estatistica

Aanalise descritiva das varidveis qualitativas foi realizada
pela distribuicdo da frequéncia absoluta (N) e frequéncia
relativa (%). A comparagdo entre a expressdo de cada proteina
foi realizada pelo teste exato de Fisher e o valor de p<0,05 foi
considerado significativo.

RESULTADOS

Os dados clinicopatoldgicos dos pacientes com cancer
gastrico estdo resumidos na Tabela 1. Quarenta e cinco eram
homens e 25 mulheres com idade média de 65 anos. Quarenta
e seis tumores eram da regido proximal e 39 maiores que 5
c¢m. Nenhuma margem cirdrgica comprometida foi observada
em 63 casos. Invasdo venosa foi identificada em 23 pacientes
e linfatica em 39. A invasao perineural esteve presente em
43 pacientes. Em 38 os tumores foram moderadamente ou
bem diferenciados e a classificacdo de Lauren incluiu 49
adenocarcinomas intestinais e 21 adenocarcinomas difusos. O
estadiamento TNM mostrou que mais de 50% dos pacientes
estavam em estagio avangado da doenca.

A Figura 1 mostra fotomicrografia dos resultados
imunoistoquimicos das proteinas Wnt-5a, FZD5, GSK3, Axin,
Ubiquitina, Ciclina D1, c-myce CK1em tecidos de adenocarcinoma
gastrico.

A Tabela 2 mostra a presenca ou auséncia das proteinas
Wnt-5a, FZD5, GSK3p, Axina, CK1, Ubiquitina, CiclinaD1 e c-myc
em tecidos de adenocarcinoma gastrico. Nenhuma proteina
estudada mostrou marcacdo de membrana.

Houve diferencas significativas para a expressao de ubiquitina
no citoplasma e nucleo para tumores moderadamente e bem
diferenciados (p=0,03) e para aqueles do tipo intestinal da
classificagdo de Lauren (p=0,03). A expressao negativa da proteina
c-myc no citoplasma foi relacionada aos tumores intestinais de
Lauren (p=0,028, Tabela 3). As expressdes das proteinas GSK3p,
Axina e expressdo nuclear de c-myc ndo foram relacionadas a
nenhuma das variaveis clinicopatolégicas. No entanto, notamos
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que a expressao da proteina Axina no nucleo e no citoplasma
foi maior em tumores moderadamente e bem diferenciados
e aqueles do tipo intestinal de Lauren, mas sem significancia
estatistica. A expressdo positiva de CK1 no citoplasma das
células neoplasicas foi relacionada aos tumores com margens
cirtrgicas livre de envolvimento neoplasico (p=0,03). A expressao
positiva da proteina ciclina D1 foi maior nos tumores dos homens
(p=0,03), mas ndo foi relacionada a nenhuma outra variavel
clinicopatoldgica. Ndo houve relacdo da expressdo positiva ou
negativa das proteinas Wnt-5a e FZD5 no citoplasma ou nucleo
com quaisquer variaveis clinicopatolégicas.

TABELA 1- Dados clinicopatoldgicos dos pacientes com cancer

gastrico
Varidveis  n®%)

> 50 64 (90,3)

Idade s s
Género Masculino 46 (63,9)
Feminino 26 (36,1)
Localizacdo tumoral Distal 26 (36,1)
Proximal 46 (63,9)
>5cm 39 (54,9)
Tamanho do tumor Py ST
; Ausente 63 (90)

Margem comprometida Presente N
Invasdo venosa Ausente 46 (66,7)
Presente 23 (33,3)
Lymphatic invasion Ausente 30 (43,5)
Presente 39 (56,5)
Invasao perineural Ausente 26 (37,7)
Presente 43 (62,3)
Bem/moderado 38 (55,9)
Grau de diferenciagdo . 'Pouco( 30 (44,1)

indiferenciado

0 1(1,4)

1 2(4,2)
T 2 17 (23,6)
3 41 (56,9)
4 10 (13,9)
N 0 24 (34,7)
01/02/2003 46 (65,3)
Intestinal 49 (69,4)
ficach Difuso 21(30,6)
Classificagdo de Lauren 3 ENEEE
4 10 (13,9)
) 0 24 (34,7)
1/2/3 46 (65,3)
Classificacao de Lauren Intestinal 49 (69,4)
Difuso 21 (30,6)

n=ndmero de amostras

TABELA 2 - Dados da imunoistoquimica e patoldgicos

Citoplasma 71 24 (33,8) 47 (66,2)
Wnt-5a Nicleo 72 59(819) 13 (18.1)
FZD5 Citoplasma 72 2 (2,8) 70 (97,2)

Citoplasma 65 64 (98,5) 1(1,5)
e Nucleo 65 65 (100) -

. Citoplasma 67 63 (94) 4 (6)
S Nucleo 67 67 (100) -
K1 Citoplasma 67 58 (86,6) 9 (13,4)

L Citoplasma 67 62 (92,5) 5 (7,5)
s R T 67 62(925) 5 (7,5)
CyclinD1  Nucleo 64  35(64,7) 29 (45, 3)
e Citoplasma 66 16 (24.2) 50 (75.8)

y Nucleo 70 30 (429) 40 (57,1)

n=ndmero de amostras
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TABELA 3 - Resultados da proteina ubiquitina (citoplasma/
nucleo) e c-myc (citoplasma) nas amostras de
adenocarcinoma gastrico

. .. bem/moderado - 35 (100) .
R o.co/indiferenciado 4 (13,8) 25 (36,02) N
Classificacdo de intestinal 1(2) 45(97,8) 003*
Lauren difuse 4(19) 1481
Grau de diferenciacio bem/moderado - 30 (100) 0,04*

< pouco/indiferenciado 4(13,8) 25 (86,02)
Lauren classification intestinal 1(2,.2) 45 (97,8) 0,03*
difuso 4(19) 14 (81)
Margem ausente 6(10,2)  53(89,8) 0,03*
comprometida presente 3(50,0) 3(50,0)

masculino
feminino

15(35,7)
14(63,6)

27(64,3)
8(36,4)

Sexo 0.03

intestinal
difuso

31(67,4) 15(326) 0,03*
19 (95) 1(5)
n=ndmero de amostras; Fisher exact test*=significante

Classificacdo de
Lauren

p=—

FIGURA 1-Resultados imunoistoquimicos das proteinas: A=Wnt-
5a; B=FZD5; C=GSK3p; D=axin; E=ubiquitin;
F=ciclin D1; G=c-myc; H=CK1

DISCUSSAO

AviaWntesta frequentemente envolvida na carcinogénese
gastrica e avia candnica é considerada a maisimportante nesta
carcinogénese. No entanto, a via ndo-canonica também tem
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sido relacionada a génese da neoplasia gastrica>®'832,

A proteina Wnt-5a é considerada inibidora da via de
sinalizacdo candnica e supressora tumoral. No presente estudo,
a expressao positiva de Wnt-5a e FZD5 néo foi relacionada as
variaveis estudadas. Com imunoistoquimicao Kurayoshi et al.
(2006)* mostraram expressao anormal de Wnt-5a em 71 de
237 casos de cancer gastrico. A positividade de Wnt-5a foi
correlacionada aos estagios avangados da neoplasia e com o
pior prognostico dos pacientes. Ara et al. (2016)? avaliaram a
relacdo de Wnt-5a com laminina g2, uma proteina relacionada
a adesdo celular e invasdo neoplasica. Os resultados sugerem
que a proteina Wnt-5a esta envolvida na progressao do
cancer gastrico, um achado similar ao encontrado por outros
autores'™?33 Zhang et al. (2015)** mostraram que a expressao
positiva de Wnt-5a esta relacionada com o melhor prognéstico
do cancer gastrico. Por outro lado, os receptores FZD5 recebem
sinais candnicos e ndo canodnicos, sendo importantes na via
Wnt. No entanto, a proteina FZD5 foi mais relacionada a via
Wnt ndo-canonica®'.

A GSK3 é proteina multifuncional envolvida nas vias
reguladoras de células de mamiferos, incluindo a via Wnt, e faz
parte do complexo de destruicdo da B-catenina. No presente
estudo, identificamos forte expressdo da proteina GSK3p no
nucleo e no citoplasma, mas ndo houve relacdo com as variaveis
epidemioldgicas dos pacientes e anatomopatoldgicas do tumor,
o que também foi observado como tal por outros autores"3,
Choetal.(2010)°analisaram a expressao de GSK3f em 281 casos
de carcinoma gastrico. A expressao positiva desta proteina foi
relacionada aos tumores precoces, sem metastases linfonodais
e sem invasdo angiolinfatica.

A proteina Axin é parte do complexo de destruicdo da
B-catenina e atua como um supressor de tumor. Mutacdes
em genes que sintetizam a Axina estdo relacionadas a génese
do carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma endometrial e
meduloblastoma®2>. Neste estudo, a expressdo da proteina
Axina foi mais intensa no nucleo do que no citoplasma e foi
identificada em 100% dos nucleos das células de carcinoma
gastrico. A expressao citoplasmatica também foi intensa e
predominou em tumores moderadamente ou bem diferenciados
e notipointestinal da classificagdo de Lauren®. Kim et al (2014)%
mostraram que nove dos 45 carcinomas gastricos com instabilidade
de microssatélites (MSI) tinham uma mutacdo frameshift da
AXINAZ2. Pan et al. (2008)?” analisaram 70 carcinomas gastricos
e identificaram 7,1% de mutacdo no gene AXINA e concluiram
que essas mutagdes contribuiram para a carcinogénese gastrica.
Mazzoni e Fearon (2014)* revisaram a importancia da Axina e
suas variantes nos carcinomas gastrointestinais e observaram
que a proteina Axina apresentou expressao fortemente positiva
em células neoplasicas.

A proteina CK1 pode seridentificada na membrana celular,
nucleo ou citoplasma. Sdo conhecidos sete membros da familia
CK1 em humanos. CK1 epsilon foi relacionado a fosforilacdo da
via Wnt. Existem poucos estudos avaliando a expressao da CK1
e sua relagdo com o aparecimento do cancer gastrico. Como
parte do complexo de destruicdo da B-catenina, a expressao
positiva desta proteina sugere que ela possa estar presente
nos estagios iniciais do carcinoma gastrico**'. No presente
estudo, uma forte expressao positiva da CK1 foi observada no
citoplasma das células neoplasicas onde normalmente exerce
sua funcdo e ndo no nucleo.

A ubiquitina é responsavel por rotular a proteina a
ser degradada da cadeia da poliubiquitina. A regulacdo da
concentracdo plasmatica de 3-catenina como um membro da
via Wnt é realizada pelo complexo de destrui¢do juntamente
com a ubiquitina. No presente estudo, a proteina ubiquitina
mostrou forte expressao tanto no nlicleo como no citoplasma.
Tanto no nudcleo quanto no citoplasma, a expressao protéica foi
significativamente maior nos tumores moderadamente ou bem
diferenciados e no tipo intestinal da classificacdo de Lauren®.

Arici et al. (2009)® avaliaram a expressao da proteina

ciclina D1 na mucosa gastrica e no tecido gastrico neoplasico. A
expressao dela foi detectada em 72% das células do carcinoma
gastrico e em 55,8% das células da mucosa gastrica. Tal descoberta
sugere que a expressao da ciclina D1 aparece nas lesdes
gastricas iniciais e tende a permanecer com a progressao do
tumor. Identificamos a expressao positiva da ciclina D1 apenas
no nucleo das células neoplasicas e ndo houve expressao
citoplasmatica desta proteina. Maior nimero de tumores dos
homens apresentou expressao positiva do que os tumores
das mulheres. Apenas a expressao nuclear era esperada tendo
em vista que a ciclina D1 é proteina sintetizada a partir da
estimulagdo de B-catenina no nucleo. Esse achado sugere que
a via Wnt canodnica é ativada.

No presente estudo, a expressdo da proteina c-MYC foi
positiva no citoplasma em 24,2% e no nulcleo em 42,9% dos
casos. A expressao citoplasmatica negativa foi significativamente
mais frequente no tipo intestinal da classificacdo de Lauren®.
Estudos mostraram que a amplificacdo do gene MYC no
cancer gastrico varia de 38,1% a 40%. Khaleghian et al. (2016)"
avaliaram a relacdo da expressao e amplificacdo do gene MYC
com as caracteristicas anatomopatoldgicas e biodemograficas
do carcinoma gastrico. A hibridizacdo in situ foi positiva em
43% e a expressao positiva foi identificada em 14,7% dos casos.
Esses autores identificaram o aumento da expressdo de MYC
em tumores difusos, ao contrario de Calgano et al. (2013)°
que identificaram maior expressdo da proteina MYC no tipo
intestinal da classificacdo de Lauren®. Além disso, nenhuma
diferenca foi encontrada na expressdo da proteina MYC em
relacdo aos estagios do tumor. Liu et al (2014)?* verificaram
a presenca da expressao positiva da proteina MYC em 66,3%
dos tumores gastricos.

CONCLUSAO

Arelacdo da expressao das proteinas da via canonica com
as variaveis epidemioldgicas e tumorais sugere sua participacdo
na carcinogénese gastrica. Por outro lado, a auséncia da relagdo
das expressdes das proteinas da via ndo-candnica sugere sua
ndo participacdo na carcinogénese gastrica.
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