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RESUMO - Racional: O cancer gastrico encontra-se entre as principais neoplasias malignas do mundo
sendo o quinto mais incidente e o terceiro em relacdo ao indice de mortalidade. Acredita-se que a
via Wnt/betacatenina esteja ativada em 30-50% desses tumores, porém a desregulacdo dela ainda
ndo estad completamente esclarecida. Objetivo: Avaliar a imunoexpressao das proteinas E-caderina,
betacatenina, APC, TCF-4 e survivina em tecidos de adenocarcinoma gastrico e correlaciona-las com
as variaveis clinicas dos doentes e anatomopatolégicas do tumor. Método: Foram coletados os
dados clinicos e anatomopatoldgicos dos prontuarios de 71 doentes com adenocarcinoma gastrico
submetidos a gastrectomia. O material obtido na operacao foi submetido a analise imunoistoquimica
e a frequéncia da expressdo de cada proteina pdde ser analisada de acordo com a sua localizacdo
na célula e relacionada com as varidveis clinicopatologicas. Resultados: A graduagdo percentualda
expressdo e da localizacdo das proteinas foi a sequinte: E-caderina em 3% na membrana; betacatenina
em 23,4% no citoplasma e 3,1% no nucleo; APC em 94,6% no citoplasma; TCF-4 em19,4% no nucleo;
e survivina em 93,9% no nucleo. Houve relacdo entre expressao da proteina E-caderina com a
idade mais avancada (p=0,007); betacatenina com tumores <5 cm de didametro (p=0,041);APC com
tumores proximais (p=0,047); e TCF-4 com tipo difuso da classificacdo de Lauren (p=0,017) e com
o grau de penetracao tumoral (p=0,002). Conclusdo: A via Wnt/betacatenina ndo est4 envolvida na
carcinogénese gastrica. Porém, a frequéncia elevada de survivina permite sugerir que outras vias
sinalizadoras devam estar envolvidas na transformagao do tecido gastrico.

ABSTRACT - Background: Gastric cancer is the fifth most frequent cancer and the third most
common cause of cancer-related deaths worldwide.lIt has been reported that Wnt/ betacatenin
pathway is activated in 30-50% of these tumors. However,the deregulation of this pathway
has not been fully elucidated. Aim: To determine the expression of E-cadherin, betacatenin,
APC, TCF-4 and survivin proteins in gastric adenocarcinoma tissues and correlate with clinical
and pathological parameters. Method: Seventy-one patients with gastric adenocarcinoma
undergoing gastrectomy were enrolled. The expression of E-cadherin, betacatenin, APC, TCF-
4 and survivin proteins was detected by immunohistochemistryand related to the clinical
and pathological parameters. Results: The expression rates of E-cadherin in the membrane
was 3%; betacatenin in the cytoplasm and nucleus were 23,4% and 3,1% respectively; APC
in the cytoplasm was 94,6%; TCF-4 in the nucleus was 19,4%; and survivin in the nucleus
93,9%. The expression rate of E-cadherin was correlated with older patients (p=0,007),
while betacatenin with tumors <5 cm (p=0,041) and APC with proximal tumors (p=0,047).
Moreover, the expression of TCF-4 was significantly higher in the diffuse type (p=0,017) and T4
tumors (p=0,002).Conclusion: The Wnt/betacatenin is not involved in gastric carcinogenesis.
However, the high frequency of survivin allows to suggest that other signaling pathways must
be involved in the transformation of gastric tissue.

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

INTRODUCAO

mundo e ocupa a quinta posicdo em relagdo aincidéncia e a terceiraemrelagdo

ao indice de mortalidade. Mais de 70% dos casos ocorreram em paises em
desenvolvimento e as estimativas brasileiras para o ano de 2016 realizadas pelo Instituto
Nacional do Cancer sdo de 20.520 novos casos™.

A resseccao cirdrgica é o tratamento curativo de escolha; porém, aproximadamente
75% dos doentes diagnosticados com CG apresentam doenca em estadio avangado,
necessitando além de tratamento cirdrgico do uso de quimioterapicos®. Apesar das recentes
aquisicoes nos métodos diagndsticos, nas técnicas operatdrias e nos avangos no tratamento
radioquimioterapico e terapia focal, os indices de recorréncia seguem elevados em torno
de 50% dos casos’®. Além disso, o prognostico doss doentes com CG avangado segue ruim
com sobrevida média de 12 meses nos paises ocidentais®.

A melhor compreensdo sobre os mecanismos patogénicos e as diferentes vias de
sinalizagdo é fundamental para melhoria dos métodos diagndsticos, tratamentos e progndstico
do CG. A progressdao em doenca invasiva ocorre por um processo complexo multifatorial
devido alteracbes genéticas e epigenéticas que acometem diversas vias de sinalizacdo,

Océncer gastrico (CG) encontra-se entre as principais neoplasias malignas do
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dentre elas a via Wnt/betacatenina™.

Avia Wnt é complexa envolvida tanto no desenvolvimento
embrionario e nos mecanismos de homeostase de células adultas
guanto no processo de tumorigénese®. Sua atividade depende da
concentragao citoplasmatica da betacatenina que normalmente se
mantém baixa devido a sua degradagdo mediada pelo complexo
multiprotéico de destruicdo formado pela axina, adenomatose
polipose coli (APC), glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK
2beta) e caseina quinase 1 (CK 1)". Além disso, a betacatenina
é também detectada na membrana da célula ligada a proteina
transmembrana E-caderina, formando um complexo responsavel
pela adesdo célula/célula nos tecidos epiteliais'. Sabe-se que a
perda na expressdo da E-caderina é responsavel pelo aumento
da migracdo celular favorecendo o surgimento de metastases®.

A ativacdo da via ocorre com a ligacdo da proteina Wnt ao
complexo composto pelo receptor Frizzled e pelos correceptores Low
Density Lipoprotein Receptor-Related Protein (Fzd/LRP) iniciando
a cascata de sinalizacdo atraindo as proteinas disheveled e axina
para a membrana desconfigurando o complexo de destruicdo.
Comisso a betacatenina nao fosforilada se acumula no citoplasma,
transloca para o nucleo e se liga ao complexo proteico T cell
factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) iniciando a transcricdo
de genes alvos, dentre eles a survivina®.

Diversos estudos mostram que a sinalizagdo aberrante davia
Wnt é responsavel pelo desenvolvimento de diversas neoplasias,
dentre elas o0 CG*"%. O acimulo de betacatenina no nucleo, visto
em 50% dos casos é um importante marcador da ativacdo desta
via®. Entretanto, os mecanismos que promovem a desregulacdo
davia Wnt no CG ainda ndo estdo completamente esclarecidos™.

Para estudarainfluéncia davia Wnt no CG, tem este trabalho
o objetivo de avaliar aimunoexpressao das proteinas E-caderina,
betacatenina, APC, TCF-4 e survivinaem tecidos de adenocarcinoma
gastrico e correlaciona-las com as variaveis clinicas dos doentes
e as anatomopatoldgicas do tumor.

METODOS

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil
sob o nimero 834.176.

Pacientes

Foram selecionados 74 doentes com diagndstico de
adenocarcinoma gastrico operados no Servico de Cirurgia do
Aparelho Digestivo da Faculdade de Medicina do ABC (Santo
André, SP), no periodo de janeiro de 2007 até dezembro de 2010.
Os prontuarios foram revisados para o levantamento dos dados
clinicos (idade e género) e anatomopatoldgicos (localizagédo e
tamanho do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo tumoral,
grau de penetragdo tumoral - pT, acometimento linfonodal -
pN e invasao vascular, linfatica e/ou perineural). Os critérios de
inclusdo foram doentes com idade igual ou maior a 18 anos,
de ambos os géneros, com o diagnostico histopatoldgico de
adenocarcinoma gastrico ressecado com intencdo curativa ou
paliativa e ndo submetidos ao tratamento neoadjuvante com
radioterapia e/ou quimioterapia. Foram excluidos trés cujos blocos
de parafina continham tecidos em condi¢es inadequadas para
o processamento de andlise histopatoldgica e imunoistoquimica.

Construcao do TMA (Tissue Microarray)

Foi realizada a confeccdo do bloco de TMA, também
chamado de bloco receptor, no Laboratério do Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. Para isso, foram utilizados os blocos de parafina
contendo o tecido de adenocarcinoma gastrico. Esses blocos,
também chamados de blocos doadores, foram selecionados do
arquivo de blocos do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina do ABC.

Inicialmente, foram obtidos cortes histologicos de 4
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mm de cada bloco doador que, apds serem corados por H&E,
foram analisados por um patologista que selecionou uma area
representativa do tumor que foi marcada no “bloco doador”
com caneta de marcacao permanente e que serviu de guia para
apuncao e retirada dos fragmentos tumorais. Apds a marcagao,
utilizando o equipamento BeecherT (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, USA), cada bloco doador foi puncionado para aretirada
de um fragmento cilindrico medindo 1,0 mm de diametro que
foi transferido para o bloco receptor. Foi entdo confeccionado
um Unico bloco receptor e como controle de localizagéo foi
adicionado uma amostra de tecido renal.

Imunoistoquimica

Foi realizada no Laboratério de Patologia Molecular
Experimental | do Departamento de Patologia da UNIFESP/EPM
para a avaliacdo da imunoexpressao das proteinas E-caderina,
betacatenina, APC, TCF-4 e survivina.

Secc¢des convencionais de 3 um foram obtidas dos blocos
de TMA e montadas em laminas pré-tratadas com 3-aminopropyl-
silano (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA). As sec¢des
foram desparafinizadas de acordo com a seguinte sequéncia:
trés banhos sucessivos de 10 min cada em xilol; dois banhos
em éalcool absoluto com 5 min cada, finalizando-se com uma
lavagem em dgua corrente. A recuperacgao antigénica foi realizada
colocando-se as laminas em tampéo citrato 0,01 M, pH 6,0
e aquecida em panela a vapor durante 30 min. A peroxidase
endogena foi bloqueada pela utilizagdo de perdxido de hidrogénio
a 3% em quatro banhos sucessivos de 5 min cada, perfazendo
um tempo total de 20 min. A cada etapa do procedimento
houve uma lavagem das laminas com PBS (tampao fosfato
pH 7,4). As seccbes foram incubadas com E-caderina (H-108
sc-7870, diluicdo 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA); betacatenina (E5 sc-7963, diluicdo 1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); APC (C-20 sc-896, diluicao
1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); TCF-4
(H-125 sc-13027, diluicdo 1:100, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA); e survivina (FL-142 sc-10811, diluicao
1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) por
16-18 h em camara Umida a 40 °C. Apos término do periodo de
incubacéo, as seccoes foram lavadas com PBS (trés banhos de 5
min cada) e incubadas com o anticorpo secundario biotinilado
e estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit LSAB+ System-HRP,
Dako, Glostrup, DEN), em etapas de 30 min cada.

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

O padrao de positividade para E-caderina (membrana e
citoplasma) betacatenina (membrana, citoplasma, nucleo), APC
(citoplasma e nucleo), TCF-4 (citoplasma e nucleo), survivina
(citoplasma e nucleo) foram anotados. Como controle positivo
das reacdes foi utilizado corte histoldgico de adenocarcinoma de
cdélon comprovadamente positivo para as proteinas estudadas.

Interpretacao dos resultados das reacoes

A avaliacdo das reaces foi realizada por dois pesquisadores
independentes e cegados quanto as caracteristicas clinicas dos
doentes e aspectos morfoldgicos dos tumores. Foi realizado um
consenso quando resultados divergiam entre os pesquisadores. A
analise foi semiquantitativa e os resultados foram categorizados de
acordo com aintensidade das reacdes e a extensao da coloracao. A
intensidade da reacdo foi classificada como negativa (0 ponto), fraca
(1 ponto), moderada (2 pontos) e forte (3 pontos). A extensdo da
area positiva de imunocoloragao foi classificada emmenos de 10% (0
ponto), de 11-25% (1 ponto), de 26-50% (2 pontos) e acima de 50%
(3 pontos). A intensidade da reacao foi multiplicada pela extensdo
da coloracdo e os resultados categorizados em escores de 0 a 9.
As reacdes com escore maior ou igual que 4 foram consideradas
como positivas e as com escore menor que 4 negativas.
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Andlise estatistica

Andlise descritiva das variaveis qualitativas foi feita pela
distribuicdo de frequéncia absoluta (n) e relativa (%) e das
variaveis quantitativas por média, desvio-padrdo (dp), e dos
valores minimo e maximo. Para avaliacdo da média de idade
dos doentes foi utilizado o teste Mann-Whitney. A comparagéo
entre aimunoexpressao (positiva ou negativa) de cada marcador
(E-caderina, betacatenina, APC, TCF-4 e survivina) de acordo
com o local analisado (membrana, citoplasma e/ou nucleo)
e as variaveis clinicas dos doentes e morfoldgicas do tumor
foi avaliada pelo teste exato de Fisher. O risco de expressao
positiva de cada marcador na membrana, no citoplasma e/ou
no nucleo, em cada variavel clinica do paciente e morfologica do
tumor foi avaliada pelo odds-ratio. Em todas as comparagoes,
considerou-se como significante as probabilidades associadas
aos testes menores que 0,05.

RESULTADOS

Dos 71 doentes com adenocarcinoma gastrico analisados,
64,8% eram homens e 60,6% tinham idade superior a 60 anos.

As variaveis morfologicas dos adenocarcinomas gastricos
sdo mostradas na Tabela 1. Verificou-se que 63,4% dos tumores
se localizavam na regido proximal e que 54,3% das neoplasias
apresentavam diametro maior que 5 cm. Em relacdo ao grau
de diferenciacgdo celular, 55,9% eram bem ou moderadamente
diferenciados, 69% eram do tipo intestinal e a presenca de
invasdo venosa, linfatica e perineural foi encontrada em 33,3%,
56,5% e 62,3% dos casos, respectivamente.

TABELA 1 - Varidveis morfoldgicas do adenocarcinoma gastrico

Parametros morfolégicos n (%)
LeeiacEs Distal 26 (36,6)
< Proximal 45 (63,4)
Didmetro <5cm 32 (45,7)
>5cm 38 (54.3)

I Intestinal 49 (69)
Classificagao de Lauren Difuso 22 (31)
Grau de diferenciacio Moderado + bem diferenciado 38 (55,9)
¢ Pouco + indiferenciado 30 (44,1)
0+1+2 20 (28,1)
pT 3 41 (57,7)
4 10 (14,1)
N 0 25 (35,2)
P 142+3 46 (64,8)
- Ausente 46 (66,7)
Invasao vascular Presente 23 (33.3)
o ras Ausente 30 (43,5)
Invaséo linfatica PrEzerTe 39 (56,5)
- Ausente 26 (37,7)
Invasao neural e 43 (62.3)

n =nUmero de casos

Afrequéncia daimunoexpressdo das proteinas estudadas
foi: E-caderina em 3% na membrana; betacatenina em 29,7%
na membrana, 23,4% no citoplasma e 3,17% no nucleo; APC em
94,6% no citoplasma; TCF-4 em 19,4% no nucleo); e survivina
em 93,9% no nucleo (Tabela 2).

A relacdo entre os parametros clinicopatolégicos e
imunoexpressao positiva das proteinas esta exposta na Tabela
3. Em relagdo a expressdo da betacatenina na membrana,
notou-se numero maior de mulheres no grupo dos tumores
com positividade para a betacatenina do que quando a
expressdo da betacatenina foi negativa (p=0,024). No grupo
de tumores betacatenina positivo, observou-se 3,78 vezes
mais chance destes tumores acometerem mulheres do que
homens (p=0,018 [1,23 -11,65]). Quanto a expressdo da
betacatenina no citoplasma, observou-se nimero maior
de tumores <5 cm no grupo com expressdo positiva de
betacatenina do que no grupo com expressao negativa
(p=0,041). Analisando apenas o grupo de tumores com
expressao positiva de betacatenina, observou-se 3,65 vezes

GASTRICO: IMPLICACOES CLINICA E PATOLOGICA

mais chance destes tumores serem <5 cm do que >5 cm
(p=0,034[1,07-12,42]). No nucleo, ndo foi observada nenhuma
associac¢do significante entre a betacatenina e as variaveis
clinicopatoldgicas analisadas. Sobre a APC no citoplasma,
notou-se que todos os tumores proximais apresentaram
sua expressdo positiva (p=0,047). Em relacdo a TCF-4 no
nucleo, observou-se associacdo da sua expressao positiva
com o grau de penetragdo tumoral na parede gastrica (pT,
p=0,002), e 0s tumores com expressao positiva apresentaram
12 vezes mais chance de serem pT4 (p=0,003 [1,79-80,61])
e 10,50 vezes mais de serem do grupo pT0+1+2 (p=0,002
[1,91-57,59]) do que serem pT3. Além disso, notou-se a
associacdo com os tumores do tipo difuso (p=0,017) e os
tumores com expressao positiva de TCF-4, apresentaram5,05
vezes mais chance de serem do tipo difuso de Lauren do
que do tipo intestinal (p=0,009 [1,40-10,14]). Por fim, pode-
se considerar que houve tendéncia da associagdo entre a
expressao positiva da survivina e os tumores do tipo intestinal
de Lauren (p=0,091), pois os tumores com expressdo positiva
da survivina no nucleo e/ou citoplasma, apresentaram 7,33
vezes mais chance de serem do tipo intestinal de Lauren do
que difuso (p= 0,050 [0,71 a 75,27]).

TABELA 2 - Frequéncia daimunoexpressao positiva ou negativa
das proteinas E-caderina, betacatenina, APC, TCF-4
e survivina nos tecidos de adenocarcinoma gastrico

Proteinas Negativo n (%) Positivo n (%)

E-caderina Membrana 64 (97) 2 (3)

Citoplasma 24 (36,4) 42 (63,6)

Membrana 45 (70,3) 19 (29,7)

Betacatenina Citoplasma 49 (76,6) 15 (23,4)
Nucleo 62 (96,9) 2 (3,1

APC Citoplasma 3(51) 56 (94,6)

Nucleo 6 (10,2) 53 (89,8%)

TCE-4 Citoplasma 50 (74,6) 17 (25,4)

Nucleo 54 (80,6) 13 (19,4)

.. Citoplasma 4 (6,1) 62 (93,9)

ST Nucleo 4(6,1) 62 (93,9)

n= nUmero de casos

DISCUSSAO

No presente estudo encontrou-se a expressao positiva da
E-caderina na membrana em apenas 3% dos casos sem relagéo
com os parametros analisados. Este resultado é inferior ao descrito
na literatura que varia entre 32-60,9% e demonstra relacdo com
os tumores de alto grau e com acometimento linfonodal'®2°.
Entretanto, no citoplasma, evidenciou-se a E-caderina expressa
positivamente em 63,6% dos casos. Dessa forma, uma hipotese
que pode justificar essa diferenca é que a maioria desses estudos
realizou analise conjunta da expressdo da E-caderinana membrana
e no citoplasma.

Apesar da baixa prevaléncia da E-caderina na membrana,
encontrou-se a presenca da betacatenina namembranaem 29,7%
dos casos sendo mais prevalente no género feminino. Grabsch
et al. relataram a presenca da betacatenina em 13,5% dos casos
e perceberam associacdo de 93,2% entre a auséncia simultanea
da betacatenina e da E-caderina na membrana. Ja Guerfali et al.
encontraram prevaléncia de 61,3% e relataram que os casos em
que havia a perda da expressdo namembrana da betacateninaeda
E-caderina estavam associados aos tumores pouco diferenciados.

No citoplasma, encontrou-se a expressdo positiva da
betacatenina e da APCem 23,4% e 94% dos casos respectivamente.
A betacatenina teve relacdo com os tumores menores que 5 cm
e todos os tumores proximais apresentaram expressao positiva
da APC. O resultado obtido em relacdo a APC foi maior do que o
encontrado por Ayed-Guerfali et al. (68,7%) que diferentemente,
ndo mostrou nenhuma relacdo com os dados clinicopatoldgicos
por eles estudados. O achado da presente casuistica sugere que a
expressdo da proteina APC ndo estaria envolvida na carcinogénese
do CG, pois provavelmente sua funcdo estaria preservada néo
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TABELA 3 - Relacdo entre os parametros clinicopatoldgicos e imunoexpressao positiva da E-caderina, betacatenina, APC, TCF-4

e survivina nos pacientes com CG

Pardmetros E-Cad. Betacat.
Memb.n(%) Memb.n (%)

Masculino 0 (0) 8 (42,1)

Género Feminino 2 (100) 11(57,9)
Valor de p * 0,098 0,024

<60 0 (0) 8 (42,1)

Idade (anos) >60 2 (100) 11 (57,9)
Valor de p** 0,515 0,574

Distal 0 (0) 6 (31,6)

Localizacao Proximal 2 (100) 13 (68,4)
Valor de p* 0,530 0,778
<5 2 (100) 9 (50)
Tamanho (cm) >5 0 (0) 9 (50)
Valor de p* 0,195 0,576

Intestinal 2 (100) 7 (36,8)

Classif.Lauren Difuso 0 (0) 12 63,2)
Valor de p* 1,000 0,564

Mod-Bem 2 (100) 13 (76,5)

Grau Diferenciacdo  Pouco-ind. 0 (0) 4 (23,5)
Valor de p* 0,492 0,085

0+1+2 0 (0) 6 (31,6)

T 3 2 (100) 11 (57,9)

p 4 0 (0) 2 (10,5)
Valor de p* 1,000 0,544

0 0 (0) 7 (36,8)

pN 1+2+3 2 (100) 12 63,2)
Valor de p* 1,000 0,564

Ausente 1 (50) 13 (72,2)

Invasdo vascular Presente 1 (50) 5(27,8)
Valor de p* 1,000 0,561
Ausente 1 (50) 9 (50)
Invasao linfatica Presente 1 (50) 9 (50)
Valor de p* 1,000 0,265
Ausente 0 (0) 9 (50)
Invasao neural Presente 2 (100) 9 (50)
Valor de p* 0,542 0,265

Betacat. Betacat. APC Citopl. TCF-4 Survivina
Citopl.n(%) Nucleo n(%) n(%) Nucleo n(%) Nucleo n(%)
7 (46,7) 1 (50%) 37 (66,1) 11 (84,6) 41 (66,1)
8 (53,3) 1 (50%) 19 (33,9) 2 (15,4) 21 (33,9
0,098 1,000 1,000 0,192 0,606
6 (40) 0 (0) 18 (32,1) 7 (53,8) 23 (37,1)
9 (60) 2 (100) 38 (67,9) 6 (46,2) 39 (62,9)
0,764 0,532 0,263 0,209 0,292
3 (20) 0 (0%) 19 (33,9) 6 (46,2) 22 (35,5)
12 (80) 2 (100%) 37 (66,1) 7 (53,8) 40 (64,5)
0,220 0,532 0,047 0,521 0,618
10 (66,7) 1 (50%) 23 (41,8) 8 (61,5) 29 (47,5)
5(33,3) 1 (50%) 32 (58,2) 5 (38,5) 32 (52,5)
0,041 1,000 1,000 0,227 0,122
12 (80) 2 (100%) 39 (69,6) 5 (38,5) 44 (71)
3 (20) 0 (0%) 17 (30,4) 8 (61,5) 18 (29)
0,525 1,000 0,287 0,017 0,091
11 (73,3) 2 (100%) 31 (58,5) 6 (46,2) 35 (58,3)
4 (26,7) 0 (0%) 22 (41,5) 7 (53,8) 25 (41,7)
0,230 0,503 0,571 0,365 0,082
5(33.4) 1 (50%) 13 (23,2) 7 (53,9) 16 (25,8)
8 (53,3) 0 (0%) 35 (62,5) 2 (15,4) 36 (58,1)
2 (13,3) 1 (50%) 8 (14,3) 4 (30,8) 10 (16,1)
0,647 0,149 0,335 0,002 1,000
5(33,3) 1 (50%) 19 (33,9) 5 (38,5) 21(33,9)
10 (66,7) 1 (50%) 37 (66,1) 8 (61,5) 41 (66,1)
1,000 0,531 0,287 1,000 0,298
11 (73,3) 2 (100%) 35 (64,8) 8 (61,5) 39 (65)
4 (26,7) 0 (0%) 19 (35,2) 5 (38,5) 21 (35)
0,541 0,535 0,544 0,742 0,614
7 (46,7) 1 (50%) 23 (42,6) 5 (38,5) 24 (40)
8 (53,3) 1 (50%) 31 (57,4) 8 (61,5) 36 (60)
0,548 1,000 0,576 0,759 1,000
6 (40) 1 (50%) 20 (37) 5(38,5) 22 (36,7)
9 (60) 1 (50%) 34 (63) 8 (61,5) 38 (63,3)
1,000 1,000 0,553 1,000 1,000

E-cad.=E-caderina; Betacat.=betacatenina; APC=adenomatous polyposis coli; TCF-4=T-cell factor; Memb.=membrana; Citopl.=citoplasma; n=nimero de casos;
dp=desvio-padrao; Classif.=classificagdo; Mod-Bem=moderado/bem diferenciado; Pouco-ind.=pouco diferenciado/indiferenciado; *=teste exato de Fisher;**=teste

de Mann-Whitney

alterando o funcionamento do complexo de degradacdo, mantendo
assim a betacatenina no citoplasma em niveis fisiologicos.

No nucleo, encontrou-se a expressao da betacatenina em
dois doentes (3,1% dos casos), sem nenhuma relacdo significante
com os parametros analisados, porém eles apresentavam CG do
tipo intestinal pela classificagdo de Lauren. Ayed-Guerfali et al.
obtiveram praticamente a mesma prevaléncia (3,75%), e utilizando
um critério baseado no padrao de expressdo da betacatenina que
considerou anormal os casos em que elando estava expressaou estava
expressa principalmente no nicleo e/ou citoplasma, demonstraram
arelacdo entre o padrao anormal e os doentes nos estadios Ill e IV
e com metastase linfonodal. Miyazawa et al. também encontraram
a expressdo da betacatenina somente nos CG do tipo intestinal e
Grabsch etal.analisando 401 adenocarcinomas gastricos observaram
que 6,5% deles tinham betacatenina fortemente expressa no nticleo
e estavam associados com os CG do tipo intestinal de Lauren.
Entretanto, grande parte dos autores, relataram prevaléncia maior da
betacatenina no CG, como por exemplo Ohene-Abuakwa et al. de
34%, Woo et al. 27%, e Yu etal. 15,1%. A variacdo encontrada entre
os resultados provavelmente ocorre devido aos diferentes métodos
e critérios de andlise utilizados, além da discrepancia existente entre
otamanho amostral de cada estudo. Apesar disso, a maioria desses
estudos pdde demonstrarcorrelagdo entre a expressao celular da
betacatenina e algum parametro clinicopatoldgico, ressaltando a
importancia da betacatenina no processo de tumorigénese do CG.
Entretanto, os mecanismos moleculares subjacentes que conduzem
a ativacdo da via de sinalizagdo mediada pela betacatenina ainda
necessitam ser esclarecidos.

Em relacdo a proteina TCF-4, o presente estudo apresentou
expressao positiva no nlicleo em 19,4% dos casos, valores abaixo
dos relatados por Yu et al. que foram de 86,5% no nucleo. Essa
diferenca provavelmente se justifica pois utilizou-se aqui um
critério mais rigoroso que s6 considerou a expressao positiva
quando o escore obtido pelo produto daintensidade e da areaera
maior ou igual a 4, enquanto estes autores consideraram positiva
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os diferentes de zero. Além disso, observou-se relacdo entre a
expressdo da proteina TCF-4 nuclear com os adenocarcinomas
com grau T4 de penetracdo na parede gastrica e do tipo difuso
de Lauren, enquanto Yu et al. descreveram relacdo com os CG
do tipo intestinal. Sabe-se que o TCF-4 nuclear apresenta papel
fundamental na Ultima etapa da via de sinalizacdo candnica
Wnt ao interagir com a betacatenina nuclear e desencadear a
transcricdo dos genes alvos®. Sendo assim, a baixa frequéncia da
imunoexpressdo positiva no nicleo da TCF-4 e da betacatenina
encontrada na presente casuistica, sugere que a via canonica ndo
estaria envolvida na carcinogénese gastrica.

A survivina consiste num dos alvos genéticos da via Wnt
e tem sua expressdo aumentada pela betacatenina®. Porém, no
presente estudo ndo encontrou-se relagdo entre a expressdo da
survivina e da betacatenina, tanto no nuiicleo quanto no citoplasma.
Na presente série a proteina survivina apresentou imunoexpressao
positiva tanto no nucleo quanto no citoplasma em 93,9% dos
casos, e como em Lu etal.,, mostrou ter relagdo com os tumores do
tipo intestinal de Lauren. Seu mecanismo de regulagdo molecular
ainda ndo estd bem definido e ha controvérsias na literatura
em relacdo a sua expressdo no CG. Song et al. analisaram 157
pacientes com CG no estadio lll e encontraram a survivina expressa
no nucleo em 40,1% dos casos com predominancia dos tumores
maiores que 5 cm. Os doentes com imunoexpressdo negativa
da survivina, apresentaram sobrevivéncia significantemente
maior?. Bury et al. encontraram a survivina expressa em 73,17%
dos doentes e mostraram que os carcinomas sem expresséo de
survivina apresentavam menor incidéncia de metastase a distancia
e sobrevivéncia maior em 1, 2 e 3 anos. Shintani et al. relataram
a presenca de survivina no citoplasma em 35% dos casos e no
nucleo em 49% deles. Além disso, encontraram relacdo entre a
expressao nuclear dasurvivina e os tumores gastricos moderados/
bem diferenciados. Com os resultados encontrados nesse estudo,
pode-se reforcar a importancia da survivina na carcinogénese
do CG e sugerir a possibilidade dela estar sendo estimulada por
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outra via que ndo a Wnt/betacatenina.

Sabe-se que a avaliagdo imunoistoquimica oferece varias
vantagens mas existe consciéncia das limitagdes desta abordagem.
AlteracGes naimunocoloragdo ndo sdo nem totalmente sensiveis
nem especificas para alteracdes na expressao de proteina. Além
disso, aimunoistoquimica ndo fornece informacao direta sobre o
mecanismo preciso da funcdo alterada da proteina. Estudos que
examinem os eventos genéticos e epigenéticos subjacente as
alteracoes e detectados por imunocoloracdo sdo necessarios.
Entretanto, no presente estudo, a baixa frequéncia daimunoexpressdo
positiva da E-caderina namembrana, sem o consequente acimulo
da betacatenina no citoplasma e/ou no nucleo, sugere que o
efeito da proteina E-caderina ndo induz a ativacdo da via Wnt
dependente da betacatenina. Além disso, a alta frequéncia da
imunoexpressao positiva da proteina APC no citoplasma associadaa
baixa frequéncia daimunoexpressao positiva da betacatenina, tanto
no citoplasma quanto no nucleo, sugerem a baixa prevaléncia de
mutacao do gene APC no CG e que adegradacao via ubiquitinacdo
da betacatenina estaria ocorrendo normalmente. Por fim, a alta
frequéncia da imunoexpressao da survivina no nucleo associado
a baixa frequéncia da imunoexpressdo positiva no nucleo da
betacatenina e da TCF-4, sugerem que a via canOnica ndo estaria
ativada no CG, havendo provavelmente uma outra via paralela
sendo responsavel pela produgao da survivina.

Essesresultados poderao contribuir parao melhorentendimento
destavia dessinalizagdo na carcinogénese gastrica e apontar possiveis
alvos, como a diminuicdo da expressao do gene da survivina, para
o desenvolvimento de drogas para o tratamento do CG.

CONCLUSAO

AviaWNT/beta catenina ndo esta envolvida na carcinogénese
gastrica. No entanto, a frequéncia elevada de survivina permite
sugerir que outras vias sinalizadoras devam estar envolvidas
na transformacdo do tecido gastrico.
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