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RESUMO

Introducdo: O cancer gastrico € um dos tumores malignos mais comuns e a segunda
causa de morte associada ao cancer no mundo. Objetivo: Avaliar a imunoexpres-
sao de Smac/DIABLO, AIF, citocromo c e caspase-3 clivada em carcinomas gastricos
e verificar suas correlagdes com parametros clinicos e morfoldgicos. Metodologia:
Arranjo tecidual de matriz foi construido a partir de 87 amostras teciduais em blocos
de parafina contendo amostras teciduais de carcinoma gastrico e mucosa gastrica
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adjacente ndo tumoral de 87 amostras controle. Os achados de imuno-histoquimi-
ca foram correlacionados com os parametros clinicos e histolégicos dos pacientes.
Resultados: O experimento teve a participacao de 56,8% dos pacientes no estudo
do sexo masculino, e 78.1% com idade superior a 50 anos. Os linfonodos estiveram
comprometidos em 72.4% dos casos, sendo o carcinoma gastrico do tipo intestinal
0 mais verificado (67.8%). Houve um predominio de canceres com mais de 3 cm de
tamanho (75.9%). Diferenca estatistica significativa foi observada para a associa-
cao Smac/DIABLO e localizacao do cancer no antro (p=0.049), citocromo c com o
carcinoma gastrico do tipo difuso (p=0.018), e caspase-3 clivada com o carcinoma
gastrico do tipo difuso (p=0.049). Conclusdo: Foi observada uma associagdo entre
a expressao de Smac/DIABLO com a localizacdo do cancer no antro, citocromo c e
caspase 3 clivada com o tipo histoldgico do tipo difuso.

Palavras-chave: Cancer; apoptose; imuno-histoquimica; adenocarcinoma gastrico.

ABSTRACT

Introduction: The gastric cancer is one of the most common malignant tumors
and the second leading cause of cancer-related deaths in world. Objective: To
analyze the immunoexpression of Smac/DIABLO, AIF, cytochrome c and cleaved
caspase-3 in gastric cancer and verify their correlations with clinical and morpho-
logical parameters. Methods: A tissue microarray paraffin block was constructed
using gastric carcinoma tissue and adjacent normal adjacent mucosa from 87
patients. These results are associated with clinical and histological parameters.
Results: The experiment had the participation of 56,8% of patients in the stu-
dy were male and 78.1% older than 50 years. Lymph nodes were compromised
in 72.4% of cases, gastric carcinoma of intestinal type as found (67.8%). There
was a predominance of cancers larger than 3 cm in size (75.9%). Statistically
significant differences were observed for the association Smac/DIABLO and loca-
tion of the tumor in antrum (p=0.049), cytochrome ¢ with gastric carcinoma of
the diffuse type (p=0.018), and cleaved caspase-3 with gastric carcinoma of the
diffuse type (p=0.049). Conclusion: Was observed an association between the
expressions of Smac/DIABLO with cancer localization, cytochrome ¢ and cleaved
caspase-3 with diffuse histological type.

Keywords: Cancer; apoptosis; immuno-histochemical; gastric adenocarcinoma.

1. INTRODUCAO

O carcinoma gastrico é a segunda maior causa de dbitos relacionados ao cancer no
mundo, com significado epidemioldgico na Asia, leste Europeu e América Latina 123,
Apesar das diferengas de incidéncia e dos programas de deteccdo precoce entre o
Oriente e o Ocidente, a sobrevida em 5 anos é de 30% nos paises desenvolvidos e
de 20% nos paises em desenvolvimento 4.
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Histologicamente o carcinoma gastrico é dividido em duas variantes, do tipo intes-
tinal e do tipo difuso. O carcinoma do tipo intestinal € acompanhado de formacao
papilar ou componente sélido °, ao passo que o carcinoma do tipo difuso é consti-
tuido por células em anel de sinete, caracterizadas por alteracao da relagao nucleo
citoplasma, hipercromasia nuclear, muco intracitoplasmatico e nucléolo evidente °.

A apoptose € um mecanismo fisiolégico de morte celular que se encontra alterado
no processo de tumorogénese, e trés vias de sinalizacdo estao correlacionadas com
a apoptose; a via extrinseca, via intrinseca, e a via ativada pelo fator de inducao de
apoptose (AIF) 7. Na via ativada pelo AIF ocorre liberacdo de fatores apoptogénicos
como o AIF, citocromo c e Smac/DIABLO (second mithocondria-derived activator of
caspases/Direct IAP-Binding Protein with Low pI) 8. O AIF é uma proteina mitocon-
drial que se translocado para o nucleo e inicia a condensacao da cromatina e frag-
mentacdo do DNA 7. O citocromo c é translocado da membrana mitocondrial para o
citoplasma, liga-se a protease ativadora do fator 1 (APAF-1) formando um complexo
citosdélico que converte a pré-caspase 9 em caspase 9, que ativa as caspases
efetoras 3 e 7 °.

Smac/DIABLO tem um efeito pré-apoptoético no citoplasma mediado por sua inte-
racdo com proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) e liberacdo de caspases *°.

O objetivo deste trabalho foi avaliar por imuno-histoquimica a expressdao de Smac/
DIABLO, AIF, citocromo c e caspase-3 clivada no carcinoma gastrico e correlacionar
estes parametros com as variaveis clinicas dos pacientes e morfoldgicas dos tumores
na busca de novos marcadores prognosticos e potenciais alvos terapéuticos.

2. METODOLOGIA

2.1 Pacientes

Foram preparadas laminas de arranjo tecidual em matriz (ATM) a partir de 87
amostras teciduais em blocos de parafina obtidos do Departamento de Patologia da
UNIFESP/EPM. As amostras de adenocarcinoma gastrico foram obtidas de pacientes
atendidos no ambulatério de Gastro-Oncologia da Disciplina de Gastroenterologia
da UNIFESP/EPM, no periodo de janeiro/2000 a maio/2005 que ndo apresentavam
historia prévia de radioterapia ou quimioterapia. Como controle foram avaliadas
87 amostras de mucosas gastricas morfologicamente normais, provenientes da
margem adjacente dos adenocarcinomas dos mesmos pacientes. Os dados clinicos
foram coletados dos prontuarios dos pacientes. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UNIFESP-EPM (CEP: 0129/10).
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2.2 Construcao do Arranjo Tecidual em Matriz

Para a confeccao do Arranjo Tecidual em Matriz (ATM) os blocos com material
embebido em parafina, os cortes histoldgicos foram corados por hematoxilina e
eosina (H/E), para a selecdao da area representativa do tumor. Os blocos foram
puncionados, sendo removidos fragmentos com 1.0 mm de diametro para a
confeccdo de dois blocos receptores. No primeiro foram incluidos 49 cilindros
(adenocarcinoma gastrico + mucosa normal) e no segundo bloco foram incluidos
38 cilindros (adenocarcinoma gastrico + mucosa normal). Os blocos foram colo-
cados na estufa a 35°C por 15 minutos para permitir a aderéncia entre a parafina
do bloco e os cilindros. Apds a aderéncia, os blocos receptores foram retirados da
estufa e cortados com espessura de 4 micrométros. Para manter a aderéncia, as
laminas foram submetidas a luz ultravioleta por 15 minutos, colocadas em solugao
solvente TPC por 15 minutos e armazenadas a -20°C.

2.3 Imuno-histoquimica

Para a realizacdao da imuno-histoquimica, as laminas foram tratadas com
3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma, Co-USA-A3648) e mantidos em estufa a 60°C
por 12 horas. A seguir realizou-se a desparafinizagdao das laminas em xilol, hidra-
tacdo com etanol 95% e lavadas em agua corrente. A recuperacao antigénica
foi realizada em panela de vapor utilizando tampao citrato, pH 6.0, 95°C por 45
minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado através da aplicacao
de peréxido de hidrogénio 3%, seguido de lavagem em agua corrente e tampao
PBS-BSA 1%, pH 7.4. O blogueio de proteinas foi realizado através da aplicacdo de
PBS-leite molico desnatado 3% durante 30 minutos.

A incubacdo com o anticorpo primario (anti-Smac/Diablo diluicdo 1:200, Cell
Signalling; anti-AIF diluicao 1:300, Santa Cruz; anti-citocromo c, diluicao 1:500,
Santa Cruz; e anti-caspase-3 clivada, diluicao 1:100, Calbiochem) foi realizada
depois da diluicao do anticorpo em tampao PBS-BSA 1%, em camara Umida a 4°C
por 18 horas.

As laminas foram lavadas em tampao PBS e incubadas com o anticorpo secun-
dario biotinilado (Kit Advance-DAKO, Denmark) em camara Umida a temperatura
ambiente por 15 minutos, e depois lavadas duas vezes com tampao PBS. A seguir
foi realizada a incubagdao com o complexo streptavidina-biotina (Kit Advance-
DAKO, Denmark) em camara umida a temperatura ambiente por 15 minutos
seguido de lavagem em tampao PBS.

As laminas foram reveladas com substrato cromégeno (3°3 - diaminobenzidine
- Sigma Co-USA- DS637) e agua oxigenada 1% em tampao PBS pH 7.4 por 5
minutos a 37°C, e lavadas em agua destilada. A contra-coloracao foi realizada
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com Hematoxilina de Harris por 30 segundos, seguida de lavagem em agua desti-
lada. As laminas foram submetidas a desidratacdo em 3 banhos com etanol 95%
e depois submetidas a 2 banhos de xilol para diafanizacao.

As laminas foram montadas com laminula utilizando resina Entellan (Sigma
Co-USA), identificadas e visualizadas em microscépio dptico (Zeiss).

A positividade foi considerada pela formacao de cor marrom-acastanhada na
area nuclear (caspase-3 clivada) e citoplasma (Smac/DIABLO, AIF e citocromo c)
(Figura 1). Como controle negativo foi omitido o anticorpo primario.

Figura 1 - Fotomicrografia de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (A) e do
tipo difuso (B) corados por Hematoxilina-Eosina (H/E). Imunohistoquimica de Smac/
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DIABLO em adenocarcinoma gastrico (C); Smac/DIABLO em mucosa gastrica ndo
tumoral (D); AIF em adenocarcinoma gastrico (E); AIF em mucosa gastrica ndo
tumoral (F); citocromo c em adenocarcinoma gastrico (G); citocromo c em mucosa
gastrica ndo tumoral (H); caspase 3 clivada em adenocarcinoma gastrico (I);
caspase-3 clivada em mucosa gastrica ndo tumoral (J). Aumento de 400x.

Smac/DIABLO, citocromo c e AIF foram analisados semiquantitativamente utili-
zando o sistema de escore, baseado na intensidade da reagao e extensao da
coloracao. A intensidade da reacao foi classificada em escala de 0 a 3 (0O=nega-
tivo; 1=fraco; 2=moderado; 3=forte). A extensdo da area positiva foi classifi-
cada em escala de 0 a 3 (0=0 a 10% das células neoplasicas coradas; 1=11 até
25%; 2=26 até 50%; e 3 acima de 51% das células neoplasicas coradas). O
escore para cada reacao foi realizado multiplicando-se a intensidade da coloracao
pela extensao da coloracao. As reacdoes com escore maior ou igual a 4 foram
consideradas positivas, e com escore menor que 4 negativas. Caspase-3 clivada
foi determinada através do numero total de células coradas positivas por 200
células analisadas, sendo considerado positivo quando presentes no minimo 10%
de células marcadas.

2.4 Analise estatistica

As comparacgdes entre o tecido tumoral e normal, niumero de células positivas e
negativas para as variaveis quantitativas foram realizadas pelo teste T-Student
pareado e para as comparagoes qualitativas, foi utilizado o teste de McNemar. A
associacao entre os achados imuno-histoquimicos (Smac/DIABLO, AIF, citocromo
c e caspase-3 clivada) tumoral e de mucosa gastrica nao tumoral foi avaliada
pela correlacdo de Pearson. Os achados imuno-histoquimicos foram associados as
variaveis clinicas dos pacientes e morfologicas do tumor pela Analise de Variancia
(ANOVA) considerando a idade como covariavel. A curva de sobrevida e os achados
imuno-histoquimicos foram calculados pelo método de Kaplan-Meier. As diferencas
foram consideradas positivas quando p<0.05.

3. RESULTADOS

Neste estudo, 59.6% dos pacientes eram do sexo masculino e 78.1% apresen-
taram idade superior a 50 anos. Margem cirlrgica comprometida foi encontrada
em 10.3% das amostras tumorais e linfonodos infiltrados por células tumorais
em 72.4% das amostras. Oitenta e cinco por cento dos pacientes apresentou
doenca avancada e 13 pacientes estavam vivos durante o periodo de estudo. A
maior parte dos pacientes do sexo masculino apresentou idade entre 50 e 69
anos, e as mulheres idade entre 60 e 79 anos (Tabela 1). Em relagao ao tipo
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histoldgico, o adenocarcinoma do tipo intestinal foi mais freqliente entre os
homens com idade entre 50 e 69 anos, e o tipo difuso em mulheres entre 40 e
49 anos (Figura 2).

Tabela 1 - Varidveis clinicas dos pacientes com adenocarcinoma gastrico.
n=numero de casos.

Parimetros Clinicos n (%)
Sexo Masculino 51 (58.6%)
Feminino 36 (41.4%)
Idade =50 anos 19 (21.8%)
=30 anos 68 (7E€.1%)
Margem Cinirgica Livre 78 (89.7%)
Comprometida 9 (10.3%)
Linfonodos Metistase 63 (72.4%)
Comprometidos

Livre 24 (27.6%)
Estadiamento Clinico I 13 (14.9%)
IT 15 (17.2%)
T 58 (66.7%)

IAY 1(1.1%)
Seguimento Vivo com doenca 13 (14.9%)

64 (73.6%)
10 (11.5%)

Morte por cincer

Perdido seguimento

MASCULING
Il - Difuso {29,4%)
I - Intestinal (70,6%)

FEMINING
B - Difuso {36,1%)
B - Intestinal (63,9%)
25-39 anos -

40-49 anos -

H50-59 anos -

S0-69 anos -

FO-79 anos -

BO-BOY anos -

30% 20% 10% 0% 10% 20% 30%

difuso - idade meédia 61,0 * 15,53 anos

intestinal - idade media 61,4 * 12,91 anos

Figura 2 - Distribuicdo dos pacientes com adenocarcinoma gastrico por faixa etaria,
género e tipo histolégico.
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Adenocarcinoma do tipo intestinal foi observado em 67.8% dos casos, com 43.7%
localizados no antro gastrico. Houve predominio de tumores com tamanho maior
gue 3 centimetros (75.9%), e mais de 70% dos pacientes morreu apds 24 meses
do diagndstico (Tabela 2).

Tabela 2 - Varidveis morfoldgicas do adenocarcinoma gastrico e tempo de segui-

mento dos pacientes. n=nUmero de casos.

Adenocarcinoma Parimetros Morfolégicos n (%)
gistrico
Intestinal 59 (67.8%)
Difuso 28 (32.2%)
Localizacio Cardia 29 (33.3%)
Antro 38 (43.7%)
Corpo 20 (23%)
Tamanho <3 cm 21 (24.1%)
=3 cm 66 (75.9%)
Tempo de Segnimento n (%)

0.1 — 6 meses
6.1 — 12 meses
12.1 — 24 meses
24,1 — 48 meses
= 48 meses
Sem seguimento

21 (26.9%)
10 (12.8 %)
22 (28.2%)
12 (15.4%)
13 (16.7%)
9 (10.34%)

A Tabela 3 apresenta a freqiéncia de marcacao de Smac/DIABLO, AIF, citocromo
c e caspase-3 clivada nos ATM de adenocarcinoma gastrico e mucosa gastrica nao
tumoral. Marcacao positiva para citocromo c foi observada em 68.9% das amos-
tras tumorais e 54.4% na mucosa gastrica ndo tumoral.

Tabela 3 - Freqiéncia de expressdao de Smac/DIABLO, AIF, citocromo c, e
caspase-3 clivada em amostras teciduais de adenocarcinoma gastrica e mucosa
gastrica ndo tumoral.

n Negativo n (%) Positivo n {%0)
Adenocarcinoma gastrico
Smac/DIABLO 81 44 (54.4%) 37 (45.6%)
ATF 84 533 (63.2%) 31 (36.9%)
Citocromo ¢ 87 27 (30.9%) 60 (68.9%%)
Caspase 3 clivada 87 66 (75.9%) 21 (24.1%)
Mucosa nio tumoral
Smac/DIABLO 79 42 (53.2%) 37 (46.8%)
ATF 79 43 (54.6%) 36 (45.6%)
Citocromo ¢ 81 37 (45.6%) 44 (54 4%)
Caspase 3 clivada 87 84 (96.6%) 3(3.4%)
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A expressao de Smac/DIABLO foi associada a tumores localizados no antro
(p=0.049) (Tabela 4), mas a expressao de AIF nao esteve correlacionada com os
parametros clinicos dos pacientes e morfoldgicos do tumor (Tabela 5). Foi verifi-
cada uma correlacao positiva para o citocromo c e adenocarcinoma do tipo difuso
(p=0.018) (Tabela 6).

Tabela 4 - Expressao de Smac/DIABLO em amostras teciduais de adenocarci-
nomas gastrica e mucosa gastrica ndo tumoral associada aos dados clinicos dos
pacientes e morfolégicos do tumor. * p<0.05 teste de McNemar.

Adenocarcinoma gastrico Mucosa gastrica nio
tumoral
Media (dp) n p Media (dp) n p
Sexo
Masculino 4.2(3.02) 48 0.676 3.7(3.30) 47 0.939
Feminino 4.0(3.41) 33 3.8 (3.58) 32
Estagio clinico
I 4.4(3.73) 12 5.1(3.65) 12
II 43(3.67) 14 0.740 37347 14 0.162
IIT 4.0 (2.96) 33 35330 a2
IV 6 0
Adenocarcinoma
Difuso 36(3.55) 24 0.234 4.3 (3.35) 23 0.432
Intestinal 4.4 (3.00) 57 3.5(3.32) 54
Localizacio
Cardia 4.0(3.19) 25 37(337) 27
Antro 340279 36 0.049%  356(3.45) 36 0.777
Corpo 3.7 (3.36) 20 43 (3.48) 16
Tamanho do
Tumor
“dcm 3.3(3.09) 20 0.392 3.002.37) 19 0.133
=3 cm 4.3(3.19) 61 4.0 (3.60) 60
Cirurgia
Total 4.4(3.09) 39 0.963 34 (3.60) 36 0.449
Parcial 3.9(3.25) 42 4.0(3.23) 43
Margem Cirargica
Livre 4.3 (3.20) 73 0.392 39(3.39) 70 0.321
Comprometida 3.0(2.78) 2 2.3 (3.2%8) 0
Linfonodos
Metastase 4.1(3.01) S5E 0.733 39(348) 57 0.209
Comprometidos 4.103.600 23 3.4 (3.26) 22
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Tabela 5 - Expressdo de AIF em amostras teciduais de adenocarcinomas gastrica
e mucosa gastrica ndo tumoral associada aos dados clinicos dos pacientes e
morfoldgicos do tumor.

Adenocarcinoma gastrico Mucosa gastrica ndo tumoral

Media (dp) n p Media(dp) n p
SeX0
Masculino 3.2(3.800 30 0.573 36(3.78) 48 0.602
Feminino 3.1(3.67) 34 4.1 {4.00) 31
Estagio clinico
I 220347 13 370429 12
II 3.1 (430 14 0089 39(3.90) 13 0877
III 29354 36 38380 51
IV 4
Adenocarcinoma
Difuso 23339 25 0.303 42 (3.81) 23 0.622
Intestinal 34 (3.86) 39 3.6(3.87) 34
Localizacido
Cardia 2.3(3.54 28 40(4.15) 26
Antro 3.6 (3.88) 36 0.571 390370 33 0706
Corpo 3.3(3.7%) 20 3.3 (3.66) 18
Tamanho do
Tumor
<l cm 3.7 (4.000 20 0.632 35(3.75) 19 0.689
=3 cm 3.0 (3.66) 64 3.9 (3.39) &0
Cirurgia
Total 2.8(3.539) 40 0.637 38(3.7%) 33 0209
Parcial 3.3 (3.86) 44 3.8 (3.94) 46
Margem Cirirgica
Livre 3.0 (3.66) 75 0.200 3.7(3.85) i 0695
Comprometida 430427 9 4.5(3.93) 3
Linfonodos
Metastase 29(3.58) &0 0.3093 39(3.87) li 0.734
Comprometidos 32414 24 3.5 (3.81) 23
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Tabela 6 - Expressdao de citocromo c¢c em amostras teciduais de adenocarci-
nomas gastrica e mucosa gastrica ndao tumoral associada aos dados clinicos dos
pacientes e morfoldgicos do tumor. *p<0.05 teste T Student.

Adenocarcinoma Eésrﬁm Mucosa Eéstrica nao tumoral

Meédia (dp) n P Media (dp) n P
Sexo
Masculino 3.6(3.33) 51 0964 4.5 (3.66) 49 0.656
Feminino 5.7(3.68) 36 4.3 (3.95) 32
Estagio clinico
I 48344 13 3.9(448) 13
IT 5.6(4.03) 13 0735 5.7(327) 13 0319
III 6.0 (3.28) S8 4.2(3.72) 52
IV 1 7
Adenocarcinoma
Difuso 45(3.71) 28 0.018*% 4.7(3.83) 27 0.858
Intestinal 6.2 (3.21) 59 43 (3.74) 54
Localizacio
Cardia 3.3 (3.65) 20 3.5(3.5T) 37
Antro 58(3.57) 38 0757 4 8 (3.86) 33 0.324
Corpo 6.0 (3.04) 20 50(3.77) 19
Tamanho do
Tumor
<3 cm 33(3.44) 21 0.246 3.8(3.38) 20 0.321
=3 cm 3R (3.48) 66 4.7(3.72 61
Cirurgia
Total 63(3.11) 40 0.154 41(3.81) 36 0283
Parcial 3.1 (3.68) 47 4.7(3.73 43
Margem
Cimirgica
Livre 5.6(3.49) T8 0.707 43(3.73 13 0.256
Comprometida 6.2 (3.31) 9 5.8 (3.99) 8
Linfonodos
Metastase 53.7(3.48) 63 0292 4.6(3.73 57 0.696
Comprometidos 3.6 (3.34) 24 4.1(3.88) 24

A Tabela 7 apresenta a expressao da caspase-3 clivada no adenocarcinomas
gastrico e na mucosa gastrica ndo tumoral associada aos dados clinicos dos
pacientes e morfoldgicos do tumor. Tumores do tipo difuso apresentaram maior
contagem de células marcadas para caspase-3 clivada (p=0.049).
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Tabela 7 - Expressao de caspase-3 clivada em amostras teciduais de adenocar-
cinomas gastrico e mucosa gastrica ndao tumoral associada aos dados clinicos dos
pacientes e morfoldgicos do tumor.

Adenocarcinoma gastrico, *p<0.05 teste T-Student; **p<0.05, teste de McNemar.

Adenocarcinoma gﬁstricn Mucosa Eistrica nio tumoral

Meédia (dp) n p Meédia (dp) n P
Sexo
Masculino 13.9{16.54) 51 0.230 23(7.30y 51 0.379
Feminino 10.1{14.17) 36 1.2{4.39) 36
Estagio clinico
I 9.3(12.38) 13 33(11.30) 13
I 12.7{14 81 13 (.833 49(10.15) 13 0.041%*
I 12.9(16.73) 58 0.7 (2.48) 38
IV 1 1
Adenocarcinoma
Difuso 1.6(13.93) 23 0.049% 2.0(7.81) 23 0.803
Intestinal 14.6{15.99) 59 1.8(3.77) 59
Localizacdo
Cardia 13.3 {1620 29 1.1{3.14 29
Antro 10.4(14.03) 33 0.746 2.1(8.31) 33 0.806
Corpo 14.6 (17900 20 2.7(6.12) 20
Tamanho do
Tumor
=3 cm 12.8(17.700 21 0.690 2.1(8.93) 21 neio
=3 cm 12.2{15.05) 66 18{(552) (i11]
Cirurgia
Total 14.1(15.58) 40 0.601 1.8(3.7%) 40 0.753
Parcial 10.8 (15.66) 47 1.9 (7.05) 47
Margem Cimrgica
Livre 11.7(14.78) 78 0219 2.0(6.78) 78 0.802
Comprometida 17.9(21.97) ] 0.7 (1.66) ]
Linfonodos
Metastase 12.3(15.18) 63 0874 1.7(3.34) 63 0.o09
Comprometidos 12.3{17.07) 24 23(8.3D) 24

Algumas amostras sofreram perda tecidual apds o processo de recuperagao anti-
génica, por isso em algumas laminas houve discrepancia do numero de casos
analisados (Tabela 3, 4, 5 e 6) em relagao ao numero total de pacientes (n=87).

A figura 3 apresenta a curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com
adenocarcinoma gastrico, onde ndo foi verificada nenhuma associagdao entre
a sobrevida dos pacientes e a expressao de Smac/DIABLO, AIF, citocromo c e
caspase-3 clivada.
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Figura 3 - Curva de sobrevida de pacientes com adenocarcinoma gastrico.

Curva de Sobrevida Global de Kaplan-Meier dos pacientes com adenocarcinomas
gastrico em relagao a (A); Smac/DIABLO (B); AIF (C); citocromo c (D); e caspase-3
clivada (E).

4. DISCUSSAO

Neste estudo foi observada uma associacao entre a expressao de Smac/DIABLO
com a localizacdo do cancer gastrico no antro, e citocromo c e caspase-3 clivada
com o tipo histoldgico do tipo difuso. Nao foi verificada nenhuma associacdo entre
Smac/DIABLO, AIF, citocromo c e caspase-3 clivada com a sobrevida dos pacientes.

O carcinoma gastrico é a segunda maior causa de dbitos relacionados ao cancer no
mundo, 123 e no Brasil € o quarto cancer mais prevalente no sexo masculino e o
sexto no sexo feminino. O progndstico e tratamento do carcinoma gastrico normal-
mente é definido pela sua localizacao, estadiamento e linfonodos acometidos .
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Os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico incluem a infecgao
pelo Helicobacter pylori 12, idade avancada, em especial em pacientes do sexo
masculino '3, dieta rica em sal e pobre em fibras vegetais !4, tabagismo '°, gastrite
cronica atrofica ‘¢, metaplasia intestinal da mucosa gastrica 7, pélipo adenomatoso
gastrico '8, gastrite hipertréfica gigante '°, e polipose adenomatosa familiar 2°.

Até o momento nao existem marcadores tumorais de progndstico e/ou conduta
terapéutica bem estabelecidos para o tratamento do cancer gastrico. A Unica
possibilidade de melhora significativa na sobrevida dos pacientes ocorre quando
o cancer é diagnosticado em fases iniciais ?!. Uma vez que pacientes com cancer
gastrico em estdgios iniciais sao assintomaticos, o diagndstico é realizado tardia-
mente na grande maioria dos casos %2. Assim, a maior possibilidade de cura destes
pacientes reside na resseccao tumoral em casos onde nao ocorre disseminagao
para orgaos distantes 23,

O tipo histolégico mais comum observado em pacientes com cancer gastrico é o
adenocarcinoma (mais de 90% dos casos), seguido do linfoma, sarcomas, tumores
estromais gastrointestinais e tumores neuroendocrinos 4.

O adenocarcinoma gastrico apresenta dois tipos morfoldgicos, denominados intes-
tinal e difuso. O tipo intestinal normalmente surge a partir de células mucosas
gastricas que sofreram metaplasia intestinal 2°, ao passo que o tipo difuso tem
origem a partir de células mucosas gastricas nativas 26. A amplificacdao de HER-2
27 @ a expressao aumentada de B-catenina 28 estao presentes em 20 a 30% dos
casos de adenocarcinoma tipo intestinal. Mutagdes que envolvem a E-caderina
estao presentes em 50% dos adenocarcinomas tipo difuso 2°, e mutagdes no gene
que codifica o receptor 2 do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR2) estao
presentes em 30% dos adenocarcinomas tipo difuso 3°.

Em nosso estudo o adenocarcinoma gastrico esteve presente em 58.6% dos
pacientes do sexo masculino, e a idade de acometimento foi de 29 a 85 anos, com
média de 62 anos, cuja prevaléncia é descrita com maior frequéncia em pacientes
do sexo masculino e com idade mais avancada % 3.

O cancer gastrico tem seu progndstico e tratamento definidos pela localizacgao,
estadiamento e numero de linfonodos acometidos. Sua localizacdao envolve ou ndo
a juncao esofagogastrica, que em alguns casos pode invadir o duodeno. Mais de
50% dos pacientes com cancer gastrico inicial podem ser curados quando o cancer
é totalmente removido cirurgicamente 3!, Verificamos que 46% dos pacientes
foram submetidos a gastrectomia total, 54% a gastrectomia parcial e 90% apre-
sentaram margem livre de células cancerosas. Setenta e dois, ponto quatro por
cento (72.4%) dos pacientes apresentaram linfonodos comprometidos, o que
dificulta o sucesso terapéutico e aumenta a chance de recidiva pds-tratamento.
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Uma parcela significativa de pacientes com linfonodos comprometidos por células
cancerosas e que sofreram gastrectomia total !, apresentam sobrevida reduzida
32,33, fato verificado nos pacientes em nosso estudo, onde 85% deles apresentaram
estagio clinico avancado, e no final do estudo trés quartos dos pacientes morreu
pela evolucao da doenca.

Conforme a classificagao histoldgica de Lauren %34, verificamos em nossos pacientes
que 32.2% apresentaram adenocarcinoma tipo difuso e 67.8% do tipo intestinal.
LAZAR e colaboradores 3? descreveram uma maior porcentagem de pacientes
acometidos pelo tipo intestinal (62.3%), embora outros autores descrevam uma
menor prevaléncia deste tipo histoldgico 3. O adenocarcinoma gastrico do tipo
difuso é mais freqliente em mulheres e jovens, apresentando pior prognostico. Ja
o tipo intestinal acomete com maior freqliéncia individuos do sexo masculino e é
menos agressivo que o tipo difuso 36 37,

Buscamos investigar potenciais marcadores de prognodstico e alvos terapéuticos
através da avaliacdo imuno-histoquimica de moléculas envolvidas com o processo
de apoptose. Constatamos que a marcagao para Smac/DIABLO esteve presente
em 45.6% dos adenocarcinomas gastricos e 46.8% dos tecidos nao tumorais
adjacentes. Smac/DIABLO nao esteve associada as variaveis clinicas e mucosa
gastrica ndo tumoral, porém esteve associada em tumores com localizagdo no
antro. Segundo a curva de sobrevida Kaplan-Meier e expressao de Smac/DIABLO,
50% dos pacientes foram a 6bito em 25 meses.

Smac/DIABLO é uma proteina pré-apoptotica liberada juntamente com o citocromo
c da mitocondria para o citosol ativando a caspase 3, que atua como um inibidor
da proteina inibidora de apoptose (IAP). Alta expressdao de Smac/DIABLO foi
observada em até 70% das amostras de adenocarcinoma gastrico 3, e diferentes
tipos de cancer humanos nao expressam Smac/DIABLO, sugerindo que a falta da
expressao desta proteina nas células cancerosas possa inibir a apoptose 10 39,

Os carcinomas gastricos apresentam uma expressao maior de Smac/DIABLO em
comparagao com a mucosa gastrica nao-neoplasica sem apresentarem correlagao
clinica estatisticamente significativa 4°; e mutagdes no gene que codifica a proteina
Smac/DIABLO ndo é um achado frequente .

A expressao de Smac/DIABLO por Real-Time PCR esteve correlacionada com esta-
gios avancados e achados clinicopatoldgicos de carcinoma gastrico 3%, e 0 aumento
da expressao de Smac/DIABLO por imuno-histoquimica em adenocarcinomas
gastricos e colorretais ndo apresentou correlagcdo com parametros clinicos dos
pacientes ou morfoldgicos do cancer “2.
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A survivina € um membro da familia de proteinas inibidoras da apoptose antago-
nizada por Smac/DIABLO. O aumento da expressao de Smac/DIABLO, survivina
e da proteina 1 de cadeia leve associada a microtubulos (LC3), um marcador de
autofagia, esta correlacionada com o surgimento do carcinoma colorretal, mas nao
do carcinoma gastrico “2. Outro trabalho relata a importancia da proteina Smac/
DIABLO e da proteina inibidora da apoptose Livin/BIRC7 no controle da progressao
do carcinoma gastrico. Foi verificado que tanto a expressdao quanto a correlagao
de Livin/BIRC7 e Smac/DIABLO variam conforme o tipo histoldgico e estagio do
cancer. O aumento da expressao de Livin/BIRC7 esta correlacionada com um maior
grau de indiferenciacao celular e surgimento de metastases 3.

SHIBATA e colaboladores avaliaram a expressao do fator regulador da apoptose,
x-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), Smac/DIABLO e XIAP-associated fator 1
(XAF1) no adenocarcinoma gastrico. Foi verificado que o aumento na proporgao
XIAP/XAF1 e uma alteracao na expressao de splice alternativo de XAF1 conferem
maior resisténcia a apoptose 4.

Em nosso estudo o fator indutor de apoptose (AIF) foi observado em 36.9%
dos adenocarcinomas gastricos e em 45.6% das amostras de mucosa
gastrica nao tumoral. Nao houve nenhuma associacao entre AIF, variaveis
clinicas, morfoldgicas do tumor e mucosa gastrica ndo tumoral ou com a
curva de sobrevida Kaplan-Meier tanto para o tecido tumoral quanto para o
tecido gastrico nao tumoral.

O AIF é uma flavoproteina oxidorredutora NADH-dependente localizado no
interior das mitocondrias, que apds estimulo apoptoético sofre protedlise e
se transloca para o nucleo, onde inicia a condensacao da cromatina nuclear
e degradacao do DNA #°. LEE e colaboradores #¢ verificaram a expressao
citoplasmatica desta proteina em 73% dos carcinomas gastricos do tipo
intestinal e em 65% do tipo difuso. JEONG e colaboradores 4’ verificaram
gue 100% dos adenocarcinomas de célon e 80.5% das células normais do
tecido tumoral adjacente apresentam expressao de AIF. Nenhuma corre-
lacdo clinica foi estabelecida a partir destes estudos.

Verificamos a presencga do citocromo ¢ em 68.9% dos adenocarcinomas
gastricos e em 54.4% das amostras de mucosa gastrica nao tumoral, nao
apresentando correlacdao com as variaveis clinicas ou curva de Kaplan-Meier.
O citocromo c apresentou maior expressao no adenocarcinoma gastrico tipo
difuso, sugerindo que sua presenca pode ser utilizada como fator de mau
prognostico. O citocromo ¢ atua como um transportador moével da cadeia
de transporte de elétrons e na sua auséncia o fluxo de elétrons é interrom-
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pido, juntamente com a sintese de DNA. Durante a apoptose o citocromo ¢
é liberado da mitocondria e interage com APAF1 que ativa a pro-caspase 9 e
subsequentemente a cascata apoptotica 8.

A apoptose de células da linhagem tumoral HGC-27 estd associada com
diferentes graus de expressao de APAF-1, citocromo c e caspase 3 #°; e 0
celecoxib *° e oridonin >! influenciam a expressao do citocromo c e sobrevida
de células cancerosas.

A caspase 3 é uma caspase executora clivada pelas caspases 8 € 9 quando
sinalizadas pelas vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose, respectiva-
mente 2.

Verificamos por marcagao imuno-histoquimica expressao de caspase-3 clivada
em 24.1% dos adenocarcinomas gastricos e em 3.4% das amostras de tecido
gastrico nao tumoral. Em nosso estudo sua expressao esteve aumentada no
carcinoma gastrico tipo difuso. Em outros estudos, a expressao da caspase
clivada-3 foi descrita em 33.7% dos adenocarcinomas gastricos, em 8.3% das
amostras de mucosa adjacente >3, em 79.8% das amostras de tecido tumoral
e em 36.9% das amostras de mucosa gastrica nao tumoral adjacente 4. A
expressao de caspase-3 é considerada um fator de mau progndstico no cancer
gastrico avancado %°.

Outros marcadores de progndstico vém sendo avaliados no cancer gastrico,
porém sem representacdo patognomomica como o carbono anidrase IX (CAIX)
6, caderina E 7, caspase 3 clivada e Smac/DIABLO °8, Ki-67 5° %0, caspase-3 e
p53 ¢, e HER-2 ©1,

A despeito da paucidade de marcadores de progndstico no cancer gastrico, a
inducdo da apoptose em ensaios pré-clinicos envolvendo a participacao do cito-
cromo c e caspase 3 é descrita para potenciais agentes antineoplasicos como a
capasaicina (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-6-nonenamide) 62, citotoxina vacuoli-
zante (VacA) 3, acetato de sodio ¢4, 3-bromopiruvato e citrato de sddio ¢, dioscina
66, e ziyuglucoside II 7.

5. CONCLUSAO

Foi verificada uma associagao entre a expressao das proteinas Smac/DIABLO com
a localizacao do carcinoma gastrico no antro, e citocromo c e caspase-3 clivada
com o adenocarcinoma gastrico do tipo difuso. Ndo foi verificada nenhuma asso-
ciacao destas proteinas com o tempo de sobrevida dos pacientes. Dessa forma,
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sugerimos que a expressao destas proteinas no adenocarcinoma gastrico tipo
difuso pode ser utilizado como fator progndstico e potenciais alvos de terapias
antitumorais dirigidas.
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