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RESUMO

O adenocarcinoma de estdmago foi a principal causa de morte por neoplasia
maligna no mundo durante grande parte do século XX e atualmente ¢ superado somente
pelas neoplasias epiteliais malignas de pulmdo. Cerca de 750.000 novos casos sdo
diagnosticados anualmente. Apresenta grande variacdo geografica, sendo suas maiores
incidéncias encontradas no Japio, América do Sul, Europa Oriental e Oriente Médio. E
duas vezes mais freqiiente em homens do que em mulheres; ¢ pouco comum antes dos
40 anos e atinge sua maior incidéncia por volta da sétima década de vida. No Brasil as
estimativas para o ano de 2005 apontavam para aproximadamente 23 mil casos novos e
11 mil 6bitos. O Unico tratamento potencialmente curativo ¢ a ressec¢do completa,
macro e microscopica, de toda neoplasia. Mesmo apds gastrectomia curativa, a recidiva,
regional ou a distancia, pode ocorrer em 80% dos casos. Esfor¢os para melhorar estes
resultados tém se focalizado no desenvolvimento de terapias pré e pds-operatorias mais
efetivas. O oncogene pl6 ¢ conhecido por estar implicado na patogénese de muitos
tumores humanos e também na regulacdo do crescimento celular normal, juntamente
com as ciclinas, os complexos tirosinoquinases e os fatores de crescimento e
transformagao tumoral, entre eles o TGF-alfa ¢ beta e os fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF) e seus receptores (PDGFR alfa e beta). A perda de
expressdo do pl6 no adenocarcinoma gastrico tem sido amplamente estudada. O
PDGFR tem sido encontrado ativado e mutado nos tumores géstricos estromais em que
o C-KIT, o marcador mais comumente encontrado, estd em sua forma selvagem. Os
receptores PDGF atuam sobre células de origem estromal e ndo se expressam em
células epiteliais em condicdes fisioldgicas normais. . Isoladamente, o PGDF-beta e o
seu receptor ainda ndo foram objetivamente estudados nem quanto a expressdo nem

quanto a resposta aos inibidores do crescimento celular no tecido géstrico tumoral que
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nao de origem estromal. O objetivo deste estudo foi determinar a expressdao imuno-
histoquimica do pl6 ¢ do PDGFR-beta no adenocarcinoma gastrico. Foram avaliados
no estudo 36 pacientes submetidos a cirurgia por adenocarcinoma de estdmago entre os
anos de 1998 e 2002 no Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. As varidveis
estudadas foram idade, sexo, localizagdo do tumor, tamanho do tumor, nimero de
linfonodos ressecados, numero de linfonodos metastaticos, tipo histoldgico, tipo de
cirurgia e estadiamento patologico (TNM). Nao foi detectada expressao do PDGFR-
beta em nenhuma das laminas estudas. O p16 apresentou expressdo menor que 10% em
89% dos casos e menor que 1% em 78% dos casos. Nao foi detectada correlagdo entre a

perda de expressao do pl6 e as varidveis estudadas.
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ABSTRACT

Gastric adenocarcinoma has been the main cause of cancer death during most of
the twentieth century, now overcame by lung cancer. Annually 750,000 new cases are
diagnosed. Great geographic variations are seen and highest incidences can be found in
Japan, South America, Eastern Europe and Middle East. It is twice as frequent in men as
in women, has o low incidence before the fourth decade with a peak incidence in the
seventh decade. In Brazil 23,000 new cases and 11,000 deaths are estimated to 2005.
Complete resection of all gross and microscopic disease is the only potentially curative
treatment. However, disease recurs in 80% of patients even after curative resection.
Efforts to improve these results concentrate on development of new pre and
postoperative therapies. Oncogene pl6 is implicated in pathogenesis of many human
tumors and even in regulation of normal cellular growth, together with cycline, tyrosine
kinasis and tumoral transforming and growth factors, like TGF-alpha and -beta and
platelet derived growth factors (PDGF) ligands and receptors (alpha and beta). Loss of
p16 has been exhaustively studied.

PDGFR has been found activated and mutated on gastric stromal tumors where
c-KIT, the most commonly marker found, is in wild type. PDGF receptors act over
stromal origin cells and are not expressed in epithelial cells under normal physiologic
conditions. PDGF-beta and its receptor have not been studied concerning expression
and response to cellular growth inhibitors on non-stromal gastric tumors. The aim of
this study has been detect immunohistochemistry expression of pl6 and PDGFR-beta
on gastric adenocarcinoma. Thirty six patients submitted to surgery for gastric
adenocarcinoma among 1998-2002 years at Santa Casa de Porto Alegre Hospital have

been studied. Variables investigated were: age, gender, tumor size and localization,
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number of ressected and metastatic nodes, histological type, surgical resection extension
and pathological staging. No expression of PDGFR-beta has been detected on surgical
specimens. Concerning to pl6, loss of expression lower than 10% and 1% has been
detected respectively on 89% and 79% of the specimens studied. There has been no

correlation among p16 loss and the variables studied.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O adenocarcinoma de estomago foi a principal causa de morte por neoplasia
maligna no mundo durante grande parte do século XX e atualmente ¢ superado somente
pelas neoplasias epiteliais malignas de pulmao. Cerca de 750.000 novos casos sdo
diagnosticados anualmente. Apresenta grande variagdo geografica, sendo suas maiores
incidéncias encontradas no Japio, América do Sul, Europa Oriental e Oriente Médio'.
E duas vezes mais freqiiente em homens do que em mulheres'?; é pouco comum antes
dos 40 anos e atinge sua maior incidéncia por volta da sétima década de vida'.

Embora sua incidéncia venha diminuindo significativamente nas tultimas
décadas, essa diminui¢do limita-se as neoplasias abaixo da cardia, provavelmente em
virtude de alteragdes na dieta e no preparo dos alimentos. Os tumores da jun¢do
esofagogastrica, por sua vez, vém aumentando em freqliéncia. Acredita-se que o
aumento da prevaléncia da obesidade® e do consumo calérico’ sejam os responsaveis
pelo incremento no nimero de neoplasias malignas da jungdo esofagogastrica.

No Brasil as estimativas para o ano de 2005 apontavam para aproximadamente
23 mil casos novos e 11 mil 6bitos’.

Em virtude da escassa sintomatologia nas fases iniciais da doenga, o que
ocasiona o diagndstico tardio, o prognostico do adenocarcinoma de estdmago
permanece ruim, com sobrevida de 5-15% em 5 anos"’. No Japdo, onde a doenca ¢
endémica mas o diagnostico € precoce em virtude da ampla realizagdao de endoscopias, a
sobrevida é de 50% em 5 anos'.

A complexa estrutura da mucosa géstrica torna dificil a classificacdo histologica

do adenocarcinoma gastrico. As classificagdes tradicionais dividem o adenocarcinoma



gastrico em grupos baseados em caracteristicas puramente descritivas, como
diferenciagdo celular, quantidade e tipo de estroma e producao de mucina.

A classificacdo proposta por Lauren,® dividindo os tumores em tipos intestinal e
difuso, ¢ a mais amplamente utilizada em nosso meio. Seus critérios baseiam-se nos
aspectos histolégicos e citoldgicos, na secrecdo de mucina e na forma de crescimento
das células tumorais. Pacientes portadores de tumores do tipo intestinal tém, em geral,
melhor prognostico. O tUnico tratamento potencialmente curativo ¢ a resseccdo
completa, macro e microscopica, de toda neoplasia. Mesmo assim, a recidiva, regional
ou 4 distdncia, pode ocorrer em 80% dos casos.' Esfor¢os para melhorar estes resultados
tém se focalizado no desenvolvimento de terapias pré e pos-operatdrias mais efetivas.

Alteragdes genéticas e do ciclo celular tém sido buscadas na tentativa de elucidar
possiveis implica¢des na etiologia e patogénese deste tumor. Diversos oncogenes foram
identificados no desenvolvimento e progressdo do adenocarcinoma gastrico. O c-met,
que codifica o receptor para o fator de crescimento dos hepatocitos (HGF), esta
freqlientemente amplificado nesta neoplasia, principalmente nas formas avangadas,
ocorrendo boa correlagdo entre a presenca da amplificacdo, o estagio clinico, a presenca
de metastases e o prognostico.” O K-sam, que codifica o receptor para o fator de
crescimento dos queratindcitos, esta amplificado em neoplasias pouco diferenciadas. O
c-erbB2 esta amplificado nas formas bem diferenciadas ¢ relacionado a presenca de
metéastases hepaticas.”' Outros fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformador (TGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), apresentam
freqiientemente expressdo aumentada nos tipos pouco diferenciados.'

Alteragdes em genes supressores tumorais também parecem estar implicadas na
génese do adenocarcinoma gastrico. A inativagdo do p53 ¢ encontrada em mais de 60%

dos tumores gastricos, independentemente do tipo histologico. As mutagdes do gene da



polipose adenomatosa do colon (APC) sdao encontradas em 50% dos adenocarcinomas
bem diferenciados.”'”

Moléculas que regulam a adesdo celular, como a E-caderina, P-caderina e a-
catenina, também t€m a sua expressao diminuida nos adenocarcinomas pouco
diferenciados e na linite plastica.'’

A maioria das células neoplasicas do adenocarcinoma gastrico apresenta
expressao aumentada de ciclina-E e de quinases dependentes de ciclinas (CDKs),
existindo um risco maior de metastatizagdo quando o gene da ciclina-E esta
amplificado. As ciclinas, as CDKs e seus inibidores regulam o crescimento, a
diferenciagio e a morte celular.”"

O oncogene pl6, localizado no cromossomo 9p21-22, ¢ conhecido por estar
implicado na patogénese de muitos tumores humanos e também na regulacdo do
crescimento celular normal, juntamente com as ciclinas, os complexos tirosinoquinases
e os fatores de crescimento ¢ transformagao tumoral, entre cles o TGF-alfa e beta e os
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e seus receptores (PDGFR alfa e
beta). Atualmente, sabe-se que as tirosinoquinases estdo implicadas em varias fases da
oncogénese em diversas neoplasias. Essa regulacdo do processo oncogénico ocorre
devido a ativagdo seqiiencial e ordenada das CDKS, interferindo no crescimento,
diferencia¢do e morte celular. O p16 atua no nucleo celular, inibindo a fosforilagdo do
complexo ciclina D — CDK4. Este complexo ativado permite a fosforilagdo da proteina
Rb (pRb) e, assim, a transi¢do da fase G1 para a fase S no ciclo celular. A inativagao do
gene p16 leva a uma persistente ativagdo do complexo ciclina D — CDK4, facilitando a
transicdo G1-S, um dos mais importantes pontos de verificacao do ciclo celular.

Mutagdes herdadas do pl6 estdo associadas com os melanomas hereditarios.

Delegdes ou inativagdes adquiridas do pl6 estdo presentes em 75% dos carcinomas



pancreaticos, 40 a 70% dos glioblastomas, 50% dos carcinomas esofagicos e em 20%
dos carcinomas ndo de pequenas células pulmonar.!' Trabalhos recentes tém
demonstrado relacao entre a inativagdo do pl6 e o desenvolvimento de adenocarcinoma
gastrico. De 40 a 90% dos adenocarcinomas gastricos apresentam inativacdo do

6,'*!"" aparentemente havendo alguma relacio com o grau de diferenciacdo

pl
celular.">'*'® A expressio do pl6 ¢ menor também nas metastases ganglionares.'”
Parece ndo haver diferenca de expressdo entre os tipos intestinal e difuso,'® embora
existam dados conflitantes na literatura."’

O receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), um receptor
de superficie da tirosinoquinase, ¢ igualmente importante no controle do crescimento,
diferenciacio e morte celular.'”?® O PDGFR-beta ¢ uma molécula de 180 kDa
localizada no cromossomo 5, préxima ao fator-1 estimulador de colonias (CSF-1).
Extracelularmente possui cinco dominios com similaridade a imunoglobulinas;
intracelularmente ha um dominio tirosinoquinase com seqii€ncia caracteristica, sem
homologia com as quinases, que liga-se somente com o PDGF-beta (ao contrario do
PDGFR-alfa, que tem afinidade tanto para a cadeia A como para a cadeia B). Tanto o
PDGFR-beta quanto o alfa produzem potentes estimulos mitogénicos, aumentam a
concentragdo intracelular de célcio e atuam sobre os filamentos de actina (enrolamento
da extremidade e perda de fibras de estresse), mas somente o receptor beta promove a
formagao de estruturas circulares de actina na superficie dorsal da célula, estimula a
quimiotaxia e tem efeito antiapoptotico.”’

O PDGFR tem sido encontrado ativado ¢ mutado nos tumores gastricos
estromais em que o C-KIT, o marcador mais comumente encontrado, estd em sua forma

21,22 r . ~
selvagem.” "~ Os receptores PDGF atuam sobre células de origem estromal e ndo se

expressam em células epiteliais em condigdes fisiologicas normais, embora tenha sido



identificada expressio do PDGFR-beta em uma linhagem de carcinoma esofagico.> A

expressado do PDGFR tem sido descrita no dermatofibrossarcoma, na leucemia

24,25

mielocitica cronica e em neoplasias estromais gastrointestinais malignas, além de

outros tumores sélidos, desde glioblastomas a carcinomas de prostata.'”*.
Isoladamente, o PDGF-beta e o seu receptor ainda ndo foram objetivamente estudados

nem quanto a expressao nem quanto a resposta aos inibidores do crescimento celular no

tecido gastrico tumoral que nao de origem estromal.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da expressdo imunoistoquimica dos marcadores pl6 e

PDGFR-beta no adenocarcinoma de estomago.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a relacdo da expressao imunoistoquimica do p16 e do PDGFR-beta com
sexo, idade, nimero de linfonodos metastaticos, tipo histologico, grau de diferenciagao

histologica e estadiamento patologico.



FUNDAMENTACAO TEORICA

A carcinogénese gastrica, a semelhanca de outros orgdos, ¢ um processo
multiplo e seqiiencial, que clinicamente pode manifestar-se como gastrite, gastrite
atrofica, ulceragdes, metaplasia, displasia e, finalmente, neoplasia maligna.”® Essas
alteracdes decorrem da exposi¢do a uma variedade de fatores enddgenos ou exdgenos, e
costumam desenvolver-se ao longo de muitos anos. As mutagdes somaticas em genes e
oncogenes supressores tumorais sao conseqiiéncia da acdo desses fatores,
proporcionando as células capacidade maior de proliferagdo.”’

A gastrite cronica se caracteriza por lesdes da mucosa gastrica que vao desde
processo inflamatorio superficial até a atrofia do epitélio. Esta ultima ¢ evidenciada pela
perda de estruturas glandulares e pela eventual associagdo com a metaplasia intestinal.
Cerca de 10% dos pacientes com gastrite atréfica desenvolvem adenocarcinoma em
aproximadamente 15 anos,”® sendo, por isso, considerada uma lesdo pré-maligna.*

O risco de desenvolver neoplasia maligna também ¢é maior em pacientes
portadores de tulcera gastrica quando infectados pelo Helicobacter pylori carcinogénico.
Defeitos primarios na resisténcia da mucosa gastrica ou deficiéncias quantitativas ou
qualitativas no muco (medicamentosas ou nao) sao os fatores etioldgicos fundamentais
na sua génese, geralmente ndo havendo aumento na producdo de acido. De modo
inverso, na ulcera duodenal, em que a produgdo de acido estd aumentada, parece haver
pouca ou nenhuma relagio com o desenvolvimento de cancer.’’""

A metaplasia intestinal, decorrente da transformacgao do epitélio de revestimento
e glandular em células absortivas colunares metaplasicas intercaladas por células

caliciformes de morfologia intestinal, ¢ frequéntemente encontrada em associagdo com



a gastrite ou durante o processo de cicatrizacdo da mucosa gastrica. Essa lesdo esta
associada a infeccdo pelo Helicobacter pylori.*

As displasias podem surgir em epitélios com inflamagdo cronica de longa
duragdo, podendo evoluir para carcinoma intra-epitelial, principalmente do tipo
intestinal. O tipo difuso surge, originalmente, sem evolugdo por meio de displasia.™

O adenocarcinoma representa 90-95% das neoplasias malignas do estdomago,
sendo classificado, com base em aspectos histopatologicos, em intestinal e difuso.® As
lesdes do tipo intestinal sdo as mais freqiientes, melhor diferenciadas e associadas a
presenga de lesdes pré-malignas. Sdo mais freqiientes em homens e idosos. O tipo
difuso ¢ menos diferenciado, de pior progndstico e ndo esta associado a lesdes pré-
malignas, sendo um pouco mais freqliente em mulheres. Pode estar relacionado a
histéria familiar de cAncer gastrico (somente 4% dos tumores gastricos sdo familiares),"’

. . . . . . 1
principalmente em individuos do tipo sangiiineo A.

FATORES ETIOLOGICOS NO ADENOCARCINOMA GASTRICO

Fatores genéticos e ambientais t€ém papel importante na carcinogénese gastrica.
Dramaticas diferencas na incidéncia de adenocarcinoma gastrico em populagdes
migrantes, em geragdes subseqiientes, sugerem maior importancia dos fatores
ambientais.”> Entre os ultimos destacam-se o elevado consumo de sal, dlcool,” baixo
consumo de frutas, vegetais e leite,’® cirurgia géastrica prévia® e infecgio pelo
Helicobacter pylori.*’

Os compostos nitrogenados e seus metabdlitos sdo capazes de provocar,
provavelmente por inibicdo da vitamina C e outros antioxidantes, a desaminacdo de

purinas e pirimidinas do DNA, causando muta¢des em ponto no gene supressor p53.>*



Ao contrario, os carotenoides, as vitaminas C e E, o folato e o selénio presente
em frutas e vegetais parecem estar relacionados a diminuicao do risco de desenvolver
adenocarcinoma gastrico.”

O Helicobacter pylori, considerado o principal agente etiolégico em mais de
90% das gastrites, ¢ responsavel pelo aumento do adenocarcinoma géstrico em mais de
nove vezes.” > A cepa cagA positiva tem forte associagio com ulcera¢io géstrica® e
parece estar associada a tumores gastricos agressivos.*’ Sessenta a oitenta por cento dos
pacientes com neoplasia gastrica apresentam a bactéria no estdmago.” Entretanto, a
infecg¢do pelo Helicobacter pylori, aparentemente, ndo constitui elemento isolado para o

desenvolvimento de cancer, cujo risco ¢ de apenas 1% em individuos infectados.

CARCINOGENESE GASTRICA

A transformacdo de célula epitelial normal em célula maligna ¢ um processo

36,41
“* Correa

complexo e resulta do acumulo de multiplas anormalidades genéticas.
sugeriu uma seqiiéncia de alteragdes histomorfologicas que resultariam em
adenocarcinoma gastrico.*' De acordo com o modelo proposto, gastrite cronica, atrofia
da mucosa, metaplasia intestinal e displasia seriam as alteragdes predecessoras do
adenocarcinoma gastrico. Ainda ndo estd claro, no entanto, se as neoplasias gastricas
desenvolvem-se necessariamente nesta seqliéncia ou se alguma das alteragdes precede
diretamente o desenvolvimento de malignidade.*

Entre as anormalidades moleculares identificadas na carcinogénese géstrica tém-

se: instabilidade microsatélite, inativagdo de genes supressores tumorais, ativagdo de

oncogenes e reativagdo da telomerase.*"** (FIGURA 1)



Instabilidade Microsatélite (IMS)

A IMS ¢ definida como a presenga de erros de replicagdo em seqiliéncias
microsatélites repetitivas simples devido a deficiéncias de reparo do DNA. E
classificada como: alta freqiiéncia (MSI-H), baixa freqiiéncia (MSI-L) ou estavel.* A
IMS ¢ uma das alteracdes mais precoces na carcinogénese e resulta em instabilidade
gendmica.* Esta relacionada com tumores de localizagdo antral, diferencia¢io tipo
intestinal e melhor progndstico.”” A IMS esta presente em 13 a 44% dos tumores
gastricos.” Em particular, a MSI-H estd presente em 10 a 16% dos adenocarcinomas
gastricos, principalmente em tumores bem diferenciados em idosos.*> Tais neoplasias
exibem mutagdes do receptor II do fator de crescimento transformador (TGFRII) e ndo
apresentam mutagdes do p53.*° A MSI-L ¢ detectada em cerca de 30% dos
adenocarcinomas gastricos, incluindo os precoces.” Algumas metaplasias de tipo
intestinal ¢ adenomas também apresentam MSI-L.** Os genes especificamente alterados
no carcinoma gastrico, que demonstram IMS incluem: BAX, hMSH3, hMSH6, E2F-4,

TGFBRII ¢ o receptor II do fator de crescimento semelhante a insulina (ILGFRII).**

Inativacao de Genes Supressores Tumorais

Inativagdo de genes supressores tumorais devido a mutagdes ou ainda perda de
heterozigosidade (LOH) também ¢ um evento freqiiente na carcinogénese gastrica. Por
exemplo: a inativagdo do p53 e do pl6 ¢é relatada em ambos os tipos histologicos
(intestinal e difuso), enquanto mutacdes génicas do APC estdo relacionadas ao tipo

1.50

intestinal.” Outros genes supressores alterados no adenocarcinoma géstrico sdo o da

triade histidina fragil (FHIT) e o deletado no cancer de colon (DCC).”

10



Mutacdo ou LOH do p53 ¢ encontrada em 80% dos adenocarcinomas géstricos,
independentemente do tipo histologico e, predominantemente, em doenca metastatica.”’
Também ¢ identificada alteracdo do p53 em 10% das displasias e metaplasias de tipo
intestinal.*?

Até 60% dos tumores do tipo intestinal e 25% dos adenomas gastricos
apresentam LOH do gene de supressdo tumoral APC. *°® E uma alteragdo pouco
freqiiente nos carcinomas difusos, mas pode estar associada aos carcinomas de células
em anel de sinete.”” Um estudo recente sugere importante papel do gene APC na génese
dos adenomas ¢ displasias, mas papel limitado na progressdo destes para
adenocarcinoma.”® O APC é importante na degradacio da beta-catenina.” Ele liga-se a
beta—catenina, cuja concentracgao livre no interior da célula ¢ mantida em niveis baixos.
Ap6s interagdo com o fator acentuador de transcrigdo linféidel (LEF-1), a beta-catenina
transloca-se para o nicleo, regulando a expressio génica.”’ As mutacdes da beta-
catenina estio presentes nos tumores tipo intestinal, mas ndo no tipo difuso.”’ Nos
tumores tipo intestinal o acimulo da proteina beta-catenina resulta do impedimento de
sua degradacio devido a alteragdes da beta-catenina e do gene APC.*

Anormalidades na regulacdo de transcricdo por metilagdo de ilhas CpG sdo as
alteragdes epigenéticas mais importantes no adenocarcinoma gastrico.”® Entre 20 ¢ 40%
dos tumores gastricos exibem metilagdo de ilhas CpG da regido promotora do p16.5+%
Muitos destes casos com hipermetilagdo de regides promotoras demonstraram fenotipo
MSI-H e multiplos sitios de metilagdo, incluindo a regido promotora hMLHI1. A
hipermetilagio do hMLH1 ocorre também na metaplasia de tipo intestinal, sugerindo
que a hipermetilagio de ilhas CpG ¢ evento precoce na carcinogénese géstrica.®’

A metilagdo aberrante de genes promotores pode levar ao silenciamento de

varios genes: E-caderina, p16, p15, MGMT, hMLH1.°*%° Aproximadamente 40% dos
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tumores gastricos sdo tumores com fenotipo de metilagdo de ilhas CpG e
freqiientemente exibem metilagio do p16 e do hMLH1.” A E-caderina, uma molécula
fundamental na manutengdo da adesdo celular e da integridade tecidual, tem a sua
expressao diminuida em cerca de 50% dos carcinomas gastricos de tipo difuso, mas ndo
encontra-se mutada nos de tipo intestinal.”' Uma vez que estas alteragdes podem ser
encontradas na mucosa normal, acredita-se que sejam eventos precoces na
A 70

carcinogénese.

A perda de heterozigosidade do gene deletado no cancer de coélon (DCC) ¢
freqlientemente observada em tumores gastricos bem diferenciados, mas ndo nos pouco

. . 9,72,73 ST , . , e T2

diferenciados. Sua expressao diminuida esta associada a metastases hepaticas'” e a

, . . ~ 4
estagios mais avancados de progressdo tumoral.’

Ativacao de Oncogenes

O grupo de oncogenes ativados consiste dos fatores de crescimento e seus
receptores. O c-met, que codifica um receptor tirosinoquinase para o fator de
crescimento dos hepatdcitos, estd hiperexpresso em 50% dos tumores gastricos,
independente do tipo, e sua expressdo ¢ indicativa de mau progndstico.”>”

O c-erbB2 é um receptor tirosinoquinase transmembrana ¢ a sua hiperexpressao
ou amplificacio esta associada a 25% de todas as neoplasias gastrointestinais.”® No
adenocarcinoma gastrico esta associado a doenga avangada ¢ tem sido implicado como
potencial marcador de mau prognéstico.””’®
Outros oncogenes como a ciclina E, o c-erbB3, K-sam, Ras ¢ c-myc estdo

79-81

hiperexpressos ou amplificados nos adenocarcinomas gastricos. O k-sam , que

pertence a familia dos receptores para o fator de crescimento dos fibroblastos, estd
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freqiientemente hiperexpresso nos carcinomas tipo difuso.** O ras esta mais associado
ao tipo intestinal® e em tumores avancados.® A expressdo do c-myc relaciona-se com o

estagio da doenca, profundidade de invasio™ e disseminagio peritoneal .*

Reativacao da Telomerase

Os telomeros cobrem a parte final dos cromossomos e sdo importantes na
manuten¢do da integridade dos mesmos. O telomero gradualmente encurta em células
normais na auséncia de atividade da telomerase e age como um relogio mitdtico
controlando o numero de vezes que uma célula se divide. A telomerase adiciona uma
seqiiéncia TTAGGG terminal 3'do cromossomo,”’ o que impede a célula de entrar em
senescéncia fisiologica, induzindo a formagdo de clones de células imortalizadas® e
proporcionando a célula capacidades replicativas permanentes. Forte atividade da
telomerase ¢ detectada na maioria dos carcinomas gastricos, independente do tipo
histologico e do estagio tumoral.*” A telomerase esta expressa também nas metaplasias
de tipo intestinal e nos adenomas gastricos, sugerindo sua atuagdo nos estagios iniciais

. ~ 1
da car01n0genese.90’9

ANORMALIDADES NOS REGULADORES DO CICLO CELULAR

Anormalidades nos reguladores do ciclo celular estdo envolvidas no
desenvolvimento e progressdo dos tumores gastricos por proporcionarem proliferagao

2
celular desordenada.’®”’

A ciclina E estd amplificada em 15 a 20% dos
adenocarcinomas gastricos. Sua hiperexpressdo tende a correlacionar-se com a

agressividade desses carcinomas, tal como a profundidade de invasdo e o estagio
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avangado. A redugdo da expressdo de um inibidor de quinases dependentes de ciclinas
(CDKs), o p27kipl, esta freqiientemente relacionada a tumores gastricos avangados,
corrrelacionando-se também com a profundidade de invasao e a presenca de metastases
linfonodais.” Adenomas géstricos com reduzida expressdo do p27kipl tendem a evoluir

para carcinomas.94
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MUCOSA NORMAL

H. pylori
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FIGURA 1: a progressao do adenocarcinoma géstrico.
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O CICLO CELULAR E A ACAO DO P16 E DO PDGFR-beta

Em condigdes fisiologicas normais, a proliferagdo celular pode ser resumida na
seguinte seqliéncia: (a) um fator de crescimento liga-se ao seu receptor especifico na
membrana celular; (b) o receptor do fator de crescimento sofre ativacdo limitada e
transitoria, o que, por sua vez, ativa varias proteinas de transducdo de sinal no folheto
interno da membrana citoplasmatica; (c) o sinal transduzido ¢ transmitido ao ntcleo via
segundos-mensageiros através do citosol; (d) fatores regulatorios nucleares que iniciam
a transcricdo do DNA sdo induzidos e ativados; (e) ocorre a entrada e progressdo da
célula no ciclo celular, resultando em divisdo celular.

Os receptores de fatores de crescimento, entre eles o PDGFR-beta (FIGURA 2),
sdo proteinas trans-membrana com um sitio externo de ligagdo e um dominio
tirosinoquinase citoplasmatico. Em sua forma normal, a atividade da quinase ¢
transitoriamente ativada pela ligagdo ao fator de crescimento especifico, seguida pela
rapida dimerizacdo do receptor e fosforilacdo de varios substratos que sdo parte da
cascata mitogénica. A ativagdo do PDGFR-beta pelo seu fator de crescimento induz a
fosforilacdo da proteina de transducdo ras, localizada no folheto interno da membrana
citoplasmadtica, permitindo que o sinal mitogénico seja enviado ao nucleo. Quando
mutados estes receptores exibem dimerizagdo persistente e ativacdo sem ligacdo ao fator
de crescimento, fornecendo persistentes estimulos mitogénicos a célula.

Quando a célula entra em replicagdo, as ciclinas, as CDKs e seus inibidores sdao
os responsaveis pela regulacdo do ciclo celular. As CDKs regem o ciclo pela
fosforilacdo de proteinas alvo criticas na progressdo da célula para a fase seguinte do
ciclo. As CDKs sdo ativadas pela ligacdo as ciclinas. A transicdo G1-S, um dos mais
importantes pontos verificacao do ciclo celular, ¢ facilitada pela fosforilagao da proteina

retinoblastoma (pRb) pelos complexos ciclinaD/CDK4 e ciclinaD/CDK6. Os inibidores
16



especificos deste complexo (pl5, pl6, p18 e pl19), conhecidos como proteinas INK4

(Inhibitors of CDK4 and CDK®6), impedem a fosforilagao da pRb e a progressao do ciclo

celular (FIGURA 3). Desse modo, o p16 ¢ também conhecido sob a nomenclatura de

p 1 6mk4a

celular.

FOSFATO

FIGURA 2: o PDGFR-beta e seu mecanismo de agao.

PDGF
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. Outros complexos ciclina-CDK também atuam nas fases S ¢ G2 do ciclo
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VIA MAP
QUINASE
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INIBIDORES
ESPECIFICOS DE CDKS
pl5/pl6/pl8/pl9

CICLINA D/CDK6

CICLINA D/CDK4

pRbD fosforilada

FIGURA 3: 0 p16 e seu mecanismo de agao.
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PACIENTES E METODOS

Foram avaliados no estudo 36 pacientes submetidos a cirurgia por adenocarcinoma
de estomago entre os anos de 1998 e 2002 no Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto

Alegre, com o objetivo de determinar a prevaléncia da expressdo dos marcadores pl6 e

PDGFR-beta.

Nenhum dos 36 pacientes tinha historia de neoplasias prévias ou concomitantes,
exceto carcinoma espino e basocelular de pele, ou de quimio ou radioterapia pré-
operatoria, critérios esses de exclusdo do estudo..

As variaveis estudadas foram: idade, sexo, localiza¢ao do tumor, tamanho do tumor
(maior eixo, em cm), numero de linfonodos ressecados, numero de linfonodos
metastaticos, tipo histoldgico, tipo de cirurgia e estadiamento patoldgico (TNM).

Os dados clinico-patologicos foram obtidos dos prontuarios dos pacientes conforme
protocolo do anexo I, bem como dos laudos anatomopatologicos das cirurgias.

A andlise da peca cirtirgica (hematoxilina-eosina, HE) incluiu a determinacdo da
profundidade de penetracdo do tumor na parede géstrica, o comprometimento linfonodal, o
grau de diferenciagcdo histologica e o tipo histoldgico (intestinal ou difuso, conforme a

Classificacao de Lauren).

Imunoistoquimica

As amostras de tecido foram processadas conforme a rotina do Servigo de

Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, descrita a seguir.
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As laminas para coloragdo em hematoxicilina-eosina (HE) e imunoistoquimica
(IH) foram preparadas a partir dos blocos de parafina das pegas cirurgicas estocadas
pelo Servico de Patologia da Santa Casa de Porto Alegre. Para avaliagdo TH foram
utilizados o anticorpo monoclonal de camundongo anti-p16ink4aAb-4 (DakoCytomation,
Carpinteria, Califérnia, USA) e o anticorpo policlonal de coelho anti-PDGFR, beta
Ab-1 (DakoCytomation, Carpinteria, Califérnia, USA), diluidos em solugdo salina PBS
as razoes de 1:100 e 1:75, respectivamente. Para a determinagdo da positividade nestes
tecidos foi utilizado o método ABS (complexo streptavidina-biotina-peroxidase; LABS
+ System HRP, DakoCytomation, Carpinteria, Califérnia, USA).

Inicialmente os blocos de parafina foram resfriados no congelador e cortados no
microtomo circular em secgdes de 4um. O material foi colocado sobre as laminas
previamente preparadas com solugdes de acetona e organosilano a 5% e entdo levado a
estufa a 60°C por 24h. A desparafinizacdo e hidratacdo foi realizada pela imersao das
laminas em solugdes com concentragdes decrescentes (100 a 70%) de etanol e xilol a
temperatura ambiente (ATA) e, apds, lavadas em 4gua corrente e destilada. Apds isto,
as laminas foram levadas ao forno de microondas, em trés sessdes de 7 minutos a
poténcia maxima, para a recuperacdo antigénica. Foi efetuada entdo a imersdo em
peroxido de hidrogénio (H202) a 5% e em leite desnatado em po6 (Gloria), ambos
diluidos em agua destilada, a fim de bloquear reagdes inespecificas. As laminas foram
entdo incubadas com os seus respectivos anticorpos em camara Umida e escura, por
1h30min, seguidos da incubag¢d@o com os anticorpos secundarios (LABS). Realizada,
apods, imersdo em solucdo de diaminobenzedina (Dako Liquid DAB) por 1 minuto.
Finalmente, as laminas foram contra-coradas com Hematoxicilina de Harris por 20
minutos, banhadas com dgua amoniacal e submetidas novamente a imersdes em etanol e

xilol. A fixa¢do da laminula sobre a lamina foi feita com imersdo em Balsamo de
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Entelan (Merck). Duas laminas foram coradas somente com os anticorpos secundarios e

utilizadas como controle negativo.

Analise das Laminas

As laminas foram examinadas no microscopio optico, onde até 20 campos de
400 aumentos foram escolhidos e capturados para o computador (Image Pro-Plus,
versdo 4.5.1.2.2, Media Cybernetics). Na tela do computador, apos insercdo de grade
sobre as fotografias, contou-se o numero total de células neoplasicas por campo e o
nimero de células neopldsicas imunopositivas. Para o pl6, considerou-se como
imunopositivas as células neoplasicas com nucleo corado (coloragdo marrom) com
intensidade acima da coloragio citoplasmatica de fundo (FIGURA 4).'>”>® Laminas de
carcinoma de pulmdo foram utilizadas como controle externo positivo. O calculo da
percentagem de células neoplésicas imunopositivas foi feito dividindo-se o nimero de
células neoplasicas coradas pelo numero total de células neoplasicas, multiplicando-se
este valor por 100."****® Os pontos de corte considerados como perda da expressio
foram 1% e 10%. Para o PDGFR-beta determinou-se uma escala qualitativa de um a
quatro, de acordo com a intensidade da coloracdo: (1) negativa, (2) fraca, (3) moderada
e (4) forte.”'”’ Laminas com carcinoma de mama foram utilizadas como controle
externo. A presenca de pelo menos 10% de células neopldsicas com coloragdo

moderada ou forte foi o critério determinado para positividade.
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FIGURA 4: Positividade para p16 em nucleo de células de adenocarcinoma gastrico, de

tipo difuso da classificagdo de Lauren. (imunoistoquimica; 400X)
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos com média e desvio padrao. Nas varidveis
categoricas utilizou-se freqiiéncia absoluta e percentual. Utilizou-se o teste Exato de Fischer
para analise da associacdo da expressao do pl6 com sexo e tipo histologico. O teste t de
Student, bicaudal com corregdo para amostras heteroscedasticas, foi utilizado na comparagao
com idade, tamanho do tumor e nimero de linfonodos metastaticos. A associagdo do pl6
com o estadiamento patologico foi feita com o teste Qui-Quadrado. O nivel de significancia
utilizado foi de p< 0,05. Os célculos estatisticos foram efetuados com o Microsoft Office

Excel 2003.
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RESULTADOS

Estudou-se 36 casos de adenocarcinoma de estomago; 20 pacientes (55,5%)
eram do sexo masculino e 16 (44,5%) eram do sexo feminino (TABELA 1). A média
das idades dos pacientes no momento da cirurgia era de 59,2 anos (+13,2), sendo a
média dos homens 59,2 anos (£10,71) e das mulheres 59,3 anos (+16,16). A diferenga
entre as médias ndo foi significativa estatisticamente.

Em relagdo a localizagdo do tumor (FIGURA 5), de acordo com o laudo
anatomopatoldgico, dois (5,55%) localizavam-se na cérdia, quatro (11,11%) na cardia e
fundo, cinco (13,88%) no corpo e fundo, um (2,77%) no corpo, dois (5,55%) no corpo e
antro, dezenove (52,77%) no antro e trés (8,33%) no antro e piloro.

Vinte e trés (63,88%) pacientes foram submetidos a gastrectomia parcial, onze
(33,33%) a gastrectomia total e dois (5,55%) a esofagogastrectomia. O niimero médio
de linfonodos ressecados com a pecga cirurgica foi de 15,9 (£10,4); destes, 30,8%
(4,945,2) apresentavam metastases (TABELA 1). Informacgdes sobre a extensdo das
linfadenectomias realizadas ndo constavam na maioria das descri¢des cirirgicas, o que
ndo permitiu a sua andlise.

Quanto ao tipo histologico, segundo a classificagdo de Lauren, 63,9% eram do
tipo difuso e 36,1% eram do tipo intestinal. No que diz respeito a diferenciacdo
histologica, 91,6% eram pouco diferenciados, 5,6% moderadamente diferenciados e
2,8% bem diferenciado (TABELA 1). No estadiamento patoldgico, conforme a sexta
edigdo do TNM, a seguinte distribui¢do foi observada: 13,88% pacientes eram estadio
IA 5,55% eram estadio 1B, 8,33% eram estadio II, 27,77% eram estadio II1A, 27,77%
eram estadio IIIB e 16,66% eram estadio IV (TABELA 1).

Quanto a analise do p16, 32 (88.9%) demonstraram positividade menor que 10%

(FIGURA 6) e 28 (77,8%) menor que 1% (FIGURA 7). Comparou-se a positividade ao
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pl6, nos dois pontos de corte (1% e 10% respectivamente), com sexo (p=1; p=1), idade
(p=0,05; p=0,7), tamanho do tumor (p=0,28; p=0,55), tipo histologico de Lauren (p=1;
p=1), linfonodos metastaticos (p=0,37; p=0,28) e estadiamento patologico (p=0,02;
p=0,22). Nao identificou-se diferenga estatisticamente significativa em nenhuma das

variaveis analisadas para um nivel de significancia p< 0,05.

52%

OCA
B CF
OFC
Oco
6% B CAN
OANT
11% B AP

8%

6%
3% 14%

FIGURA 5: Localizacdo da neoplasia, segundo informagdes previamente descritas em
laudo macroscopico, sob as designagdes de:. CA: céardia; CF: cardia e fundo; FC: fundo
e corpo; CO: corpo; CAN: corpo e antro; ANT: antro; AP: antro e piloro
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| O pl16<10%
B pl6>10%

FIGURA 6: Expressao da positividade do pl16,em casos de adenocarcinoma gastrico,
considerando o ponto de corte em 10%.

I Opl6<l%
Bple>1%

FIGURA 7: Expressao da positividade do p16,em casos de adenocarcinoma gastrico,
considerando o ponto de corte em 1%.
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TABELA 1: Caracteristicas demograficas e anatomopatologicas dos pacientes.

Variavel n descricao
Idade (DP, anos) 36 59,2 (13,2)
Sexo masculino (DP, anos) 20 59,2 (10,7)
Sexo feminino (DP, anos) 16 59,3 (16,16)
Tipo 36
Intestinal de Laurén 13 36,1%
Difuso de Laurén 23 63,9%
Diferenciacao 36
Bem diferenciado 1 2,77%
Moderadamente diferenciado 2 5,55%
Pouco diferenciado 33 91,66%
Linfonodos isolados (DP) 573 15,9 (10,4)
Linfonodos com metastases (DP) 178 4,9 (5,2)
Estadiamento 36
1A 5 13,88%
IB 2 5,55%
II 3 8,33%
1A 10 27,77%
111B 10 27,77%
v 6 16,66%

Os dados sdo apresentados com média + desvio padrao ou freqii€éncia (percentual)
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TABELA 2: Associacao da expressao do pl16 com diversos fatores clinicopatologicos

estudados.
pl6 pl6

<1% >1% <10% >10%
Variavel (n=28) (n=8) (n=32) (n=4)
Homens 16 4 19 1
Mulheres 12 4 13 3

P=1 (ns)* P=1 (ns)*
Idade (DP,anos) 57,3 (13,6) 66,1 (9,1) 59 (13,6) 61,2 (9,8)
P=0,05 (ns)** P=0,7 (ns)**

Tamanho do 6,7 (3,8) 5,2 (3,0) 6,5 (3,6) 5,2 (3,6)

tumor (DP,cm)
P=0,28 (ns)**

Tipo histologico

Intestinal 9 4
Difuso 19 4
P=1 (ns)*
Linfonodos 4,5 (5,0) 6,6 (6,0)
metastaticos

(DP)
P=0,37 (ns)**

P=0,55 (ns)**

11 2
21 2
P=1(ns)*

4,4 (4,7) 9,5 (7,8)

P=0,28 (ns)**

ns: ndo significativo; *Teste Exato de Fischer; ** Teste t de Student (bicaudal, com
ajuste para amostras heteroscedasticas); DP: desvio padrao.
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DISCUSSAO

O adenocarcinoma gastrico ¢ a segunda causa de morte por neoplasias malignas
no mundo, sendo superado somente pelas neoplasias epiteliais malignas de pulmio. '
Seu comportamento bioldgico, uma vez que o diagnostico € quase sempre tardio, ¢€
determinado pelo potencial metastatico do tumor, sendo mais favoravel o prognostico
dos pacientes que ndo apresentam metastases.'”’ O unico tratamento potencialmente
curativo para o adenocarcinoma gastrico localizado ¢ a resseccdo cirurgica completa de
toda neoplasia, sendo os resultados, a longo prazo, ainda pobres para pacientes
estadiamento IIIA e IIIB. Assim sendo, determinar os mecanismos biologicos de
progressdo tumoral, tornou-se elemento de fundamental relevancia para melhorar o
desfecho clinico desses pacientes.

A célula tumoral, a semelhanga da célula normal, apresenta um ciclo celular
regular, normalmente dividido em fases G1, S, G2 e M. A progressdo das células no
ciclo celular depende da ativagdo de CDKs, o que ocorre quando estas se ligam as
ciclinas. A inibi¢do da atividade das CDKs da-se pela ligagdo a um grupo de pequenas
proteinas, entre as quais o pl6, que sdo responsaveis pela regulacdo negativa do ciclo
celular. Alteragdes destas proteinas resultam em proliferagdo celular descontrolada e,
assim, carcinogénese.

O PDGF ¢é um bem conhecido mitégeno de células mesenquimais, como
fibroblastos, células musculares lisas e células endoteliais. Em condigdes fisiologicas
normais, o0 PDGF e seus receptores (PDGFR) ndo se expressam em células epiteliais.'**
Durante processos de reparagdo tecidual porém, detecta-se a atividade de ligantes e
receptores do PDGF, e esta atividade parece fazer parte das func¢des reparadoras do
epitélio normal.'” Assim, o continuo estimulo determinado por agressdes cronicas pode

levar a um permanente estimulo mitogénico, com constante ativacio do PDGF e
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receptores, induzindo , por exemplo, a fibrose pulmonar e neoplasia maligna de
pulmio '*

A escolha de estudar-se simultaneamente, no adenocarcinoma gastrico, o pl6,
cuja perda de expressao tem sido exaustivamente estudada nesta neoplasia, e o PDGFR-
beta, cujos relatos na literatura relacionando-o ao adenocarcinoma gastrico sao
inexistentes, foi arbitraria. Embora aparentemente ndo possuam intima ligagdo em suas
atividades, poder-se-ia imaginar que, em células tumorais, o aumento da expressdo do
PDGFR e, conseqiientemente, do estimulo mitogénico a célula, poderia associar-se a
perda da atividade do p16, inibidor do ciclo celular. Além disso, clinicamente tem-se
demonstrado promissores resultados no tratamento de tumores estromais do trato
digestivo (GISTs), em que ha expressao do PDGFR, com o uso de drogas inibidoras
tirosinoquinases, como o imatinib (anteriormente conhecido como STIS71, [Gleevec],
Novartis Pharmaceuticals Corp, East Hanover, NJ, USA).19’21’102’103 Em um modelo
animal de carcinoma géstrico demonstrou-se aumento da citotoxicidade e do efeito
antitumoral do 5-FU e do paclitaxel quando combinados ao imatinib.'®*

Quanto aos critérios para analise das laminas, verificou-se que ndo existe
uniformidade na literatura para nenhum dos dois marcadores estudados. Em ambos os
casos optou-se pelo uso do critério mais objetivo possivel (contagem do numero de
células) na determinagdo da percentagem cé¢lulas coradas.

No presente estudo 89% dos casos demonstraram perda de expressdo do pl6
(positividade menor que 10%), o que esta em consonancia com os 40 a 90% de perda de
expressio relatados na literatura.>'>'* Setenta e oito por cento dos casos demonstraram
positividade menor que 1%. Este ponto de corte foi arbitrariamente inserido no estudo
com o objetivo de aumentar o poder de associacao entre perda de expressdao do pl6 ¢ as

variaveis em estudo. Os mecanismos de perda de expressdo do pl6, os quais ndo sdo
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detectdveis nas técnicas de imunoistoquimica, sdo variados, e incluem: delecao,
mutacdo, rearranjo, inserc¢ao, translocagdo e hipermetilacdo, sendo essa ultima a

N . , 12,13
alteragdo mais freqiientemente encontrada.

Nao detectou-se expressao do PDGFR-beta nos 36 casos analisados. Nao
encontrou-se na literatura pesquisada nenhum estudo sobre expressao do PDGFR-beta
adenocarcinoma gastrico, embora identifique-se sua expressdao do PDGFR (alfa e beta)

. . . . . . 1 . JoRN |
em diversos tumores epiteliais, como colangiocarcinoma,'” carcinoma de ovario'” e
. 107
carcinoma de mama.

No presente estudo, a média etdria dos pacientes foi de 59,2 anos (£13,2), sendo
de 59,2 anos (£10,7) para homens e 59,3 anos (£16,2) para mulheres, ndo sendo
encontrada diferenca estatistica entre as médias (p=0,98), em contraste com o verificado
na literatura americana, em que a idade das mulheres tende a ser um pouco mais

1 : sz . 12
elevada.! Em conformidade com resultados ja descritos, >

nao detectou-se diferenca
na comparacdo entre a expressao do p16, idade e sexo.

Quanto ao tipo histologico, 63,9% dos 36 casos eram do tipo difuso e 36,1% do
tipo intestinal (razdo aproximada de 2:1), ao contrario do esperado.'”>'*® Nio houve
diferenca, neste trabalho, entre o tipo histolégico de Lauren e a perda de expressdo do
pl6 nos dois pontos de corte (p=1). As lesdes do tipo intestinal tendem a ser melhor
diferenciadas, dependem de fatores ambientais e estdo associadas a presenca de lesdes
pré-malignas. Sdo encontradas predominantemente em homens e individuos mais
idosos.”” O tipo difuso ¢ pouco diferenciado por definicdo, tem pior progndstico e nio
esta associado a lesdes pré-malignas, sendo um pouco mais freqiiente em mulheres e
individuos mais jovens.* Embora pacientes com adenocarcinoma gastrico tipo intestinal

em geral tenham melhor prognostico, a evolucdo da doenga ndo ¢ independente do

estadiamento patolégico (TNM). No que diz respeito ao grau de diferenciacdo celular,
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91% dos casos foram classificados como pouco diferenciados. Os dados da literatura
quanto a expressao do pl16 e o tipo histolégico de Lauren sdo conflitantes: ha relatos de
forte associagdo entre perda de expressdo do pl6 em tumores pouco diferenciados do
tipo difuso,”” bem como de igual freqiiéncia desta alteragdo em tumores do tipo
intestinal ."®

O niimero médio de linfonodos ressecados por peca foi de 15,9 (£10,4), o que
estd dentro do preconizado na 6* ed. do TNM como minimo para o adequado
estadiamento patologico. O elevado desvio padrao (10,4) da amostra, no entanto,
demonstra a heterogeneidade das linfadenectomias realizadas. O niimero médio de
linfonodos metastaticos encontrados foi de 4,9 (£5,2), mas nao foi efetuada analise
imunoistoquimica nos linfonodos para pl6. Sabe-se que tumores com perda de
expressdao do pl6 tendem a ter maior potencial metastatico e, em geral, a expressao do
p16 nos linfonodos afetados é ainda menor que na lesdo primaria.'>*’

Nao houve diferenca entre o tamanho do tumor e a perda de expressao do pl6
nos pontos de corte avaliados. Nao hé, até o momento, na literatura de lingua inglesa e
portuguesa pesquisada, referéncia a esta associagao.

Quanto ao estadiamento patoldgico, aproximadamente 72% dos pacientes eram
estadio III ou IV no momento da cirurgia, reflexo do diagnoéstico tardio na maioria dos
casos. Nao houve diferenca entre estadiamento e perda de expressdo do pl16 nos pontos
de corte avaliados.

A relagdo do pl6 com a sobrevida ndo foi realizada neste estudo pois essa
informagdo nao foi encontrada em 16 dos 36 prontudrios revisados. Segundo dados da
literatura, no entanto, ndo parece haver associagdo entre a expressdo do pl6 ¢ a

sobrevida.”
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Assim, o presente estudo demonstrou perda de expressdao do pl16 em 89% e 78%
dos casos, para pontos de corte de 10% e 1% respectivamente, embora ndo tenha-se
observado diferenca entre as variaveis nos pontos de corte estudados. A inclusdo de um
grupo controle, composto por amostras de mucosa gastrica normal, faz-se necessaria
para determinar estatisticamente a associacdo entre perda de expressdo do pl6 e
adenocarcinoma gastrico.

E necessario o prosseguimento do estudo para determinar a associagdo do p16
com metastases linfonodais e sobrevida, bem como para determinar o mecanismo de

inativagdo envolvido nestes casos.
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CONCLUSAO

O presente estudo com 36 casos de adenocarcinoma gastrico permite as
seguintes conclusoes:

Houve perda de expressdo do pl6 em 89% dos casos em um ponto de corte de
10%, e em 78% dos casos em um ponto de corte de 1%.

Nao houve relagdo entre a perda de expressdo do pl6 e as varidveis estudadas,
independentemente do ponto de corte.

Nao foi demonstrada hiperexpressio do PDGFR-beta nos casos de

adenocarcinoma gastrico estudados, segundo as técnicas utilizadas no presente trabalho.
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ANEXO |

ADENOCARCINOMA GASTRICO/ p16/PDGFR-beta

QUESTIONARIO DE REVISAO DOS PRONTUARIOS

1.

2.

10.

11

12.

13.

14.

15.

Prontuario n°:

Data de Nascimento: / /

SexooM () F ()

Data do Procedimento: / /

Gastrectomia e: total ( ) parcial ( ) esofagogastrectomia ( )
Reconstrugdo: BI ( ) BII ( ) Y-Roux ()

Ressecgdo Linfonodal: RO( ) RI1() R2() R3()
Numero Total de Linfonodos:

Numero de Linfonodos Metastaticos:

Tamanho do Tumor:; X X

. Tipo Histologico: intestinal. ( ) difuso ( )

Diferenciagdo: bem diferenciados ( ) mod. dif ( ) pouco dif ( )

Estadiamento Patologico (TNM):

Obito: ( )ndo ( )sim Datado Obito: / / . Meses de Sobrevida:

Observacoes:
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ARTIGO

Expressao do p16 e PDGFR-beta no Adenocarcinoma de Estdmago

Rodrigo Pozza Pinto; Jane Kulkzynski; Luis Fernado Moreira

ABSTRACT: Oncogene pl6 is implicated in pathogenesis of many human
tumors and even in regulation of normal cellular growth. Loss of pl6 has been
exhaustively studied on gastric adenocarcinoma. PDGFR has been found activated and
mutated on gastric stromal tumors where c-KIT, the most commonly marker found, is in
wild type. PDGF-beta and its receptor have not been studied concerning expression and
response to cellular growth inhibitors on non-stromal gastric tumors. The aim of this
study has been detect immunohistochemistry expression of p16 and PDGFR-beta on
gastric adenocarcinoma. Thirty six patients submitted to surgery for gastric
adenocarcinoma among 1998-2002 years at Santa Casa de Porto Alegre Hospital have
been studied. Variables investigated were: age, gender, tumor size and localization,
number of ressected and metastatic nodes, histological type, surgical resection extension
and pathological staging. No expression of PDGFR-beta has been detected on surgical
specimens. Concerning to pl6, loss of expression lower than 10% and 1% has been
detected respectively on 89% and 79% of the specimens studied. There has been no

correlation among p16 loss and variable studied.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma de estomago foi a principal causa de morte por cancer no
mundo durante grande parte do século XX e atualmente ¢ superado somente pelo cancer

de pulmio. Cerca de 750.000 novos casos sdo diagnosticados anualmente. Apresenta
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grande variagao geografica, sendo suas maiores incidéncias encontradas no Japao,
América do Sul, Europa Oriental e Oriente Médio'. E duas vezes mais freqiiente em
homens do que em mulheres'?; ¢ pouco comum antes dos 40 anos ¢ atinge sua maior
incidéncia por volta da sétima década de vida'. No Brasil as estimativas para o ano de
2005 apontavam para aproximadamente 23 mil casos novos e 11 mil ébitos”.

Em virtude da pouca sintomatologia e principalmente do diagnoéstico tardio, o
prognostico do adenocarcinoma de estdmago permanece ruim, com sobrevida de 5-15%
em 5 anos'*. No Japdo, onde a doenca ¢ endémica mas o diagnostico é precoce em
virtude da ampla realizagdo de endoscopias, a sobrevida ¢ de 50% em 5 anos'. O Gnico
tratamento potencialmente curativo € a resseccdo completa de toda doenga macro e
microscopica. Mesmo apoOs gastrectomia curativa, a recidiva, regional ou a distancia,
pode ocorrer em 80% dos casos.'

O oncogene pl6 ¢ conhecido por estar implicado na patogénese de muitos
tumores humanos e também na regulagdo do crescimento celular normal, juntamente
com as ciclinas, os complexos tirosinoquinases ¢ os fatores de crescimento e
transformagdo tumoral, entre eles o TGF-alfa e beta e os fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF) e seus receptores (PDGFR alfa e beta). Mutagdes
herdadas do pl6 estdo associadas com os melanomas hereditarios. Dele¢des ou
inativagoes adquiridas do p16 estdo presentes em 75% dos carcinomas pancreaticos, 40
a 70% dos glioblastomas, 50% dos carcinomas esofagicos e em 20% dos carcinomas
nio de pequenas células pulmonar.’ Trabalhos recentes tém demonstrado relagdo entre a
inativagdo do pl6 e o desenvolvimento de cancer gastrico. Quarenta a 90% dos
adenocarcinomas géstricos apresentam inativa¢io do p16,®"' aparentemente havendo

7-10-12

alguma relacdo com o grau de diferenciacdo celular. A expressdo do pl6 ¢ menor
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também nas metastases ganglionares.” Parece nio haver diferenca de expressdo entre os
tipos intestinal e difuso."

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), um receptor de
superficie da tirosinoquinase, ¢ igualmente importante no controle do crescimento,
diferencia¢do e morte celular.'>'* O PDGFR tem sido encontrado ativado e mutado nos
tumores gastricos estromais em que o C-KIT, o marcador mais comumente encontrado,
estd em sua forma selvagem.'™'® Os receptores PDGF atuam sobre células de origem
estromal e ndo se expressam em células epiteliais em condigdes fisiologicas normais.'’
A expressdo do PDGFR tem sido descrita no dermatofibromiossarcoma, na leucemia

18,1 ’
819 além de outros

mielocitica cronica e em tumores estromais gastrointestinais,
,qe . . r 13,1

tumores sélidos, desde glioblastomas a carcinomas de prostata.'>'®. Isoladamente, o

PDGF-beta e o seu receptor ainda ndo foram objetivamente estudados nem quanto a

expressdo nem quanto a resposta aos inibidores do crescimento celular no tecido

gastrico tumoral que ndo de origem estromal.

PACIENTES E METODOS

Foram avaliados no estudo 36 pacientes submetidos a cirurgia por
adenocarcinoma de estomago entre os anos de 1998 e 2002 no Complexo Hospitalar
Santa Casa de Porto Alegre, com o objetivo de determinar a prevaléncia da expressao
dos marcadores p16 ¢ PDGFR-beta.

Nenhum dos 36 pacientes tinha histéria de neoplasias prévias ou concomitantes
exceto carcinoma espino e basocelular de pele, ou de quimio ou radioterapia pré-

operatoria, critérios estes de exclusio do estudo.
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As variaveis estudadas foram idade, sexo, localizacdo do tumor, tamanho do tumor
(maior eixo, em cm), numero de linfonodos ressecados, numero de linfonodos
metastaticos, tipo histoldgico, tipo de cirurgia e estadiamento patologico (TNM).

Os dados clinico-patolégicos foram obtidos dos prontuarios dos pacientes, bem
como dos laudos anatomopatoldgicos das cirurgias.

A andlise da peca cirurgica (hematoxilina-eosina, HE) incluiu a determinagdo da
profundidade de penetracdo do tumor na parede gastrica, o comprometimento linfonodal, o
grau de diferenciagcdo histologica e o tipo histoldgico (intestinal ou difuso, conforme a

Classificacao de Laurén).

Imunoistoquimica (IH)

As amostras de tecido foram processadas conforme a rotina do Servigo de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Para avaliagdo IH foram utilizados o
anticorpo monoclonal de camundongo anti-p16™**Ab-4 (DakoCytomation, Carpinteria,
California, USA) e o anticorpo policlonal de coelho anti-PDGFR, beta Ab-1
(DakoCytomation, Carpinteria, California, USA), diluidos em solucao salina PBS as
razdes de 1:100 e 1:75, respectivamente. Para a determinacdo da positividade nestes
tecidos foi utilizado o método ABS (complexo streptavidina-biotina-peroxidase; LABS

+ System HRP, DakoCytomation, Carpinteria, Califérnia, USA).

Analise das Laminas

As laminas foram examinadas no microscopio optico, onde até 20 campos de

400 aumentos foram escolhidos e capturados para o computador (Image Pro-Plus,
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versdao 4.5.1.2.2, Media Cybernetics). Na tela do computador, apos inser¢ao de grade
sobre as fotografias, contou-se o numero total de células neoplésicas por campo € o
numero de células neoplasicas imunopositivas. Para o pl6, considerou-se como
imunopositivas as células neoplasicas com nucleo corado (coloragdo marrom) com
intensidade acima da coloracdo citoplasmatica de fundo.®*** Laminas de carcinoma de
pulmao foram utilizadas como controle externo positivo. O célculo da percentagem de
células neoplasicas imunopositivas foi feito dividindo-se o numero de células
neoplasicas coradas pelo numero total de células neoplasicas, multiplicando-se este
valor por 100.%*'** Os pontos de corte considerados como perda da expressdo foram 1%
e 10%. Para o PDGFR-beta determinou-se uma escala qualitativa de um a quatro, de
acordo com a intensidade da coloragao: (1) negativa, (2) fraca, (3) moderada ¢ (4)
forte.**** Laminas com carcinoma de mama foram utilizadas como controle externo. A
presenca de pelo menos 10% de células neoplasicas com coloragdo moderada ou forte

foi o critério determinado para positividade.

Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram descritos com média e desvio padrio. Nas variaveis

categoricas utilizou-se freqiiéncia absoluta e percentual. Utilizou-se o teste Exato de Fischer

para analise da associacdo da expressdo do pl6 com sexo e tipo histologico. O teste t de

Student bicaudal com corre¢do para amostras heteroscedasticas foi utilizado na comparagao

com idade, tamanho do tumor e nimero de linfonodos metastaticos. A associagdo do pl6

com o estadiamento patologico foi feita com o teste Qui-Quadrado. O nivel de significancia

utilizado foi de p< 0,05. Os célculos estatisticos foram efetuados com o Microsoft Office

Excel 2003.
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RESULTADOS

Estudou-se 36 casos de adenocarcinoma de estomago; 20 pacientes (55,5%) eram do
sexo masculino e 16 (44,5%) eram do sexo feminino (tabela 1). A média das idades dos
pacientes no momento da cirurgia era de 59,2 anos (£13,2), sendo a média dos homens 59,2
anos (£10,71) e das mulheres 59,3 anos (+16,16). A diferenga das médias das idades ndo foi
significativa estatisticamente.

Em relagdo a localizagdo do tumor, de acordo com o laudo anatomopatologico, dois
(5,55%) localizavam-se na cardia, quatro (11,11%) na cardia e fundo, cinco (13,88%) no
corpo e fundo, um (2,77)% no corpo, dois (5,55%) no corpo e antro, dezenove (52,77%) no
antro e trés (8,33%) no antro e piloro. Vinte e trés (63,88%) pacientes foram submetidos a
gastrectomia parcial, onze (33,33%) a gastrectomia total e dois (5,55%) a
esofagogastrectomia. O numero médio de linfonodos ressecados com a peca cirurgica foi de
15,9 (+£10,4); destes, 30,8% (4,9+5,2) apresentavam metastases (tabela 1). Informacdes sobre
a extensdo das linfadenectomias realizadas ndo constavam na maioria das descrigoes
cirurgicas, 0 que nao permitiu a sua analise.

Quanto ao tipo histologico, segundo a classificacdo de Lauren, 63,9% eram do tipo
difuso e 36,1% eram do tipo intestinal. No que diz respeito a diferenciagdo histoldgica,
91,6% eram pouco diferenciados, 5,6% moderadamente diferenciados e 2,8% bem
diferenciado (tabela 1). No estadiamento patoldgico, conforme a sexta edi¢do do TNM,
tivemos a seguinte distribui¢do: 13,88% pacientes eram estadio 1A, 5,55% eram estadio 1B,
8,33% eram estadio II, 27,77% eram estadio I11A, 27,77% eram estadio IIIB e 16,66% eram

estadio IV (tabela 1).
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Quanto a analise do p16, 32 (88.9%) demonstraram positividade menor que 10% e
28 (77,8%) menor que 1%. Comparou-se a positividade ao p16, nos dois pontos de corte (1%
e 10% respectivamente), com: sexo ( p=1; p=1), idade ( p=0,05; p=0,7 ), tamanho do tumor
(p=0,28; p=0,55), tipo histologico de Laurén (p=1; p=1), linfonodos metastaticos
(p=0,37; p=0,28) e estadiamento patologico (p=0,02; p=0,22). Nao identificou-se diferenca
estatisticamente significativa em nenhuma das varidveis analisadas para um nivel de

significancia p<0,05.
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TABELA 1: Caracteristicas demograficas e anatomopatoldgicas dos casos.

Variavel n descricao

Idade (DP,anos) 36 59,2 (13,2)

Sexo masculino (DP,anos) 20 59,2 (10,7)

Sexo feminino (DP,anos) 16 59,3 (16,16)
Tipo 36

Intestinal 13 36,1%

Difuso 23 63,9%
Diferenciacao 36

Bem diferenciado 1 2,77%

Moderadamente diferenciado 2 5,55%

Pouco diferenciado 33 91,66%
Linfonodos isolados (DP) 573 15,9 (10,4)
Linfonodos com metastases (DP) 178 4,9 (5,2)
Estadiamento 36

1A 5 13,88%

IB 2 5,55%

II 3 8,33%

1A 10 27,77%

111B 10 27,77%

v 6 16,66%

Os dados sdo apresentados com média + desvio padrao ou freqii€éncia (percentual)
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TABELA 2: Associacdo da expressao do p16 com os diversos fatores

clinicopatoldgicos estudados.

pl6 pl6

<1% >1% <10% >10%
Variavel (n=28) (n=8) (n=32) (n=4)
Homens 16 4 19 1
Mulheres 12 4 13 3

P=1 (ns)* P=1 (ns)*
Idade (DP,anos) 57,3 (13,6) 66,1 (9,1) 59 (13,6) 61,2 (9,8)
P=0,05 (ns)** P=0,7 (ns)**

Tamanho do 6,7 (3,8) 5,2 (3,0) 6,5 (3,6) 5,2 (3,6)

tumor (DP,cm)
P=0,28 (ns)**

Tipo histoldgico

Difuso 9 4
Intestinal 19 4
P=1 (ns)*
Linfonodos 4,5 (5,0) 6,6 (6,0)
metastaticos

(DP)
P=0,37 (ns)**

P=0,55 (ns)**

11 2
21 2
P=1(ns)*

4,4 (4,7) 9,5 (7,8)

P=0,28 (ns)**

ns: ndo significativo; *Teste Exato de Fischer; ** Teste t de Student (bicaudal, com
ajuste para amostras heterscedéasticas); DP: desvio padréo.
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DISCUSSAO

A escolha de estudar-se simultaneamente, no adenocarcinoma gastrico, o pl6,
cuja perda de expressao tem sido exaustivamente estudada nesta neoplasia, e o PDGFR-
beta, cujos relatos na literatura relacionando-o ao adenocarcinoma gastrico sao
inexistentes, foi arbitraria. Embora aparentemente ndo possuam intima ligagdo em suas
atividades, poder-se-ia imaginar que, em células tumorais, o aumento da expressdo do
PDGFR e, conseqiientemente, do estimulo mitogénico a célula, poderia associar-se a
perda da atividade do p16, inibidor do ciclo celular. Além disso, clinicamente tem-se
demonstrado promissores resultados no tratamento de tumores estromais do trato
digestivo (GISTs), em que ha expressdo do PDGFR, com o uso de drogas inibidoras
tirosinoquinases, como o imatinib (anteriormente conhecido como STIS71, [Gleevec],
Novartis Pharmaceuticals Corp, East Hanover, NJ, USA).]3’15’26’27 Em um modelo
animal de carcinoma géstrico demonstrou-se aumento da citotoxicidade e do efeito
antitumoral do 5-FU e do paclitaxel quando combinados ao imatinib.*®

No presente estudo 89% dos casos demonstraram perda de expressdo do pl6
(positividade menor que 10%), o que esta em consonancia com os 40 a 90% de perda de
expressio relatados na literatura.>®’ Setenta e oito por cento dos casos demonstraram
positividade menor que 1%. Este ponto de corte foi arbitrariamente inserido no estudo
com o objetivo de aumentar o poder de associacao entre perda de expressdao do pl6 ¢ as
varidveis em estudo.

Nao detectou-se expressio do PDGFR-beta nos 36 casos analisados. Na
literatura, ndo encontrou-se nenhum estudo sobre expressio do PDGFR-beta

adenocarcinoma gastrico, embora identifique-se sua expressdo do PDGFR (alfa e beta)

58



em diversos tumores epiteliais, como colangiocarcinoma,”’ carcinoma de ovario™ e
. 31
carcinoma de mama.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias das idades (p=0,98), em
contraste com o verificado na literatura americana, em que a idade das mulheres tende a
ser um pouco mais elevada.! Em conformidade com resultados ja descritos,* ndo
detectou-se diferenca na comparagdo entre a expressao do pl6, idade e sexo.

Quanto ao tipo histologico, 63,9% dos 36 casos eram do tipo difuso e 36,1% do

1,32-34 ~
3234 N3o houve

tipo intestinal (razdo aproximada de 2:1), ao contrario do esperado.
diferenca, neste trabalho, entre o tipo histolégico de Laurén e a perda de expressdo do
pl6 nos dois pontos de corte (p=1), dado ja publicado em outro estudo,'? embora os
dados na literatura sejam conflitantes.”™"

O nimero médio de linfonodos metastaticos encontrados foi de 4,9 (£5,2), mas
ndo foi efetuada andlise imunoistoquimica nos linfonodos para pl6. Sabe-se que
tumores com perda de expressdo do pl16 tendem a ter maior potencial metastatico e, em
geral, a expressdo do pl6 nos linfonodos afetados ¢ ainda menor que na lesdo
primaria.®*

Quanto ao estadiamento patoldgico, aproximadamente 72% dos pacientes eram
estadio III ou IV no momento da cirurgia, reflexo do diagnoéstico tardio na maioria dos
casos. Nao houve diferenca entre estadiamento e perda de expressdo do pl16 nos pontos
de corte avaliados.

Assim, o presente estudo demonstrou perda de expressdo do pl16 em 89% e 78%
dos casos, para pontos de corte de 10% e 1% respectivamente, embora nao se tenha

observado diferenca entre as variaveis nos pontos de corte estudados. O prosseguimento

do estudo faz-se necessario para determinar a associa¢do do pl6 com metastases
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linfonodais € com a sobrevida, bem como para determinar o mecanismo de inativagao

envolvido nestes casos.
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ARTIGO (inglés)

Immunohistochemical Expression of p16 and PDGFR-beta in Gastric

Adenocarcinoma

Rodrigo Pozza Pinto; Jane Maria Ulbrich Kulczynski; Luis Fernado Moreira

BACKGROUND: Oncogene p16 is implicated in pathogenesis of many human
tumors and even in regulation of normal cellular growth. PDGFR has been found
activated and mutated on gastric stromal tumors where c-kit, the most commonly found
marker, is in wild type. PDGF-beta and its receptor have not been studied concerning
expression and response to cellular growth inhibitors on non-stromal gastric tumors.
PATIENTS AND METHODS: Thirty-six patients submitted to surgery for gastric
adenocarcinoma between 1998 and 2000 at Santa Casa de Porto Alegre Hospital have
been studied. Variables investigated were: age, gender, tumor size and localization,
number of resected and metastatic lymph nodes, histological type, surgical resection
extension and pathological staging. RESULTS: No expression of PDGFR-beta has been
detected on surgical specimens. Concerning p16, loss of expression lower than 10% and
1% has been detected respectively on 89% and 79% of the specimens studied.
CONCLUSION: There has been no correlation among pl6 loss and the variables

studied.

INTRODUCTION

Gastric adenocarcinoma has been the main cause of cancer death during most of

the twentieth century, now overcame by lung cancer. Annually 750,000 new cases are
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diagnosed. Great geographic variations are seen and the highest incidences can be found
in Japan, South America, Eastern Europe and Middle East.' It is twice as frequent in
men as in women, has a low incidence before the forth decade with a peak incidence
in the seventh decade.' In Brazil 23,000 new cases and 11,000 deaths are estimated to
2005.

The prognosis of gastric adenocarcinoma is poor, mainly because of lack of
symptoms and late diagnosis, with an overall survival of 5-15% in 5 years."** In Japan,
where this disease is endemic but diagnosis is usually done at an early stage due to wide
availability of endoscopies, survival rate is 50% in 5 years.' Complete resection of all
gross and microscopic disease is the only potentially curative treatment. However,
disease recurs in 80% of patients even after curative resection.'

Oncogene pl6 is implicated in pathogenesis of many human tumors and even in
regulation of normal cellular growth, together with cycling, tyrosine kinasis and tumoral
transforming and growth factors, like TGF-alpha and -beta and platelet-derived growth
factor (PDGF) and its receptors (alpha and beta). Inherited mutations of pl6 are
associated with hereditary melanomas. Deletions and acquired inactivation of p16 are
found in 75% of pancreatic carcinomas, 40-70% of glioblastomas, 50% of esophageal
carcinomas and 20% of non-small cell lung cancer.” Recent papers have demonstrated a
relation between pl6 inactivation and development of stomach cancer. Forty to ninety
per cent of gastric adenocarcinomas show inactivation of p16,°'" appearing to have

relation with cellular differentiation.”'"'?

Expression of pl6 is decreased in lymph
node metastasis.® Apparently there is no difference in expression between intestinal and
diffuse-type gastric adenocarcinoma.'?

Platelet derived growth factor receptor-beta (PDGFR-beta), a tyrosine kinase

surface receptor, is important to growth, differentiation and cell death controls."'
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PDGFR has been found activated and mutated in gastric stromal tumor where c-kit, the
most commonly marker found, is in wild type.'>'® PDGF receptors act over stromal-
derived cells and are not expressed in epithelial cells under normal physiologic
conditions.!” Expression of PDGFR has been described in dermatofibromiossarcoma,
chronic myelocytic leukemia and in gastrointestinal stromal tumors (GISTs), '*'*
besides other solid tumors like glioblastomas and prostate cancer.'*'® PDGF-beta and its

receptor have not been studied concerning expression and response to cellular growth

inhibitors on non-stromal gastric tumors.

PATIENTS AND METHODS

Thirty-six patients submitted to surgery for gastric adenocarcinoma between
1998 and 2000 at Santa Casa de Porto Alegre Hospital have been studied with the aim
of determining prevalence of p16 and PDGFR-beta.

None of the 36 patients had medical history of other malignant tumors (except to
skin spinocellular and basocellular) or pre-operative chemo or radiation therapy, which
would be exclusion criteria to the study.

Variables investigated were: age, gender, tumor size and localization, number of
resected and metastatic lymph nodes, histological type, surgical resection extension and
pathological staging. Clinical and pathological data were collected from hospitalar
records, as were surgical descriptions.

Surgical specimens analysis (hematoxylin-eosin, HE) included determination of
tumor penetration on gastric wall, nodal metastasis, histological differentiation and

histological type (intestinal or diffuse, according to Lauren).
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Specimens were processed according to routine of Pathology Department of
Clinicas Hospital of Porto Alegre. Mouse monoclonal antibody anti-p16ink4a
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) and rabbit polyclonal antibody anti-PDGFR
beta Ab-1 (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) were used to IH valuation, diluted
on PBS saline solution at 1:100 and 1:75, respectively. After dewaxing, rehydration and
antigen recovery, inactivating endogenous peroxidase activity and blocking cross-
reaction with normal serum, the sections were incubated for 12 hours at 4°C with a
solution of the primary antibody diluted as mentioned above. Positivity was determined
with ABS method (streptavidin-biotin-peroxidase complex; LABS+System HRP,
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA).

Up to 20 high power fields (x400) of each sample were captured to computer
(Image Pro-Plus, v 4.5.1.2.2, Media Cybernetics). On computer screen, after insertion of
a grid over pictures, total number of cancer cells and total number of immunopositive
cancer cells were counted. Nuclear brown staining over cytoplasmic staining was
considered to be positive to pl6. Lung carcinoma samples were used as external
positive control. Percentage of pl6 positivity was calculated dividing the number of
stained cancer cells by the total number of cancer cells, and then this value was
multiplied by 100. Two thresholds were regarded as loss of expression: <10% and <1%.
A qualitative scale was determined to PDGFR-beta, according to staining intensity: (1)
no staining, (2) weak, (3) moderately and (4) strong. Breast carcinoma samples were
used as external positive controls. To be considered positive the sample should have at
least 10% of moderately or strong stained cancer cells.

Qualitative data was described as mean and standard deviation. Percentage and
absolute frequency were used to categorical variable. Fischer’s Exact Test was used to

relate pl6 expression to gender and histological type. Student’s T Test was used to
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compare pl6 to size, age and number of metastatic lymph nodes. Pathological stage was
compared to p16 using Chi-Square Test (P value <0,05 to all tests). Statistical analysis

was performed with SPSS 10.0 software..
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TABLE 1: Clinical and pathological characteristics of the patients.

Variable n Description
Age (SD,years) 36 59,2 (13,2)
Male : Female 20:16
Lauren Classification 36
Intestinal 13 36,1%
Diffuse 23 63,9%
Tumor Differentiation™® 36
Well 1 2,77%
Moderately 2 5,55%
Poorly 33 91,66%
Lymph nodes (SD) 573 15,9 (10,4)
Positive 178 4.9 (5,2)

Data presented as media + standard deviation or frequency (percentage). * well: well

differentiated; moderately: moderately differentiated; poorly: poorly differentiated.
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TABLE 2: p16 loss and association to variables.

p16 p16
<1% >1% <10% >10%
Variable (n=28) (n=8) (n=32) (n=4)
Men 16 4 19 1
Women 12 4 13 3
P=1 (ns)* P=1 (ns)*
Age (SD,years) 57,3 (13,6) 66,1 (9,1) 59 (13,6) 61,2 (9,8)
P=0,05 (ns)** P=0,7 (ns)**
Tumor size 6,7 (3,8) 5,2(3,0) 6,5 (3,6) 5,2 (3,6)
(SD,cm)
P=0,28 (ns)** P=0,55 (ns)**
Lauren
Classification
Diffuse 9 4 11 2
Intestinal 19 4 21 2
P=1 (ns)* P=1(ns)*
Positive  lymph 4,5 (5,0) 6,6 (6,0) 4,4 (4,7) 9,5 (7,8)
nodes (SD)

P=0,37 (ns)**

P=0,28 (ns)**

ns: not significant; *Fischer’s Exact Test; ** Student’s t Test ; SD: standard

deviation.
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RESULTS

Thirty-six patients with gastric adenocarcinoma were studied; 20 (55,5%) men
and 16 (44,5%) women (table 1). Global mean age was 59,2 years (+ 13,2); men median
age was 59,2 (£10,71) and women 59,3 (£16,6). The difference was not statistically
significant.

Tumor localization was the following: 2 (5,55%) cardia, 4 (11,11%) cardia and
fundus, 5 (13,88%) body and fundus, 1 (2,77%) body, 2 (5,55%) body and antrum, 19
(52,77%) antrum and 3 (8,33%) pylorus. Twenty-three (63,88%) patients were
submitted to partial gastrectomy, 11 (33,33%) to total gastrectomy and 2 (5,55%)
esophagogastrectomy. The mean number of lymph nodes resected was 15,9 (£10,4); of
those, 30,8% (4,9 £ 5,2) showed metastatic disease. Analysis of lymphadenectomy
extension data was not possible because it was not available in most surgical
descriptions.

Concerning to Lauren classification 63,9% was diffuse type and 36,1% was
intestinal type.  Histological differentiation was the following: 91,6% poorly
differentiated, 5,6% moderately differentiated and 2,8% well differentiated.
Pathological staging, according to TNM 6™ edition was as follows: 5 (13.88%) cases in
stage 13,88% IA, 2 (5,55%) cases in stage IB, 3 (8,33%) cases in stage II, 10 (27,77%)
cases in stage IIIA, 10 (27,77%) cases in stage IIIB and 6 (16,66%) cases in stage V.

P16 analysis showed positivity lower than 10% in 32 (88,9%) patients and lower
than 1% in 28 (77,8%). Positivity to p16 was compared (10% and 1% respectively) to
age (p=0,7; p=0,05), gender (p=1;p=1), tumor size (p=0,55; p=0,28), positive nodes
(p=0,28, p=0,37), pathological staging (p=0,22, p=0,02) and Laurén histological type

(p=1, p=1). There was no statistical difference in none of the variables studied (p<0,05).
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DISCUSSION

It was an arbitrary decision to study simultaneously in gastric adenocarcinoma
pl6, whose loss of expression has been exhaustively studied in this kind of tumor and
PDGFR-beta, whose association to gastric adenocarcinoma has not been found in
medical literature. Although there is not a close relationship between the two markers,
one could imagine that in cancer cells the hyper-expression of PDGFR-beta, which
increases the mitogenic stimulus to cell could be associated with loss of activity of p16,
which is one of the cell cycle inhibitors. Besides that, promising results in treatment of
this patients with tyrosine kinases inhibitors, like imatinib (formerly known as STI571,
{Gleevec}, Novartis Pharmaceutical Corp, East Hanover, NJ, USA) have been
described in stromal gastrointestinal tumors (GISTs), in which PDGFR is hyper
expressed.'>!>?%?7 In a gastric carcinoma animal model it was demonstrated increases in
antitumoral and cytotoxic effects of 5-FU and paclitaxel when associated to imatinib.?®

In our study, 89% of cases had loss of expression of pl6 (positivity lower than
10%) which is similar to literature data of 40-90% loss.>®’ Seventy-eight percent of
cases showed positivity lower than 1%. This lower threshold was chosen to increase the
associative power of p16 loss expression and the variables studied.

Expression of PDGFR-beta was detected in none of the 36 cases studied. The
association between this marker and gastric adenocarcinoma has not been found in
medical literature, although its expression (PDGFR alpha and beta) has been found in
other epithelial tumors like cholangiocarcinoma®, ovary carcinoma® and breast

carcinoma.’!
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In gender, there was not statistical difference between mean ages (p=0,98), in
contrast to American literature, in which women tend to be older.' In similarity to other

623 there was not relationship to p16 expression, gender and age.

reports,

Concerning Laurén histological type, 63,9% was diffuse type and 36,1% was
intestinal type, contrary to expected.'”*>* There was not difference between Laurén
histological type and p16 expression in the two thresholds studied (1% and 10%), data
found in other report,'? although in literature it is not consensus.”

The mean number of metastatic lymph nodes found was 4,9 (£5,2).
Immunohistochemistry to p16 in lymph nodes was not realized. It is known that tumors
with p16 loss tend to have a higher metastatic potential and, in general, p16 expression
is lower in metastatic lymph nodes than in primary lesion.**

In pathological staging 72% of patients was stage III or IV, a reflex of late
diagnosis. There was no difference between p16 loss and staging in this study.

The present report has demonstrated loss of p16 expression in 89% (<10%) and
78% (<1%) of cases, although there were no differences among the variables studied.
Continuing investigation is necessary in these cases to establish pl16 expression and its

association to lymph nodes metastasis and survival, as well as the pl6 inactivation

mechanism involved.
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