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Valor Prognédstico da Superexpressao de HER2 nos Adenocarcinomas Gastricos
e da Juncao Esé6fago Gastrica.

RESUMO

O céancer de estbmago é o quinto cancer mais incidente no mundo e a terceira causa de
morte, sendo no Brasil o quarto mais frequente em homens e o sexto entre mulheres. As
informacodes sobre a expressdao do HER2 em adenocarcinomas gastricos (ADG) e de juncao
esofagogastrica (ADE) podem contribuir para estabelecer condutas terapéuticas mais eficazes.
O obijetivo principal deste estudo é analisar o impacto da superexpressao de HER2 em ADG e
ADE. Este estudo teve como base uma coorte retrospectiva de 1999-2006 de pacientes
operados no INCA, com inclusdo de 270 casos, sendo 227 pacientes com diagnostico de ADG
primario e 43 com diagnéstico de ADE primario. Os dados clinicoepidemiolégicos dos pacientes
foram obtidos dos prontudrios, e feitas revisbes de laminas em HE para coleta dos dados
histopatoldégicos e selecdo dos blocos de parafina para imuno-histoquimica (IHC), para
avaliagdo da expressao de HER2. As variaveis clinicoepidemioldgicos e morfologicas foram
analisadas e os resultados mostraram associacao significativa entre género e grau histologico
do tumor (p=0,003), sendo o diagndstico de baixo grau mais comum entre homens (67,2%) em
comparacao as mulheres (32,8%). Apresentacdo avancada do tumor foi mais frequente entre
pacientes com baixa escolaridade (p=0,026) e nos tumores maior ou igual a 5 cm (p<0,001).
Invasdo neoplasica dos vasos linfaticos foi associada a baixa escolaridade (p=0,016), tumor
maior ou igual a 5 cm (p<0,001) e em casos de limites cirargicos comprometidos (p=0,003).
Invaséo perineural foi significativamente associada com idade do paciente menor que 50 anos
(p=0,018), tumor maior que 5 cm (p=0,018) e diagndstico de alto grau (p<0,001). Tumores do
tipo difuso foram mais comuns entre as mulheres (p=0,002). Individuos de baixa escolaridade
também apresentaram associacdo com a positividade de linfonodos (p=0,028). Linfonodos
positivos foram mais comuns nos tumores maior ou igual a 5 cm (p<0,001), com invasao
linfatica (p<0,001), com limites cirdrgicos comprometidos (p=0,017), com apresentacao
avancada (p<0,001) e com invasao perineural (p<0,001). O pTNM avancgado foi observado com
maior frequéncia nos tumores maior ou igual a 5 cm (p<0,001), com invasao linfatica (p<0,001),
com forma de apresentagdo macroscopica avangada (p<0,001) e com invasao perineural
(p<0,001). A expressdo do HER2 por IHC foi positiva em 27 amostras, tendo associagéo
significativa com o tipo intestinal de Lauren (p = 0,045). A expressado proteica de HER2 foi
correlacionada significativamente com a expressao génica (p < 0,0001) e a expressao de HER2
por PCR em Tempo Real evidenciou potencial uso clinico demonstrando que foi capaz de
distinguir uma amostra 3+ das demais com 84% de acurdacia, apresentando sensibilidade de
80% e especificidade de 78%. Comparando somente amostras 3+ e 2+, a expressao de HER2
foi capaz de distinguir amostras 3+ com 78% de acuracia, sensibilidade de 73% e
especificidade de 82%. Assim, os pacientes com ADG ou ADE em estagios avangados na
nossa populacdo poderiam se beneficiar de mais um método para serem encaminhados ao
tratamento personalizado com o anticorpo monoclonal.
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Prognostic Value of HER2 Overexpression in Gastric and Esophagogastric
Junction Adenocarcinomas.
ABSTRACT

Stomach cancer is the fifth most common cancer in the world and the third leading cause of
death, being in Brazil the fourth most frequent in men and the sixth among women. Information
on the expression of HER2 in gastric adenocarcinomas (GA) and esophagogastric junction
(EGA) may contribute to more effective therapeutic behaviors. The main objective of this study is
to analyze the impact of HER2 overexpression on GA and EJA. This study was based on a
1999-2006 retrospective cohort of patients operated at INCA, including 270 cases, of which 227
were patients diagnosed with primary GA and 43 with a diagnosis of primary EGA. The clinical
and epidemiological data of the patients were obtained from the medical records, and HE slides
were revised to collect the histopathological data and to select the paraffin blocks for
immunohistochemistry (IHC) to evaluate HER2 expression. Clinical, epidemiological and
morphological variables were analyzed and the results showed a significant association between
gender and histological grade of the tumor (p = 0.003), being the low grade the common
diagnosis among men (67.2%) compared to women (32.8 %). Advanced tumor presentation was
more frequent among patients with low schooling (p = 0.026) and in tumors greater than or equal
to 5 cm (p <0.001). Neoplastic invasion of lymphatic vessels was associated with low schooling
(p = 0.016), tumor greater than or equal to 5 cm (p <0.001) and in cases of positive surgical
margins (p = 0.003). Perineural invasion was significantly associated with age of the patient
younger than 50 years (p = 0.018), tumor greater than 5 cm (p = 0.018) and diagnosis of high
grade (p <0.001). Lauren’s diffuse type tumours were more common among women (p = 0.002).
Subjects with low schooling also had an association with lymph node positivity (p = 0.028).
Positive lymph nodes were more common in tumors greater than or equal to 5 cm (p <0.001),
with lymphatic invasion (p <0.001), with positive surgical margins (p = 0.017), with advanced
presentation (p <0.001) and perineural invasion (p <0.001). The pTNM was more frequently
observed in tumors greater than or equal to 5 cm (p <0.001), with lymphatic invasion (p <0.001),
with an advanced macroscopic presentation (p <0.001) and with perineural invasion (p <0.001).
Overexpression of HER2 by IHC was positive in 27 samples, with a significant association with
Lauren's intestinal type (p = 0.045). Protein expression of HER2 was significantly correlated with
gene expression (p <0.0001) and HER2 expression by Real Time PCR showed potential clinical
use demonstrating that it was able to distinguish a 3+ sample from the others with 84% accuracy
, With sensitivity of 80% and specificity of 78%. Comparing only 3+ and 2+ samples, HER2
expression was able to distinguish 3+ samples with 78% accuracy, 73% sensitivity and 82%
specificity. Thus, patients with advanced GA or EGA in our population could benefit from one
more method to be referred for treatment with the monoclonal antibody.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERITICAS CLINICAS E ANATOMICAS DO
CANCER GASTRICO

Em 2012 foi estimada a ocorréncia de 952.000 novos casos de cancer
gastrico no mundo (6,8% do total), representando o quinto cancer mais comum,
sendo os mais frequentes, os de pulmdo, mama, colorretal e préstata. Em
estimativa global € a terceira causa de morte em ambos 0s sexos, e responsavel
por 8,8% do total de mortes por cancer. Nas ultimas décadas houve uma grande
mudanga, ja que nos anos 70, as estimativas apontavam esse cancer como o
mais comum (FERLAY et al., 2012. GLOBOCAN). Mais de 70% dos casos de
cancer gastrico ocorrem nos paises em desenvolvimento e a metade do total
ocorre no leste da Asia. A RepUblica da Coréia tem a maior taxa de incidéncia de
cancer gastrico, seguida pelos paises Mongdlia e Japao. As mais altas incidéncias
sdo observadas na Asia, América Latina e Caribe, e as mais baixas incidéncias na
Africa e América do Norte (FERLAY et al., 2012. GLOBOCAN) (Figura 1.1).

No Brasil, a estimativa € da ocorréncia de aproximadamente 600.000 novos
casos de céancer por ano, para o biénio 2018-2019, excetuando-se o cancer de
pele ndo melanoma. A estimativa epidemiolégica brasileira é semelhante aquela
dos paises da América Latina e do Caribe, na qual o cancer de prostata (68.000)
nos homens e o cancer de mama (60.000) nas mulheres serdo os mais frequentes
(Quadro 1.1). Os tipos de canceres mais frequentes nos homens serdo os de
prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estdbmago (6,3%) e cavidade
oral (5,2%). Nas mulheres, os mais frequentes serdo os de mama (29,5%),
intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%), tiredide (4,0%) e estébmago
(3,8%) (INCA/MS, 2017). Estes dados indicam que, no Brasil, o céncer de
estbmago € mais frequente no sexo masculino, o que também é observado em
praticamente todos os paises do mundo, ocorrendo de duas a quatro vezes mais
do que no sexo feminino (YEOLE, 2008; JEMAL et al., 2011).
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Figura 1.1 Mapa de incidéncia do cancer gastrico no mundo. Os diferentes
tons de azul indicam as taxas de incidéncia por 100.00 habitantes de cada regiao
mundial em ambos 0s sexos, ajustadas por idade (adaptado do GLOBOCAN,
2012).

A incidéncia do cancer gastrico aumenta com a idade, sendo que a maior
incidéncia ocorre da sétima a nona décadas de vida. Os casos em individuos com
30 anos ou menos sao muito raros e estao associados a predisposicao genética
(THEUER et al., 1996; NAKAMURA et al., 1999; NAGINI, 2012).

O céancer gastrico pode se originar na metade proximal e na metade distal
do estbmago (Figura 1.2). Aqueles que se originam na metade distal do estdmago
sao mais frequentes nos paises em desenvolvimento, em individuos negros e nos
grupos de baixo desenvolvimento socioecondmico. Os fatores de maior risco para
o aparecimento dos tumores distais sdo os fatores dietéticos e a infecgdo por
Helicobacter pylori. Os adenocarcinomas que se originam na regiao proximal
gastrica, na juncao eséfago gastrica (JEG) e no esbdfago distal sdo mais comuns
nos paises desenvolvidos, em individuos brancos e nas classes sociais mais altas,
tendo como fatores de risco a Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), a

obesidade, o Esbéfago de Barrett, o tabagismo e dieta pobre em frutas e vegetais
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(ENGEL et al., 2003; CREW E NEUGUT, 2006; WHITEMAN et al., e THE
AUSTRALIAN CANCER STUDY, 2008; SHOHEEN E RICHTER, 2009).

Quadro 1.1 Estimativas de novos casos de cancer no Brasil para o ano de
2018. Taxas brutas e ajustadas de incidéncia de cancer por 100.000 habitantes e
0 numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagao primaria
(INCA/MS, 2017).

Estimativa dos Casos Novos
Homens Mulheres

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa
Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada Casos Bruta | Ajustada Casos Bruta

Prostata -
Mama Feminina - - - - - 59.700
Colo do Utero - - - - - - 16.370 | 1543 17,11 4620 | 18,66 17.58
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 18.740 | 18,16 16,97 | 4520 | 20,33 21,05 | 12530 | 11,81 9,22 3.710 | 15,06 11,44
Colon e Reto 17.380 | 16,83 20,03 | 5.630 | 2534 | 2516 | 18.980 | 17,90 1840 | 6.820 | 2749 20,84
Estomago 13.540 | 13,11 14,98 | 3.240 14,55 10,95 7.750 732 5,96 2.210 8,92 5,34
Cavidade Oral 11.200 | 10,86 11,22 | 2770 12,38 | 12,03 3.500 328 2,86 1.010 3,80 2,80
Laringe 6.390 6,17 6,31 1.540 6.86 8,44 1.280 1,20 0,96 420 1,30 0,92
Bexiga 6.690 6,43 7,79 1.920 8,59 9,20 2.790 2,63 2,21 890 3,42 2,61
Esdfago 8.240 7,99 6,73 1.450 6,46 7,04 2.550 2,38 1,67 540 1,85 1,38
Ovirio - - - - - - 6.150 5,79 4,80 2140 8,46 6,54
Linfoma de Hodgkin 1.480 1,43 1,14 550 2,19 1,93 1.050 0,96 0,92 400 1,33 1,19
Linforna ndo Hodgkin 5.370 519 5,42 1.480 6.59 6,81 4.810 4,55 419 1.520 6,10 5,44
Gléndula Tireoide 1.570 1,49 1,50 500 1,87 1,76 8.040 757 5,88 2.490 | 10,01 7,02
Sisterna Nervoso Central 5.810 5,62 5,49 1.340 6,10 6,55 5510 517 517 1.400 5,63 4,70
Leucemias 5.940 5,75 5,51 1.480 6,69 6,58 4.860 4,56 4,29 1.190 472 4,59
Corpo do Utero - - - - - - 6.600 6,22 5,44 2.370 9,46 7,46
Pele Melanoma 2.920 2,82 2,69 800 3,34 3,31 3.340 3,16 2,15 880 3,42 2,74
Outras Localizagbes 41.480 | 4017 | 3526 | 9470 | 4262 | 4345 | 36.230 | 34,17 | 29,04 | 8920 | 36,00 28,39

Todas as Neoplasias, exceto
Pele ndo Melanoma

Pele ndo Melanoma 85.170 | 82,53 - 17.020 | 76,60 - 80.410 | 75,84 - 17.230 | 69,60
Todas as Neoplasias Malignas E[ilgEN] 282.450

Todas as Neoplasias Malignas
Corrigidas para Sub-Registro

214970 | 208,32 | 217,27 | 52.410 | 23591 | 226,91 | 202.040 | 190,61 | 191,78 | 61.450 | 247,95 | 199,05

310.300

“Populagdo padrao mundial (1960). / *Nameros arredondados para maltiplos de 10.

A incidéncia do adenocarcinoma gastrico distal diminuiu em todo o mundo,
embora existam variacbes na magnitude desse declinio entre os diversos paises.
As causas desse declinio ndo estdo totalmente explicadas, mas podem ser
atribuidas a eventos como refrigeracdo adequada e disponibilidade de frutas e

vegetais frescos melhor conservados, diminuicdo na pratica de conservar
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alimentos pela defumacdo e com sal e reducdo da infecgdo crbnica por
Helicobacter pylori por meio dos programas de saude (JEMAL et al., 2009;
ANDERSON et al., 2010).

O adenocarcinoma gastrico da cardia ou juncao esofagogastrica (ADE) tem
apresentado aumento de incidéncia nos Estados Unidos e em vérios paises da
Europa. Esse aumento na incidéncia tem sido associado ao aumento na
ocorréncia da DRGE devido ao numero elevado de individuos obesos, o que vem
alcancando proporcdes epidémicas entre 0s norte-americanos e europeus. A
melhora na distincdo adequada do adenocarcinoma gastrico da cérdia e
adenocarcinoma do eséfago inferior através da classificacdo internacional
padronizada é outro fator que tem contribuido para o aumento na incidéncia do
adenocarcinoma gastrico da céardia (FOCK, 2014).

Os adenocarcinomas constituem aproximadamente 95% das neoplasias do
estdbmago (SARBIA, BECKER E HOFLER, 2004). O cancer gastrico originado
distal a cardia ndo se comporta como uma Unica doenga, mas como varias
doencas afetando as diversas regides do estbmago e apresentando aspectos
histolégicos diferentes. O Sistema de Classificacdo de Lauren (1965) e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) descreveram dois tipos de cancer no
estbmago distal, que apresentam caracteristicas clinicas e epidemiolégicas
distintas, o tipo intestinal e o tipo difuso.

O tipo intestinal ou bem/moderadamente diferenciado forma estruturas
tubulares ou glandulares neoplasicas semelhantes as intestinais, sao mais
frequentes no sexo masculino, em individuos idosos de regides de alto risco, é do
tipo epidémico e tem melhor prognéstico. Tem origem em lesdes pré-malignas na
sequéncia de gastrite cronica atréfica, metaplasia intestinal e displasia, estando
associadas a fatores ambientais, como a infec¢do pelo Helicobacter pylori,
obesidade e fatores dietéticos. S&o frequentemente ulcerados e mais propensos a
disseminacdo hematogénica e metastases hepaticas. Ja o tipo difuso ou pouco
diferenciado é caracterizado por crescimento infiltrativo com espessamento da
parede gastrica, sem formagdo de massa tumoral, sendo constituido por células

neoplasicas soltas em meio a estroma desmoplasico abundante, tem prognaostico
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desfavoravel, é propenso a disseminacao peritoneal e menos propenso a produzir
metastase hepatica.

O tipo difuso é mais frequente em areas endémicas, em mulheres,
individuos mais jovens, e em associacao ao grupo sanguineo A, o que indica
susceptibilidade genética. A distingdo entre os tipos intestinal e difuso do cancer
gastrico tem sido comprovadamente de valor nos estudos epidemioldgicos, e em
estabelecer o prognéstico tumoral. Ambos os tipos de cancer géstrico ocorrem em
populacdes de alto risco, mas a propor¢cao de carcinomas do tipo difuso é maior
nos grupos de baixo risco. Adenocarcinomas do tipo misto, compostos por
caracteristicas dos tipos intestinal e difuso, também podem ocorrer (LAUREN,
1965; CORSO, SERUCA, ROVIELLO, 2012).

SUBSITIOS

Jungao Esofagogastrica
A (JEG) e Cardia B SUPERIOR

Fundo (JEG, Cardiae Fundao)
f&’ A |

Corpo

MEDIO
{Corpa)

Antro INFERIOR
(Antro e Piloro)

Figura 1.2 Subsitios anatémicos gastrico. Regides funcionais: Juncao
esofagogastrica (JEG), cardia, fundo, corpo, antro e piloro (A). Subdivisdes
gastrica em tergos: superior (JEG, cérdia e fundo), médio (corpo) e inferior (antro e
piloro) (B) (modificado de www.fotosearch.com/CSP992/K14151341/Human
stomach, eps10. View Large Clip Art Graphic, © Can Stock Photo).

23



1.2 FATORES DE RISCO

1.2.1 Helicobacter pylori

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (do inglés International
Agency for Research on Cancer, IARC), em 1994, reconheceu a infecgdo por
Helicobacter pylori como uma causa primaria do adenocarcinoma gastrico,
baseada em evidéncia epidemioldgica. As lesdes pré-neoplasicas associadas ao
Helicobacter pylori sdo caracteristicas do cancer géastrico do tipo intestinal e ndo
do tipo difuso, que esta mais provavelmente relacionado a etiologia genética.
Apesar de 80% dos casos de adenocarcinoma gastrico serem atribuidos a
infecgdo por Helicobacter pylori, a etiologia desse cancer é multifatorial, e fatores
dietéticos, habitos de vida, fatores genéticos, fatores socioeconémicos e outros
fatores também contribuem para a carcinogénese gastrica.

A evolugédo da infecgdo pelo Helicobacter pylori varia individualmente e
apenas um numero pequeno de pessoas infectadas ird desenvolver cancer
gastrico, cerca de 3 casos por ano para cada 10.000 pessoas infectadas
(CORREA P, 2014). Por outro lado, diversos estudos concluiram que a infec¢ao
pelo H. pylori eleva em aproximadamente duas vezes o risco de desenvolver
cancer gastrico (HOUGHTON E WANG, 2005; ESLICK, 2006).

A evidéncia de que o Helicobacter pylori € um fator de risco para a
carcinogénese gastrica tem despertado grande interesse na pesquisa dos
mecanismos pelos quais este patdégeno induz a carcinogénese. A associacao da
viruléncia da cepa, o ambiente favoravel e o hospedeiro geneticamente suscetivel
sao considerados fundamentais para o bacilo induzir o cancer gastrico (HOFMAN
et al, 2004; KIM et al., 2011). O Helicobacter pylori secreta diferentes agentes que
causam dano a mucosa gastrica, como a urease, protease, fosfolipase, aménia e
acetoaldeido, que rompem a barreira funcional da mucosa via ativacao da miosina
Il mediada pela urease (WROBLEWSKI et al.,, 2009). Tem sido sugerido que o
Helicobacter pylori desencadeia uma cascata de eventos que promovem a

sequéncia progressiva, que se inicia com lesdo ao epitélio da mucosa normal,
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gastrite cronica atréfica, metaplasia intestinal, displasia e carcinoma. O estresse
oxidativo produzido é um fator virulento nos pacientes infectados por H. pylori.
Sendo assim, embora o Helicobater pylori ndao seja mutagénico, poderia levar a
formacao de substancias mutagénicas através de mediadores inflamatérios ou do
bloqueio de vias de reparo (KIM et al., 2011).

1.2.2 Virus Epstein-Barr

O Epstein-Barr virus (EBV) também ¢é detectado em 2 a 16% dos
adenocarcinomas géastricos no mundo todo, sendo a sua maior frequéncia
associada aos tumores localizados nos tergos proximal e médio do estémago. Os
genes relacionados ao EBV, como os EBER-1, EBER-2, EBNA1, LMP2A, BARFO
e BARF1 sdo expressos nos canceres gastricos, mas o seu papel na

carcinogénese gastrica ndo esta estabelecido (CORREA, 2014).

1.2.3 Fatores dietéticos

A ingestado excessiva de sal e de alimentos conservados com sal (peixes,
vegetais e carne enlatada) tem papel importante na carcinogénese gastrica com
base em dados de estudos epidemioldgicos e experimentais (D’ELIA et al., 2012).
Estudos apontam para o aumento do risco de cancer gastrico em duas vezes
quando o consumo desses alimentos é frequente (SHICATA et al., 2006). O risco
aumentado estd associado com a infecgdo pelo Helicobacter pylori e com a
gastrite atréfica (WORLD CANCER RESEARCH FUND/AMERICAN INSTITUTE
FOR CANCER RESEARCH, 2007). O sal induz hipergastrinemia e mutagbes
enddgenas promovendo proliferagdo celular epitelial, que eventualmente leva a
perda de células parietais e progressao para o cancer gastrico (KIM et al., 1997;
VELMURUGAN, MANI, NAGINI, 2005).

J& os nitratos podem ser encontrados de forma natural em alimentos como
repolho, couve-flor, cenoura, cereais, rabanete e espinafre, ou podem ser

adicionados aos alimentos para conservagao. Ainda contribui para a dieta o nitrato
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encontrado nos fertilizantes, no solo e na agua. O nitrito, 0 nitrato e os agentes
nitrosaminados podem ser sintetizados por via endbégena através de reacdes
mediadas por bactérias e/ou por macréfagos ativados. O suco gastrico acido
converte o nitrato da dieta em composto N-nitroso (NNC) carcinogénico, que
aumenta o risco para o cancer gastrico (SUZUKI et al., 2005; LIU E RUSSEL,
2008). Deve-se ainda ressaltar que algumas formas de preparo dos alimentos
também estdo associadas ao aumento do risco para cancer gastrico, como grelhar
a carne, assar, fritar, secar ao sol, salgar e condimentar, uma vez que levam a
formagdo aumentada de NNC. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos como o
benzo[a]pireno, formado em alimentos defumados, também sao citados como
fatores de risco em vérias regides com altas taxas de céancer gastrico
(JEDRYCHOWSKI, 2003; WOGAN et al., 2004).

1.2.4 Consumo de alcool

Outro fator de risco importante para o cancer gastrico é o alcool. Existem
relatos de que o consumo frequente de bebidas alcodlicas aumenta o risco de
cancer de estdmago em homens e mulheres (ZARIDZE et al., 2000). Em um
estudo prospectivo de coorte da populacdo da Noruega, foi concluido que a
exposicao combinada ao tabaco e ao alcool aumenta o risco de cancer gastrico
(SUODAHL et al, 2007). Em estudo de coorte realizado pela Investigacdo
Prospectiva Europeia em Cancer e Nutricdo (do inglés, European Prospective
Investigation Into Cancer and Nutrition (EPIC), em 2011, foi concluido que o
consumo pesado de alcool (60 g ou mais de etanol/dia), principalmente cerveja,
esta associado ao risco de adenocarcinoma gastrico ndo cardico do tipo intestinal
em homens (DUELL et al., 2011). Tramacere e colaboradores (2012), realizaram
um estudo de meta-andlise sobre o consumo de &lcool e cancer gastrico
analisando 44 trabalhos caso-controle e 15 estudos de coorte até 2010,
concluindo que havia associagao positiva entre o consumo pesado de élcool (4 ou
mais drinques/dia; sendo que um drinque corresponde a 12,5 g de etanol ) e o

risco de cancer gastrico, principalmente para os adenocarcinomas nao céardicos.
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No entanto, ndo encontraram associagao entre o consumo de alcool e o risco de
cancer gastrico, quando o consumo de alcool foi moderado (menos de 4
drinques/dia) (TRAMACERE et al., 2012).

Existem algumas hip6teses ainda sendo pesquisadas para explicar porque
o alcool aumenta o risco de cancer de diversos tipos (boca, faringe, laringe,
figado, eséfago, mama, colorretal e de estbmago). Este aumento poderia estar
relacionado ao dano ao DNA nas células saudaveis produzido por um agente
quimico. O acetaldeido, que é produzido quando o alcool é metabolizado pelo
organismo. O alcool pode afetar o bloqueio da secrecdo de estrogénio, o que
aumenta a liberagéo de estrogénio no sangue. O aumento de estrogénio no corpo
é fator de risco para os canceres de mama, ovario e uterino. A ingestao de élcool
pode ainda diminuir a capacidade de absor¢cédo de importantes nutrientes, como as
vitaminas A, C, D e E, folato e carotenoides. O consumo de alcool também pode
aumentar o ganho de peso, o0 que aumenta o risco de cancer (National Cancer
Institute (NCI): Stomach Cancer — Risks Factors and Alcohol and Cancer Risk,
Approved by the Cancer. Net Editorial Board, 04/2016).

1.2.5 Tabagismo

Segundo a iniciatiava de Investigacao Prospectiva Européia em Cancer e
Nutricdo (do inglés, European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition -
EPIC), existe uma associacao significante entre a intensidade e a duracdo do
consumo de cigarros e o risco de cancer gastrico, e que ocorre um declinio no
risco, 10 anos ap6s cessar o consumo de cigarros (GONZALEZ et al., 2003). O
tabagismo diminui a secrecao de prostaglandinas, que normalmente mantém a
integridade da mucosa gastrica, além de induzir o aparecimento de lesdes
gastricas precursoras como gastrite, ulceracdo e metaplasia intestinal. Os
individuos fumantes tendem a apresentar incidéncia mais elevada de infeccao por
H. pylori e de inflamacdo gastroduodenal (GONZALEZ E LOPEZ-CARRILLO,
2010). De acordo com a IARC (2004), o tabagismo é responsavel por

aproximadamente 10% de todos o0s casos de cancer gastrico, aumentando o risco
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de céancer tanto para aqueles localizados na regido da cardia, quanto para os nao-

cardicos, sendo mais frequentemente associado aos primeiros.
1.2.6 Historia Familiar

O céancer gastrico também apresenta uma manifestacdo de Sindrome
Hereditaria de predisposicao ao cancer em 10% dos casos, semelhante ao Cancer
Colorretal Nao Polipose Hereditario (HNPCC) e a Sindrome de Li-Fraumeni. Os
demais 90% dos canceres gastricos se manifestam de forma esporadica (BEVAN
E HOULSTON, 1999). Em 1964, o cancer de estdbmago do tipo hereditério foi
observado em uma familia tribal Maori, na Nova Zeléndia, que apresentava um
padrdo de heranca autossémica dominante. Posteriormente, em 1998, foram
descritas mutacdes no gene E-caderina (CDHT1) em pacientes de trés familias
Maori. Nessa época, o Consoércio Internacional de Céancer Gastrico (IGCLC)
introduziu a denominacao Cancer Gastrico Difuso Hereditario (HDGC). As familias
com multiplos casos de cancer gastrico difuso, cancer da mama do tipo lobular, ou
ambos, podem estar sendo afetadas pela Sindrome de HDGC. Individuos da
mesma familia geralmente estdo expostos ao mesmo ambiente e tém condi¢des
socioecondmicas similares. Esses fatores de risco atuam de forma independente
ou associados aos fatores genéticos, aumentando o risco para o cancer gastrico
(LICHTENSTEIN et al., 2000).

1.2.7 Atividades Ocupacionais

Tem sido descrita correlacdo entre o risco aumentado para o céancer
gastrico e varios tipos de atividades ocupacionais, como mineragao, fazenda,
refinaria, pesca, além de atividades que processam borracha, madeira e asbestos
(STRAIF et al., 2000; KRSTEV et al., 2005). Exposicao ocupacional a poeiras e
ambientes ocupacionais de altas temperaturas (cozinhas, processamento de
madeira e operadores de maquinas) também estdo associados ao aumento
significativo do risco para o cancer de estémago do tipo difuso (SANTIBANEZ et
al., 2012).
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1.2.8 Condicoes Predisponentes

A gastrite cronica atréfica, a gastrectomia subtotal (céto gastrico), as
sindromes de imunodeficiéncia, a Ulcera gastrica crénica e a doenga de Menetrier
sao condi¢des associadas ao aumento do risco de cancer. A associagao dessas
doencas é controvertida e algumas delas como a gastrite crbnica atréfica e o céto
gastrico sdo mais importantes nas areas de alto risco para o cancer gastrico. A
gastrite crbénica atrofica associada ao Helicobacter pylori € 0 mais importante
precursor do cancer gastrico, e estudos feitos no Japdo mostraram que 80% dos
carcinomas gastricos originam-se em mucosa gastrica atroéfica em éareas
apresentando metaplasia intestinal incompleta (SIURALA, LEHTOLA, IHAMAKI,
1974; NAGAYO, 1977; MIYAMOTO et al., 2002; MIYAMOTO et al., 2003). O risco
do cancer gastrico surgir no céto gastrico pbés gastrectomia parcial com
anastomose Billroth Il por Ulcera géastrica crbnica esta estimado em 5% a 10%,
consequente ao refluxo biliar que leva a inflamagao crénica com a formacao de
pélipos inflamatérios e alteracbes epiteliais reativas acentuadas (SCHAFER et
al.,1983; TOFTGAARD, 1989). O risco de cancer gastrico nas imunodeficiéncias
primarias varia de 2% a 10%, sendo que a maioria dessas neoplasias sao
linfomas, mas carcinomas gastricos também ocorrem. Embora existam muitos
relatos da associacdo de Doenca de Menetrier com o cancer gastrico, essa
desordem € mal definida na literatura, sendo necesséario utilizar critérios
histolégicos especificos para estabelecer o diagnostico diferencial e excluir polipos
hiperplasicos multiplos (SCHARSCHMIDT, 1977; LAXEN et al.,1982; COFFEY et
al., 2007).

1.3 ASPECTOS PATOLOGICOS DO CANCER GASTRICO

1.3.1 Aspectos Macroscopicos do Cancer Gastrico

O cancer gastrico, de acordo com critérios clinicos, é classificado em

estagio inicial ou avangado para facilitar a determinagdo do tratamento mais

29



adequado. O cancer gastrico precoce (CGP) ou superficial € aquele que invade a
mucosa ou a mucosa e a submucosa independente da presenca de metastase
linfonodal.

A Sociedade Japonesa de Endoscopia (1962) descreveu a classificacao
macroscoépica especifica que divide o CGP em trés tipos: tipo 0-l (polipoide), tipo
O-1l (superficial), subdividido em tipo O0-lla (superficial elevado), tipo O-llb
(superficial plano) e tipo 0-lic (superficial deprimido), além do tipo 0-1lI (superficial
escavado ou ulcerado) (modificado da Classificacdo de 1962 da Sociedade
Japonesa de Endoscopia). Muitos CGP apresentam tipos macroscépicos
combinados, sendo representado em primeiro lugar o tipo que representa a maior
extensao na leséo, seguido pelo tipo menor (por exemplo: tipo llc + lla ou Tipo llc
+ ll). O critério usado para classificar o tipo 0-1 € que ele tenha medida de altura
de mais de duas vezes a espessura da mucosa normal, e o tipo 0-lla que tenha a
medida de altura menor ou igual a duas vezes a espessura da mucosa normal. O
critério usado para classificar o tipo 0-lll € que ele tenha medida de profundidade
de mais de duas vezes a espessura da mucosa normal, e o tipo 0-lic que tenha a
medida de profundidade menor ou igual a duas vezes a espessura da mucosa
normal (The International Gastric Cancer Association and The Japanese Gastric
Cancer Association, 2011) (Figura 1.3).
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FORMAS MACROSCOPICAS DO CANCER GASTRICO PRECOCE

TIPO |
Polipoide / \

TIPO II
Superficial

Subtipo lla

Superficial elevado  /SE——————.

Subtipo IIb
Superficial plano

Subtipo llc
Superficial deprimido
TIPO 1l
Escavado

Figura 1.3 Classificacdo macroscépica do carcinoma gastrico precoce
(CGP). Esquema dos tipos macroscopicos com as fotos representativas de
macroscopia de pecas cirurgicas correspondentes (exceto tipo Ilb). Tipo I:
polipoide; tipo lla: superficial elevado; tipo llb: superficial plano; tipo lic: superficial
deprimido; tipo Ill: escavado ou ulcerado. As areas em vermelho correspondem a
carcinoma e as linhas pretas correspondem a mucosa nao tumoral adjacente
(adaptado de Japanese Research Society for Gastric Cancer. Japanese
classification of gastric carcinoma. Tokyo: Kanehara & Co, Ltd., 1995 e fotos
macroscopicas do acervo da Divisao de Patologia do INCA).
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O cirurgiao alemao Borrmann (1926) descreveu uma classificacao
macroscoépica para o cancer gastrico avancado, que é utilizada até os dias de
hoje, e tem grande importancia pratica para o planejamento e realizacdao do
tratamento cirurgico (tipo de resseccao cirdrgica). Essa classificacao originalmente
descreveu quatro tipos. O tipo | ou Borrmann | (1), lesdo de aspecto macroscépico
vegetante ou fungoide, o tipo Il ou Borrmann Il (2), lesdo ulcerada de bordas
elevadas e bem delimitadas, o tipo Ill ou Borrmann Il (3), lesédo ulcerada de
bordas mal definidas e infiltrativas e o tipo IV ou Borrmann IV (4) lesdo difusa de
aspecto infiltrativo e mal delimitada. Posteriormente, foi descrito o tipo V (5) de
cancer gastrico avangado, que seria aquele carcinoma com aspecto macroscépico
misto ou que ndo poderia ser classificado em nenhuma das categorias descritas
acima (Sociedade Japonesa de Endoscopia Digestiva) (Figura 1.4).
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FORMAS MACROSCOPICAS DO CANCER GASTRICO AVANGADO
(CLASSIFICACAO DE BORRMANN)

Borrmann | — Vegetante

III

Borrmann lll — Ulcerado de bordas mal delimitadas

IV

Borrmann IV - Infiltrativo

Figura 1.4 Classificacao macroscopica de Borrmann para carcinoma gastrico
avancado. Esquema dos tipos macroscépicos com as fotos representativas de
macroscopia de pecas cirlrgicas correspondentes. Borrmann | = vegetante;
Borrmann Il = ulcerado bem delimitado; Borrmann |ll = ulcerado mal delimitado e
Borrmann IV = infiltrativo; as areas vermelhas correspondem a carcinoma e as
linhas pretas ao tecido ndo tumoral adjacente (adaptado de Japanese Gastric
Cancer Association. Japanese Classification of Gastric Carcinoma, 2nd English
Edition. Gastric Cancer 1998; 1:10 e fotos macroscépicas do acervo da Divisdo de
Patologia do INCA).
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1.3.2 Classificacao do Carcinoma de Juncao Esofagogastrica

A classificacdo do cancer gastrico baseada na localizacdo anatdémica tem
levantado muitas discussées, principalmente quando os tumores estao localizados
no estémago proximal ou na cardia e acometem a juncao esofagogastrica (JEG).
Varias classificacées foram propostas a fim de alcangar o consenso (HU et al.,
2012). A Associacao Internacional de Cancer Gastrico preconiza a divisdo do
cancer gastrico em trés tipos: o tipo I, representando os tumores do terco distal do
es6fago, o tipo Il representando os tumores da cardia e o tipo lll, aqueles
localizados distal a cardia (SIEWERT e STEIN, 1998). Essa classificagdo nao
define critérios precisos para cada uma das localizag6es anatémicas descritas. Na
classificagdo do TNM pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) na 72
edicdao, houve uma simplificagdo para a localizacdo dos canceres gastricos
proximais, baseando-se na localizagdo do epicentro dos tumores e no
comprometimento da juncédo esofagogastrica (EDGE et al., 2010). Um tumor que
tenha o epicentro localizado a menos de 5,0 cm da jungdo esofagogastrica e que
também se estenda para o es6fago deve ser classificado e estadiado com o
esquema de es6fago. Todos os tumores com o epicentro no estdbmago distando
mais de 5,0 cm da JEG, ou aqueles com epicentro a menos de 5,0 cm da JEG,
sem extensao para o es6fago, sdo estadiados usando o esquema de carcinoma
gastrico (UICC/AJCC 72 edicao, 2010).

1.3.3 Tipos Histolégicos de Carcinoma Gastrico

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2010), os
carcinomas gastricos mais comuns podem ser classificados em: adenocarcinoma
papilifero, adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma mucinoso, carcinoma com
células em “anel de sinete”, carcinoma com células pouco coesivas (células
soltas), carcinoma misto, carcinoma adenoescamoso, carcinoma de células

escamosas (carcinoma epidermoide), adenocarcinoma hepatéide, carcinoma com
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estroma linfoide, coriocarcinoma, carcinossarcoma, carcinoma de células parietais,
tumor rabddide maligno, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células de
Paneth, carcinoma indiferenciado, carcinoma adenoneuroenddcrino misto, tumor
do seio endodérmico, carcinoma embrionario, tumor do saco vitelino puro gastrico
e adenocarcinoma oncocitico (Tumours of the stomach, WHO histological
classification of gastric tumours, 2010) (Quadro 1.2). Essa classificacdo é
baseada em padrdes histolégicos predominantes apresentados pelos tumores,
uma vez que os adenocarcinomas gastricos tendem a apresentar ampla variedade
arquitetural e citolégica.
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Quadro 1.2 Classificacao Histolégica dos Tumores Gastricos segundo OMS
(2010).

| = Tumores epiteliais

- Neoplasia

- Adenoma

- Carcinomas
Adenocarcinoma tipo intestinal e tipo difuso
Adenocarcinoma papilifero
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma com células em “anel de sinete”
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma de célula escamosa (epidermoéide)
Carcinoma de células pequenas
Carcinoma indiferenciado
QOutros

- Neoplasia neurcendécrina bem diferenciada (tumor carcinoide)
Il = Tumores nao-epiteliais

- Leiomioma

- Schwanoma

- Tumor de células granulares

- Tumor glémico

- Leiomiossarcoma

- Tumor de estroma gastrointestinal — GIST (benigno, de potencial maligno incerto ou maligno)
- Sarcoma de Kaposi

- Outros

- Linfomas (Linfoma de célula B de zona marginal tipo MALT, Linfoma do Manto, Linfoma de
grandes células B difuso, outros)

- Tumores secundérios

Utilizando-se os critérios de Lauren (1965), os adenocarcinomas gastricos
podem ser classificados em tipo intestinal ou tipo difuso, além do tipo
indeterminado ou misto (Figuras 1.5, 1.6 e 1.7). O tipo intestinal ocorre em cerca
de 54% dos casos, o tipo difuso em cerca de 32% dos casos, e o tipo misto ou
indeterminado, em cerca de 14% dos casos. O adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal ocorre com maior frequéncia associado a metaplasia intestinal e a
infeccdo por Helicobacter pylori, enquanto o tipo difuso € mais frequente em
mulheres e em individuos jovens (LAUREN, 1965; CORREA, 2014).
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Figura 1.5 Fotomicrografias de adenocarcinomas gastricos segundo a
diferenciacao. Adenocarcinomas bem diferenciados de padrao papilifero (A - 500
um) e de padréo tubular (B - 200 ym) e moderadamente diferenciados de padrao
tubular (C - 2 mm e D - 1 mm), de acordo com a Classificagao da OMS e tipo
intestinal na Classificacdo de Lauren (H&E); Fotos originais dos casos deste

estudo.
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Figura 1.6 Fotomicrografias de adenocarcinomas pouco diferenciados com
células em anel de sinete (assinaladas por setas pretas em B) gastrico na
Classificacao da OMS e tipo difuso na Classificacao de Lauren (A- 100 um; B
-100 ym, C - 200 um, D - 100 um) (H&E); Fotos originais dos casos deste estudo.
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Figura 1.7 Fotomicrografias de adenocarcinomas pouco diferenciados
gastrico com células soltas, sem coesao, na Classificacao da OMS e do tipo
difuso na Classificacao de Lauren (A - 400 um, B - 400 um, C - 200 um, D - 200

um) (H&E); Fotos originais dos casos deste estudo.

1.3.4 Vias de Disseminacao do Carcinoma Gastrico

A disseminagdo do carcinoma gastrico pode ocorrer por extensdo direta
através das camadas da parede (mucosa, submucosa, muscular propria e
subserosa), com perfuracdo da serosa e infiltracdo neoplasica de 6érgaos
adjacentes, como o pancreas, colon transverso, parede abdominal e hilo hepatico.
Também pode ocorrer a disseminacao por extensdao em continuidade para o
es6fago e para o duodeno. A disseminacao linfatica pode ocorrer precocemente,
em carcinomas intramucosos e submucosos, devido a rede linfatica abundante

proxima a muscular da mucosa e na submucosa. A invasdo linfatica
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microscopicamente é comum, e as metastases para linfonodos também ocorrem
com elevada frequéncia, chegando a mais de 90% nos casos de cancer gastrico
avancado (RINGERTZ, 1967; MING, 1984; DESAI et al., 2004). O propoésito da
ressecgao cirargica de linfonodos (linfadenectomia) é detectar e ressecar
metastases, melhorando assim as chances de sobrevida e permitindo o
estadiamento adequado. A invasao vascular sanguinea é raramente demonstrada
microscopicamente, embora ela esteja certamente presente quando existe
metastase hepatica. As metastases de origem hematogénica mais comuns sao
para figado e pulmdes, em cerca de 35% dos casos. Também podem ocorrer
metastases via hematogénica para qualquer outro 6rgdao, como 0sso e pele. A
idade, o género e o tipo histoldgico influenciam o padrdo de disseminagéo a
distancia. Os carcinomas do tipo intestinal geralmente ocorrem no terco distal
gastrico e em homens idosos, e metastatizam com frequéncia para o figado
(ESAKI et al.,1990).

Os carcinomas difusos, que predominam em mulheres pré-menopausa,
tendem a disseminar por via transperitoneal. As metastases para ovarios por via
transperitoneal ocorrem em cerca de 10% dos casos, estando associadas ao
carcinoma do tipo difuso de Lauren (Tumor de Krukenberg), e as metastases para
ovarios por via hematogénica, ocorrem nos carcinomas do tipo intestinal
(LERWILL E YOUNG, 2006). Quando o carcinoma atinge a superficie serosa,
existe a possibilidade de ocorrerem implantes no grande omento e disseminacao
até o peritbneo pélvico. O comprometimento neoplasico transperitoneal,
combinado a obstrugédo linfatica, pode levar ao desenvolvimento de ascite
(MUHAMMAD, IMRAN, MUHAMMAD, 2009). A disseminagao peritoneal do cancer
gastrico ocorre em cerca de 55 a 60% dos pacientes e a carcinomatose peritoneal
resultante € a manifestagdo clinica mais comum e importante, levando ao
progndéstico adverso (CHAMBERS, GROOM, MACDONALD, 2002; FACCHIANO
et al., 2008; YANG et al., 2011).
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1.4 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER GASTRICO

A melhor e mais importante forma de estimar o prognostico do céancer
gastrico é por meio do estadiamento na época do diagnéstico. Atualmente, o
Sistema de Estadiamento padrdo utilizado é o TNM, publicado pela OMS. A
American Joint Committee on Cancer / International Union Against Cancer
(AJCC/UICC) revisou e publicou a Classificagao dos Tumores Malignos - TNM
(sétima edicao) para cancer gastrico em 2010, baseada em varias evidéncias
clinicas de valor prognéstico, obtidas de centros médicos de todo o mundo, nos
ultimos anos (SOBIN, 2002; SOBIN, 2010).

Outros fatores prognosticos relevantes incluem idade, localizagdo do tumor,
tamanho do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo, profundidade de
invasao do tumor na parede, invasdo linfatica e vascular sanguinea, numeros de
linfonodos metastaticos, nimero de linfonodos retirados, taxa de linfonodos
metastéticos, tipo de resseccdo cirdrgica, resseccdo cirdrgica radical,
quimioterapia adjuvante, e outros (WANG et al., 2010).

1.4.1 Idade

O valor prognéstico da idade no cancer gastrico é controverso, pois alguns
pesquisadores relatam ser um fator prognéstico independente (ZHANG et al.,
2004; AN et al., 2010; DENG et al., 2010), enquanto alguns autores acreditam que
0s pacientes mais jovens tém pior progndstico do que os mais idosos devido ao
pior comportamento biol6gico dos tumores e do tipo histolégico (PARK et al.,
2009). Outros autores relatam que os pacientes idosos tém pior prognéstico
porque sao submetidos a ressecgdes cirlrgicas menos extensas, com resseccao
limitada de linfonodos e baixa tolerancia a quimioterapia (SAITO et al., 2010;
WANG et al., 2010).
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1.4.2 Localizacao do tumor

Um trabalho de analise de progndéstico de pacientes com cancer gastrico
relatou que pacientes com céancer gastrico proximal apresentam progndstico
significantemente pior do que aqueles com cancer gastrico distal, sendo esse fator
correlacionado com o tamanho do tumor, profundidade de invasdo na parede e
tipo de metastase linfonodal (principalmente metastase para o mediastino)
(ZHANG et al., 2004). Wang e colaboradores (2010) verificaram que, embora o
cancer gastrico proximal tenha pior prognéstico que o cancer distal em andlise
univariada, a localizacdo do tumor ndo € um fator prognostico independente em

uma analise multivariada.

1.4.3 Tipo Histoldgico e grau de diferenciacao

O tipo histolégico do tumor e o grau de diferenciacao também podem afetar
a sobrevida do paciente significativamente, visto que a sobrevida global em cinco
anos dos pacientes com carcinomas bem diferenciados é de 50%, daqueles com
carcinomas moderadamente e pouco diferenciados € de 18%, e se for tipo linite
plastica & de 3% (OHMAN, WETTERFORS, MOBERG, 1972). Ainda nao é muito
bem explicado se as variacdes no comportamento dos carcinomas gastricos
devido aos estagios e aos graus sao causados por fatores independentes ou
interligados. Hermanek (1987) demonstrou diferengas na sobrevida de acordo com
o grau do carcinoma, nos tumores avancados. O mesmo nao foi observado nos
carcinomas gastricos precoces. A analise estagio por estagio dos carcinomas
gastricos avancados ressecados cirurgicamente demonstrou que a taxa de
sobrevida em cinco anos para os carcinomas do tipo intestinal foi
significantemente melhor do que para os do tipo difuso. Nos carcinomas tipo
intestinal T2 foi de 64% e nos carcinomas tipo difuso T2 foi de 45%; nos tipo
intestinal T3 foi 42%, e nos tipo difuso T3 foi de 17% (HERMANEK, 1987).
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1.4.4 Tamanho do tumor

A medida do tumor tem sido relatada como sendo de significado
progndstico, em varios trabalhos retrospectivos (YOKOTA et al., 2000; ADACHI et
al., 2000). Esses relatos sugerem que o crescimento tumoral estd associado com
metastases linfonodais e com a sobrevida em cinco anos. Wang e colaboradores
(2010) relataram que pacientes com tumores menores que 2,5 cm tinham melhor
prognéstico do que aqueles com tumores medindo de 3,0 a 5,0 cm, e aqueles
maiores que 5,0 cm.

1.4.5 Profundidade de invasao na parede

Os carcinomas gastricos caracteristicamente progridem em crescimento
vertical através da parede invadindo as camadas mucosa, submucosa, muscular
propria, serosa e podem invadir 6rgaos e estruturas adjacentes. A profundidade de
invasdo na parede esta relacionada a probabilidade de metédstases para
linfonodos regionais e reduz a sobrevida em cinco anos. Pacientes com cancer
géstrico superficial (precoce) restrito & mucosa e submucosa tém sobrevida em
cinco anos de cerca de 95%. Quando invade a camada muscular propria, a
sobrevida cai para 80% a 60%, e quando invade a subserosa e serosa cai para
menos de 50% (YOSHIKAWA E MARUYAMA, 1985; ISHIGAMI, NATSUGOE,
MIYAZONO et al., 2004).

1.4.6 Numero de linfonodos metastaticos e numero de linfonodos retirados

O numero de linfonodos metastaticos e de linfonodos retirados é o fator
progndstico mais importante em pacientes que foram submetidos ao tratamento
cirargico curativo. A sobrevida é melhor quando os linfonodos examinados sao
negativos. A sobrevida em cinco anos para pacientes classificados como pN1 (um
a dois linfonodos comprometidos) € de 76%, pN2 (irés a seis linfonodos

comprometidos) é de 57% e pN3 (mais de seis linfonodos comprometidos) € de
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26%, na Coréia e, 62%, 33% e 17%, respectivamente, nos Estados Unidos
(STRONG, et al., 2010). Um estudo japonés propds a avaliagdo da taxa entre o
numero de linfonodos metastaticos e o numero de linfonodos isolados (LM/LI)
como um novo fator prognéstico nos carcinomas gastricos em estagio IV
(KODERA, et al., 1997). Na literatura mais atual, existem estudos sugerindo que a
taxa de LM/LI seria um fator prognéstico mais efetivo para avaliar a sobrevida,
quando comparada ao numero de linfonodos metastéticos apenas, levando a
melhoria no Sistema de Estadiamento utilizado (MARCHET et al., 2007; XU et al.,
2009).

1.4.7 Invasao linfatica e invasao vascular sanguinea

Recentemente, a presenca de émbolos neoplasicos linfaticos e vasculares
tem sido observada como potencial indicador prognostico independente, e
influencia significativamente a recorréncia tumoral e a evolucao para o 6bito apds
a resseccao curativa (YOKOTA et al., 1999; YOKOTA et al., 2000; MAEHARA et
al., 2002). Alguns autores como Wang e colaboradores (2010) e Liu e
colaboradores (2010), descrevem a invasao linfatica e a invasdao venosa como
fatores prognédsticos independentes, mesmo no céancer gastrico precoce, em

analise multivariada.

1.4.8 Tipo de resseccao cirurgica

A Unica opcao de tratamento curativo para o adenocarcinoma gastrico
avancado é a ressecgao cirurgica, cuja finalidade principal € a remogédo da
neoplasia primaria com margens de resseccao cirurgica proximal, distal e
circunferencial negativas (resseccao cirurgica classificada como sendo tipo R0). Ja
a extensao da linfadenectomia é um assunto bastante discutido no tratamento
cirurgico do cancer gastrico.

A discrepancia entre as taxas de sobrevida em estudos realizados nos

grandes centros do Japao e do Ocidente sobre a extensdo na dissecgdo de
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linfonodos (EDL) levou a realizagdo de ensaios multicéntricos randomizados: o
Dutch Gastric Cancer Group (DGCG), o German Gastric Cancer Study (GGCS) e
0 Medical Research Council (MRC) Trial. No DGCG, os autores compararam 0s
tipos de cirurgia com dissecc¢éo de linfonodos D1 (linfonodos localizados paralelos
a pequena e a grande curvaturas) e D2 (linfonodos localizados paralelos a
pequena e a grande curvaturas, ao longo dos vasos principais do tronco celiaco,
do grande epiplon e da bolsa omental), e concluiram que os resultados néo
justificavam a extensao na dissec¢éo de linfonodos a D2. No entanto, no GGCS,
a analise dos subgrupos mostrou que houve diferenca significativa entre os
pacientes em Estadio Il e aqueles em Estadio IlIA, quando submetidos a
disseccao D2 (SIEWERT et al., 1998; BONENKAMP et al., 1999). Os resultados
do MRC demonstraram diferenca significante entre os grupos submetidos a
cirurgias com disseccao de linfonodos a D2 e a D1 em relagcado a mortalidade (13%
X 6,5%; P=0.04) e morbidade pos-operatéria (46% x 28%; P<0.001), sem
diferencas na sobrevida global em cinco anos para D2 e D1 (33% x 35%)
(CUSCHIERI et al., 1999).

Em 1998, a Japanese Gastric Cancer Association (JGCA) criou uma
classificagdo para os linfonodos perigastricos baseada na localizagdo. Estudos
prospectivos bem conduzidos demonstraram que a extensdo na dissecgcédo de
linfonodos néo estd associada ao aumento da morbidade e da mortalidade,
quando as cirurgias sao realizadas em centros especializados, e melhoram a
sobrevida a longo prazo dos pacientes em estadios Il, IlIA e talvez IlIB
(HARRISON, KARPEH, BRENNAN, 1998).

1.4.9 Margens de resseccao cirurgica

Alguns estudos relatam que a margem cirdrgica comprometida pelo
carcinoma esta associada a diminuicdo da sobrevida global (FUJIMOTO et al.,
1997; HARTGRINK, BONENKAMP, VAN DE VELDE, 2000). A extensédo da
resseccao cirurgica depende principalmente da localizagao do tumor e a distancia

do tumor até a margem cirurgica de ressecgao é importante. Nos tumores de antro
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gastrico, sendo possivel manter margem de resseccao cirargica proximal livre de
neoplasia, distando 6,0 cm do tumor, e ndo existindo infiltracdo neoplasica de
outros 6rgaos, as taxas de sobrevida em cinco anos para gastrectomia subtotal e
gastrectomia total s&o semelhantes, sendo de 65,3% e de 62,4%, respectivamente
(BOZZETTI et al., 1999).

1.5 TRATAMENTO DO CARCINOMA GASTRICO E DA JUNGAO
ESOFAGOGASTRICA

O diagnostico da doenga em fase inicial e o tratamento precoce séo
fundamentais para o prognéstico do cancer gastrico. A detecgdo do carcinoma
gastrico precoce (CGP) ou superficial depende do exame endoscdpico acurado.
Métodos de tratamento minimamente invasivos como a ressec¢ao endoscopica
mucosa (REM) e a dissec¢ao endoscopica submucosa (DES) tém sido a escolha
preferencial para o tratamento dos carcinomas gastricos superficiais. Embora a
cura completa do CGP seja obtida com a ressecgao cirurgica radical, tem sido
estimulado o desenvolvimento de métodos endoscdpicos menos invasivos que
levem a cura completa com segurangca (YADA, YOKOI, UEMURA, 2013). O
tratamento principal do cancer gastrico e de tumores da jungao esofagogastrica
(JEG) continua sendo a resseccao cirurgica e leva a cura nos casos de cancer em
estadios iniciais. No entanto, as taxas de sobrevida dos pacientes com carcinomas
avancados e ressecaveis do estdbmago e da JEG permanecem muito baixas,
apesar das novas estratégias de tratamento, como a quimioterapia perioperatéria
ou quimiorradioterapia adjuvante (MACDONALD et al., 2001; CUNNINGHAM et
al., 2006).

A escolha do procedimento cirtrgico adequado para a ressecgao do cancer
gastrico é baseada no tamanho e na localizagdo do tumor, além da facilidade
técnica para obtencado de margens cirurgicas livres (macroscopica e microscopica)
de doenca. Varios estudos europeus mostraram que para obter margens
cirurgicas adequadas, sem doenca, é necessario que o tumor esteja localizado no

minimo a 5,0 cm de distancia da margem cirargica mais proxima nos casos de
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adenocarcinoma do tipo intestinal e a 10 cm, nos casos de adenocarcinoma do
tipo difuso (BOZZETTI et al., 1982; WILLIS et al., 2000; BOZZETTI, 2001; PIERIE
E OTT, 2001; DICKEN et al., 2005).

Os tumores localizados no terco superior (proximal) do estémago
geralmente sdo tratados com gastrectomia total e aqueles que comprometem a
JEG com esofagogastrectomia, para assegurar margens cirurgicas de resseccao
adequadas. J& pacientes com carcinomas localizados nos tercos médio e inferior
gastrico (ou médio e distal) podem ser submetidos a gastrectomias subtotal ou
total, pois apresentam a mesma sobrevida em cinco anos (BOZZETTI et al.,
1999).

Bozzetti e colaboradores (1982; 2001) concluiram que quando o cancer
gastrico compromete 6rgaos adjacentes, esses 6rgdaos devem ser ressecados em
bloco com o estdmago, permitindo, dessa forma, a resseccdo de margens
cirurgicas livres de doenga. Assim, o protocolo empregado é gastrectomia total ou
subtotal, laparoscépica ou tradicional com disseccao linfonodal regional, com
quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante, empregando 5-FU (5-fluoracil),
doxorubicina e cisplatina.

Nos paises Ocidentais, a maioria dos ADG E ADE é diagnosticada na fase
avancada da doenca, quando ndo sao mais ressecaveis cirurgicamente. Nesses
casos, 0 principal tratamento €& o quimioterapico, pois permite prolongar a
sobrevida com qualidade de vida. Muitos agentes quimioterapicos e combinacdes
sao utilizados na doenca metastatica. Taxas objetivas de resposta variam de 10%
a 30% nos tratamentos com uma Unica droga ou com terapias combinadas,
respectivamente (SASTRE, GARCIA-SAENZ, DIAZ-RUBIO, 2006).

A sobrevida dos pacientes com carcinomas gastricos avang¢ados tratados
com quimioterapia paliativa permanece baixa. Neste contexto, novas terapias
estdo surgindo e a compreensdo das bases moleculares do cancer esta
contribuindo para o desenvolvimento de terapias-alvo, determinadas pelo racional
molecular. As terapias-alvo interferem com as vias de sinalizagdo envolvidas na
diferenciagao, proliferacao e sobrevivéncia celular (GRAVALOS E JIMENO, 2008).

47



1.6 A FAMILIA DE RECEPTORES DO FATOR DE CRESCIMENTO
EPIDERMICO E OS TUMORES GASTROINTESTINAIS

Um dos grandes alvos em foco no desenvolvimento de terapias-alvo para
as neoplasias sao os receptores do fator de crescimento epidérmico. O EGFR,
primeiro membro da familia descrito, foi identificado na década de 1980 (SHIMIZU,
BEHZADIAN, SHIMIZU, 1980), sendo relacionado a processos carcinogénicos em
carcinomas espinocelulares (epidermoéides) depois de sua caracterizagao
(TAGUCHI et al., 2008).

O EGFR faz parte de uma familia de receptores tirosina quinase (familia
dos receptores HER/ErbB), que apresenta quatro membros conhecidos: o0 EGFR
(HER1/ErbB1), HERZ2/ErbB2, HERS3/ErbB3 e o HER4/ErbB4. Tais membros
possuem como caracteristicas em comum a sua estrutura e seus mecanismos de
ativagdo. A estrutura destes receptores conta com um dominio extracelular que
interage com seus respectivos ligantes sollveis no meio; uma regiao
transmembrana hidrofébica; e um dominio intracelular, onde se encontra seu
dominio com atividade tirosina quinase, capaz de fosforilar outros receptores, no
processo de ativagdo, e moléculas no citosol que desempenham o papel de
segundos mensageiros na cascata de sinalizagcdo (YARDEN, 2001). No processo
de ativagao, todas estas estruturas precisam passar por duas etapas cruciais: o
primeiro passo consiste na dimerizacdo, em que um determinado membro da
familia pode interagir com um membro igual a ele (formando homodimeros) ou
pode se ligar a qualquer outro membro (formando heterodimeros). Apds a
dimerizacao, o segundo passo da ativacao é iniciado com um processo bioquimico
de transfosforilagdo, em que cada membro do dimero se fosforila, ativando os
receptores para iniciar a cascata de sinalizagéo intracelular. Para interromper a
sinalizagao, este receptor € internalizado, podendo ser direcionado a degradagao
via proteassoma, ou pode ser reciclado, voltando a membrana celular (YARDEN,
2001).

No entanto, existem caracteristicas peculiares entre estes membros da

Familia HER/ErbB. Os genes que codificam estes receptores estao localizados em
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cromossomos diferentes: o gene EGFR/HER1 esté localizado no cromossomo 7, o
HERZ2 esta no cromossomo 17, o HER3 se encontra no cromossomo 12 e o HER4
no cromossomo 2 (NIELSEN et al., 2009). Além desta distingdo, estes membros
possuem outras diferencas entre si. Os receptores EGFR e HER4 séao
dependentes de ligantes presentes no meio extracelular, podendo formar homo ou
heterodimeros, para entdo iniciar suas cascatas de sinalizacdo. O HERZ2 nao
possui ligantes soluveis no meio extracelular, se tornando ativo pelo seu alto
potencial de formacao espontanea de heterodimeros com os outros membros da
familia, sem precisar que estes membros interajam com seus respectivos ligantes.
Ja o receptor HER3 (ErbB-3) nao possui capacidade de gerar a cascata de
sinalizacdo quando forma homodimeros, devido a falta de atividade catalitica em
seu dominio tirosina quinase. Portanto, este receptor precisa de um dos outros
componentes da familia para iniciar uma cascata de fosforilagdo no citosol
(BUBLIL E YARDEN, 2007).

As cascatas de sinalizagao ativadas pelos receptores HER/ErbB constituem
um sistema complexo de possibilidades de fosforilagcdo, responsaveis por uma
série de eventos carcinogénicos como proliferacao celular, angiogénese, evasao a
apoptose, entre outros (YARDEN, 2001). Entre tantas vias ativadas, destacam-se
a via de PI3K-AKT, associada a progressao do ciclo celular e inibicdo da
apoptose, a via do fator de transcricdo STATS3, e principalmente a via RAS-RAF -
MAPK, associada ao estimulo de proliferacdo celular (Figura 1.8) (ODA et al,,
2005).
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Figura 1.8 Cascatas de sinalizacao ativadas pelos receptores HER/ErbB. A

estrutura desses receptores conta com um dominio extracelular que interage com
seus respectivos ligantes sollveis no meio, uma regido transmembrana
hidrofébica e um dominio intracelular com atividade tirosina quinase capaz de
fosforilar outras receptores. Durante o processo de ativacdo sofrem dimerizagéao
(homodimerizacdo ou heterodimerizacao), posteriormente ocorre o0 processo de
transfosforilagdo, ativando os receptores para iniciar a cascata de sinalizagao
intracelular, responsaveis por uma série de eventos carcinogénicos como
proliferacéo celular, sobrevivéncia e progressao do ciclo celular (Adaptado Fornaro
etal., 2011).

A superexpressdao de EGFR é observada em 33% a 50% dos tumores
epiteliais humanos (SEBASTIAN et al., 2006). Dentre estes, os carcinomas
escamosos de cabeca e pescoco (CECPs) estao entre os mais estudados, nos
quais os 4 membros da familia HER encontram-se superexpressos. O EGFR

encontra-se superexpresso em 70-90% dos CECPs, mas a expressao € um pouco
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menor em tumores de laringe, quando comparados aqueles de mucosa oral ou
faringe (SEBASTIAN et al., 2006).

Cerca de 10 a 30% dos CECP mostram amplificacdo do gene EGFR e
mutagdes pontuais do EGFR sao descritas em apenas 1 a 7% dos pacientes
(LOEFFLER-RAGG et al., 2006; TEMAM et al., 2007). A intensidade de expressao
proteica, avaliada por imuno-histoquimica, tem sido relacionada a indicacdao de
mau prognostico, assim como o numero de copias do gene EGFR (ANG et al.,
2002; LICITRA et al., 2011). No entanto, o numero de cépias do gene ndo tem
sido demonstrado ser um biomarcador preditivo eficaz para a terapia-alvo anti-
EGFR, diferente das mutac6es especificas observadas nos carcinomas de células
nao-pequenas de pulmao (SUH, AMELIO, GUERRERO URBANO, 2013). Nos
CECP, a mutacao somatica do EGFR localizada no exon 19 pode contribuir para
uma resposta clinica limitada a terapia com cetuximabe associada a radioterapia e
a superexpressao do gene EGFR pode ser utilizada como um indicador
independente de resposta clinica favoravel ao tratamento com terapia alvo anti-
EGFR associada a radioterapia (SMILEK et al., 2012).

Diversas estratégias foram desenvolvidas para bloquear estes receptores.
Para isso, ja foram obtidas duas classes de farmacos capazes de reprimir a
atividade do receptor: os inibidores tirosina quinase (TKIs) e os anticorpos
monoclonais (mAbs) (SEQUIST et al., 2006).

Os TKIs sao moléculas de baixo peso molecular que atravessam a
membrana celular por difusdo passiva e atuam competindo pelo sitio de ligagcao do
ATP, apresentando uma maior afinidade por este sitio. Desta forma, estes
farmacos impedem a funcdo catalitica do EGFR na célula. Alguns destes
inibidores (erlotinibe e gefitinibe) ja& foram aprovados pela agéncia americana
responsavel pelo controle de novos farmacos (US Food and Drugs Administration -
FDA) e aplicados no tratamento de alguns tumores, incluindo cancer de pulmao de
células nao-pequenas metastatico, cancer pancreatico, cancer colorretal, e TCPs,
apresentando bons resultados com o aumento da sobrevida global dos pacientes
(FRY, 2003; HARARI, 2004; DRAGOVICH E CAMPEN, 2009).
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Os anticorpos monoclonais (mAbs) foram desenvolvidos para atuar sobre
as estruturas do dominio extracelular do EGFR, competindo com seu ligante no
meio e induzindo sua degradacao (BOSE E ZHANG, 2009). Alguns destes mAbs
(cetuximabe e panitumumabe) também ja foram aprovados pela FDA e pela
Agéncia Européia de Medicamentos (EMA, 2009) e também j& estdo sendo
aplicados na clinica (WALTHER et al., 2009).

No Brasil, o cetuximabe esta disponivel para o tratamento do céncer de
cabeca e pescoco localmente avancado, associado ao tratamento radioterapico
(BONNER et al, 2006). Também é utilizado no tratamento do céncer colorretal
metastatico refratario a tratamentos anteriores e ao Irinotecano, sendo que a
adicao do cetuximabe tem a possibilidade de reverter a resisténcia a esse
quimioterapico (CUNNINGHAM et al, 2004). O cetuximabe tem sido utilizado no
tratamento dos carcinomas nado pequenas células do pulmdo em estagio
avancado, no entanto é necessaria a selecdo do grupo de pacientes que podem
se beneficiar com o0 uso desse anticorpo monoclonal (SGAMBATO et al, 2014).
Tian e colaboradores (2015), em estudo de revisao sistematica e de meta-analise,
concluiram que nao existe evidéncia disponivel na literatura, que confirme a
efetividade e a seguranga do tratamento com cetuximabe combinado ao
tratamento padrao (quimiorradioterapia) para os pacientes com cancer de eséfago
(STENGER, 2017; TIAN et al, 2015).

Um fator essencial para a avaliagdo da resposta de pacientes ao tratamento
com TKIls ou mAbs sdo as muta¢cdes que ocorrem na via oncogénica RAS-RAF-
MAPK, ou na via alternativa PIBK-PTEN-AKT. Mutacées no gene KRAS ja estao
estabelecidas como parametro essencial para previsao de resposta ao tratamento
com mAbs. Mais recentemente, foi sugerido que mutacbes em BRAF e PI3K e
perda de PTEN também auxiliam na predicdo de resposta a terapia anti-EGFR
(YANG et al., 2013; THERKILDSEN et al, 2014; KAMAZOE et al., 2015;
BALTRUSKEVICIENE et al., 2016). Estas alteragdes mencionadas anteriormente
conferem uma modificacdo na estrutura destas proteinas, de forma que suas vias
de sinalizacdo se mantenham ativadas de forma permanente. Pacientes que

possuem mutacbes KRAS ou BRAF séo totalmente refratérios a terapia anti-
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EGFR, pois o bloqueio da atividade de EGFR né&o interfere na ativagao constante
desta via oncogénica. De forma curiosa, mutagcdes em KRAS e BRAF nunca se
apresentam em conjunto nos tumores, apresentando um efeito excludente entre si.

Conforme mencionado anteriormente, além do EGFR, o HER2 também é
um membro da familia dos receptores ErbBs muito relacionado com neoplasias.
Um dos motivos para tal associacao € a propriedade do HER2 de ser mais estavel
na superficie celular, assim um heterodimero que contenha este membro
permanecera por mais tempo na membrana da célula, prolongando a cascata de
sinalizagdo e apresentando um maior potencial em seus efeitos carcinogénicos.
Além disso, o heterodimero que contém o HER2 geralmente ndo é direcionado a
degradagao proteolitica, mas sim a reciclagem de volta a membrana plasmatica
(WEINSTEIN E JOE, 2006). Sua expressao génica exacerbada geralmente esta
associada a amplificagdo de seu gene. Este fenbmeno € muito observado em
tumores como mama, ovario, tumores gastricos, entre outros (HYNES E LANE,
2005).

Assim como ocorre com o EGFR, j& foram desenvolvidos farmacos anti-
tumorais contra o0 HER2, tanto inibidores tirosina quinase, quanto anticorpos
monoclonais. Estes anticorpos também ja foram aprovados e estdo sendo
aplicados na oncologia clinica, com bons resultados nas taxas de sobrevida dos
pacientes. Um exemplo marcante € o trastuzumabe (Herceptin®) que é utilizado
no tratamento de cancer de mama que superexpressam HER2 (WEINSTEIN E
JOE, 2006; NIELSEN et al,, 2009; MIDDLETON et al., 2009; BARTLETT et al.,
2011; RAKHA et al., 2014).

A superexpressdao do HER2 nas células do cancer de mama tem sido
descrita ha alguns anos como o maior fator prognostico negativo (SLAMON et al,
1987; PRAT E BASELGA, 2008). A positividade de HER2 no cancer de mama
ocorre em cerca de 15 a 20% dos casos e pode ser detectada através da
amplificagdo génica por Hibridagao In Situ Fluorescente (FISH) ou evidéncia de
superexpressao proteica por imuno-histoquimica (HER2 3 +) (ROSS et al, 2009;
WOLF et al, 2013).
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As Diretrizes de 2013 da American Society of Clinical Oncologia (ASCO)
e do College of American Pathologists (CAP) reintroduziram um valor de corte de
2.0 ou maior para a relacao HER2/CEP17 e a marcacao completa da membrana
de mais de 10% das células neoplasicas. Essas mudancgas foram bem vindas, pois
estavam alinhadas com as recomendagdes anteriores da FDA dos Estados
Unidos. Outras mudangas foram revistas mais criticamente, como as
recomendacgdes de que a marcagao incompleta ou fraca da membrana da célula
neoplasica em mais de 10% devem ser interpretadas como HER2 2+, e a
proporcao de HER2/CEP17 de 2.0 ou maior, com menos de quatro copias de
genes HERZ2 devem ser contabilizadas como FISH-positivas, e que todos os
carcinomas de mama grau lll (pouco diferenciados) e com imuno-histoquimica
HER2 negativa devem ser retestados com a realizacdo de FISH, uma vez que
dados duvidosos devem ser confirmados com o teste reflexo de FISH (WOLF et al,
2013).

No cancer de mama, HER2 e os receptores hormonais continuam sendo
os fatores preditivos para a selecdo de terapias direcionadas. A introducao da
terapia com o anticorpo monoclonal humanizado trastuzumabe esta associada a
melhora na evolugcéo dos pacientes com cancer de mama HER2 positivo. Estudos
clinicos tem mostrado que o uso de trastuzumabe associado a quimioterapia,
aumenta significativamente a sobrevida livre de recorréncia e a sobrevida global
no tratamento adjuvante (PICCART-GEBBART et al, 2005; GIANNI et al, 2011;
SLAMON et al, 2011; MOJA et al, 2012), a taxa de resposta patoldégica completa
como terapia primaria sistémica (BUZDAR et al, 2005; GIANNI et al, 2010) e
também melhora a sobrevida global na doenca metastatica (SLAMON et al, 2001;
MARTY et al, 2005). Outros fatores como mutagdes em PIK3CA ou PTEN, tém
sido avaliados para selecionar um grupo de pacientes que poderia se beneficiar da
terapia anti-HER2, especialmente na abordagem de bloqueio duplo, mas ainda
ndo entrou na pratica clinica de rotina (LOIBL et al, 2016).

A frequéncia da superexpressdao do HER2 nos adenocarcinomas gastricos
e da juncao esofagogastrica varia de 4,4% a 583,4%, ocorrendo em média em

17,9% dos casos, segundo diversos estudos publicados nos ultimos 15 anos
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(ALLGAYER et al., 2000; PARK et al., 2006; GRABSCH et al., 2010; WANG et al.,
2011; KIM et al., 2011; JORGENSEN E HERSOM, 2012; JANJIGIAN et al., 2012;
HE et al., 2013; BAYKARA et al., 2015; KUROKAWA et al., 2015).

A andlise da superexpressao do HERZ2 nos adenocarcinomas gastrico e da
juncao esofagogastrica difere daquela utilizada para o cancer de mama devido as
diferencas relacionadas a biologia da neoplasia. No cancer gastrico e na juncao
esofagogastrica sdo observadas na imuno-histoquimica uma heterogeneidade
intratumoral da expressao proteica do HER2 e uma coloracdo incompleta da
membrana celular neoplésica (Figura 1.9) (ABRAHAO-MACHADO et al, 2013;
ABRAHAO-MACHADO E SCAPULATEMPO-NETO, 2016).
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Figura 1.9 Exemplos de marcacao imuno-histoquimica HER2, escore 3+, em

carcinoma de mama (A) (adaptado de surveymonkey.com/r/TIKGSV3) e
adenocarcinoma gastrico (B) (DAVIDSON E STARLING, 2018). Magnificagdo de
40x.

Jorgensen e Hersom (2012) fizeram a andlise de 42 estudos publicados
num total de 12.749 pacientes com cancer gastrico, na qual mostraram que o
status HER2 positivo, testado por imuno-histoquimica (IHQ) ou hibridizacao in situ
(ISH), adiciona informacao sobre o prognéstico da doenca. A maioria das
publicagbes analisadas (71%) mostrou que o status HER2 positivo estava
associado com sobrevida e/ou caracteristicas clinico-patologicas adversas, como
invasao serosa, metastase linfonodal, estagio avangcado da doenca ou metastase
a distancia. Nessa analise, foi demonstrado que existe uma clara tendéncia do
papel de HER2 como fator prognéstico negativo no cancer gastrico, sugerindo que
a superexpressao proteica e/ou amplificacdo do HER2 deve ser uma

anormalidade ligada ao desenvolvimento deste tipo de tumor.

Alguns estudos mostraram ainda que a superexpressao e a amplificacdo do
HERZ2 estao relacionadas a classificacdo de Lauren, sendo observados mais
frequentemente no tipo intestinal comparado aos tipos difuso e misto
(YONEMURA et al., 1998; LEE et al., 2003; SONG et al., 2004; BANG et al., 2009;
BARROS-SILVA et al., 2009; JORGENSEN E HERSOM, 2012; FAN et al., 2013).
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Estes achados foram confirmados no estudo ToGA (2010), no qual a taxa de
positividade do HER2 foi de 32,2% nos carcinomas do tipo intestinal, 6,1% no tipo
difuso e 20,4% no tipo misto (P < 0,001). O grau de superexpressao do HER2
também varia com a localizacdo do carcinoma, sendo mais frequente na parte
proximal e na juncao esbéfagogastrica (JEG), quando comparada com a parte distal
do estdbmago. O programa de rastreamento do estudo ToGA também confirmou
esta observacdo, relatando positividade de HER2 em 33,2% dos tumores
localizados na JEG e 20,9% dos tumores localizados no restante do estébmago
(BANG et al., 2010).

O estudo ToGA (2010) demonstrou que a expressdo de HER2 tem valor
preditivo para o tratamento com trastuzumabe nos carcinomas gastricos e de
juncdo esofagogéstrica avancados (BANG et al, 2010). Pacientes com
superexpressdo do HER2 apresentam sobrevida significativamente maior quando
tratados com trastuzumabe em conjunto com a quimioterapia convencional,
quando comparados aos pacientes tratados da mesma maneira, mas que nao
superexpressam este gene. Este tratamento foi o que apresentou o maior
prolongamento de sobrevida em pacientes com tumores gastricos (GRAVALOS E
JIMENO, 2008; MEZA-JUNCO et al., 2009; JORGENSEN, 2010; JORGENSEN E
HERSOM, 2012).

Entre os pacientes com cancer gastrico HER2 positivo, o tratamento com
trastuzumabe associado a quimioterapia representa um novo padrao de
tratamento (BANG et al., 2010). O estudo ToGA (2010) deve ser caracterizado
como um marco no tratamento do cancer gastrico avangcado e tem orientado o
caminho para novos compostos anti-HER2, como o pertuzumabe, ado-
trastuzumabe entamsine, lapatinibe, afatinibe e dacomitinibe, que estdo sendo
testados em ensaios clinicos de fases Il e lll (SATOH et al., 2010; OH et al., 2012;
BASELGA et al, 2012; HECHT et al, 2013; JANJIGLIAN et al, 2013;
TABERNERO et al., 2013; YAMASHITA-KASHIMA et al., 2013).

Portanto, com o Estudo ToGA (2010), uma nova era de terapia para o
cancer gastrico avancado foi iniciada. Em contraste, outros estudos que
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investigam agentes bioldgicos diferentes de trastuzumabe, como o cetuximabe,
panitumumabe, bevacizumabe e lapatinibe ndo foram capazes de replicar os
mesmos resultados (OHTSU et al., 2011; HECHT, BANG et al., 2013; LORDICK et
al., 2013; WADDELLET et al.,, 2013; SHEN et al,, 2015). Assim, como estas
terapias ja estdo em uso rotineiro na pratica clinica em alguns paises
desenvolvidos, e como estes tumores apresentam prognostico bastante limitado
com os tratamentos disponiveis atualmente, faz-se imprescindivel avaliarmos o
potencial de tumores gastricos de brasileiros para tratamento com TKIs ou
anticorpos monoclonais anti-HER2. Com isso, poderemos dar subsidio ao Sistema
Unico de Saude (SUS) sobre o potencial de incorporacédo futura destes exames
para fundamentar a decisdo sobre a administragdo destes medicamentos para

tratamento destas neoplasias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Revelar o perfil da superexpressao de HER2 em adenocarcinomas gastricos e da
juncao esofagogastrica de pacientes tratados no INCA.

2.2 Objetivos Especificos:

Avaliar a expressao proteica de HER2 por imuno-histoquimica

2. Avaliar a expressao génica de HER2 em amostras de adenocarcinoma
gastrico (ADG) e Adenocarcinoma da jungédo esofagogéstrica (ADE) por PCR
em Tempo Real

3. Comparar o resultado da expressao proteica de HER2 com a expressao
génica

4. Correlacionar a expressao de HER2 em adenocarcinomas gastricos e da
jungé@o esofagogastrica com o grau histologico, localizagdo, classificagéo de
Lauren, estadiamento (TNM);

5. Avaliar o impacto da expressdo de HER2 no progndéstico e sobrevida dos
pacientes incluidos no estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Critérios de Inclusao e de Exclusao dos Pacientes

Trata-se de um estudo retrospectivo no qual foram incluidos os casos de
adenocarcinomas gastricos (ADG) e de juncao esofagogastrica (ADE), segundo os
critérios recomendados pela UICC/AJCC na 72 edigao, diagnosticados por exame
histopatol6gico, em diferentes estagios da doenca, submetidos a resseccao
cirurgica curativa, atendidos e tratados no Instituto Nacional de Cancer (INCA), no
periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2006.

Foram excluidos pacientes submetidos a tratamento quimioterapico e/ou
radiotergpico anterior ao tratamento cirdrgico, pacientes cujos diagnésticos
histopatolégicos nos espécimes cirurgicos foram diferentes de adenocarcinoma
primario de estbmago ou de jungcdo esofagogastrica e pacientes cujas laminas
e/ou blocos de parafina do exame histopatolégico do espécime cirurgico ndo se
encontravam disponiveis no arquivo da Divisdo de Patologia (DIPAT) do INCA.

Este projeto foi aprovado no CEP sob o numero de protocolo 134/11
(Anexo 1). Os pacientes vivos que fazem parte deste trabalho foram contatados
por telefone para serem convocados para assinar um termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) permitindo o uso do material biol6gico arquivado na
DIPAT/INCA, no entanto devido ao tempo transcorrido entre o tratamento do
cancer e o inicio desse trabalho (inicio do tratamento dos pacientes em 1999-2006
e inicio da coleta de dados 2012), cerca de 65% dos numeros de telefones nao
existiam mais ou ndo atendiam as chamadas; cerca de 10% dos prontuarios dos
pacientes ndo tinham numero de telefone de contato anotado e/ou no sistema
Absolute; cerca de 15% dos numeros de telefone correspondiam a outras pessoas
desconhecidas do paciente e apenas cerca de 10% dos que atenderam o telefone
eram parentes ou conhecidos dos pacientes, informaram que os pacientes e eles
proprios estdo muito idosos ou acamados e que nao teriam condigbes de
comparecer ao INCA para assinar o termo ou condigbes de assinar, mesmo que

fosse enviado por correio, ndo sendo possivel a assinatura do TCLE, sendo
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solicitada a isencdo de assinatura do TCLE pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do INCA.

3.2 Selecao dos pacientes

O rastreamento dos casos de adenocarcinomas gastricos e da juncao
esofagogéstrica operados no INCA no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de
2006 foi feito no Registro de Tumores do INCA através do Sistema Informatizado
do Registro de Tumores. Nesse periodo foram identificados 723 casos de ADG e
ADE tratados por ressecgao cirurgica, sendo 635 (87,8) casos de ADG e 88
(12,2%) casos de ADE.

A principio, selecionamos 200 casos de ADG e 50 casos, utilizando os
critérios recomendados pela UICC/AJCC na 72 edigao (2010), que supostamente
seriam de ADE, no entanto apés revisdo dos casos, observamos que alguns
tumores nao tinham localizagdo na JEG, mas no terco superior gastrico, entao
acrescentamos novos casos de JEG e mantivemos os demais, chegando a
namero total de 270 casos para estudo. Foi selecionada entdo uma amostra de
270 casos, estratificada por ano, de acordo com o percentual de ocorréncia dentro
de cada extrato e feita uma selecédo por meio de geracao de numeros aleatérios
no programa Excel 2007 (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Distribuicao dos casos operados e selecionados de acordo com
o ano de matricula no INCA

Ano Casos operados Casos selecionados ADG ADE
1999 101 39 33 6
2000 58 22 20 2
2001 42 19 14 5
2002 122 47 35 12
2003 102 37 35 2
2004 124 47 39 8
2005 91 32 28 4
2006 83 27 23 4
Total 723 270 (37.4%) 227 (31.4%) 43 (6%)
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3.3 Coletas das informacoes clinico-epidemioldgicas e anatomo-patologicas

Dos pacientes selecionados, foram coletadas informagbes clinico-
epidemioldgicas obtidas dos prontuarios médicos localizados no arquivo médico
do Hospital do Cancer | (HCI) do INCA. A partir dos laudos dos exames
histopatolégicos arquivados no setor de arquivo da DIPAT/INCA, foram coletadas
as informagdes anatomo-patolégicas dos resultados dos exames de macroscopia
e de microscopia dos espécimes cirurgicos examinados na DIPAT.

As informagdes clinico-epidemiol6gicas e anatomo-patoldgicas de interesse
para o presente estudo foram organizadas em formulario padronizado e
confeccionado especialmente para esse fim.

No formulario especifico (Formuladrio de coletas de dados de
adenocarcinoma gastrico, versdo 22 de setembro de 2014 - anexo 2), constam as
seguintes variaveis: codificacao para identificacdo dos pacientes por numero, data
de nascimento, idade, niumero do prontuario, data da matricula, género, cor da
pele, escolaridade (baixa escolaridade corresponde ao analfabeto até 1° grau
incompleto e alta escolaridade, corresponde ao 1° grau completo até pos-
graduacdo) estado civil, etilismo, tabagismo, histéria familiar de céancer,
Performance Status (PS) de acordo com o sistema ECOG modificado,
comorbidades (escala de comorbidade de Charlson, informagdes da biopsia
(diagnéstico): data da confirmagdo do diagndéstico de céncer; diagnoéstico da
biopsia; estadiamento clinico (sistema c¢TNM da UICC/AJCC 72 edicao);
localizacdo do tumor na endoscopia digestiva alta (EDA); informacbes do
tratamento: data do inicio do primeiro tratamento; tratamento inicial; data da
cirurgia; tipo de cirurgia; classificacao da cirurgia; diagnostico histopatolégico do
espécime cirargico; tipo histolégico e grau de diferenciacao; Classificacao de
Lauren; localizagdo do tumor no espécime cirurgico; forma do tumor; medida do
tumor; invasao neoplasica linfatica; invasdo neoplasica vascular hematogénica;
invasdo neoplasica perineural ou neural; tipo de infiltrado peritumoral ou
intratumoral; desmoplasia; nivel de infiltracdo na parede do tumor primario;
namero de linfonodos isolados; numero de linfonodos positivos; linfonodos

regionais; limites cirurgicos; estadiamento patolégico para adenocarcinoma de
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estdmago foi utilizado para os tumores nao localizados na JEG (sistema pTNM da
UICC/AJCC 72 edicao). O estadiamento patoldgico (pTNM) de esbfago foi utilizado
para adenocarcinomas localizados na juncao esofagogastrica; lesdes associadas:
atrofia glandular, metaplasia intestinal, agregados linfoides, foliculos linfoides,
alteragdes regenerativas, polipo hiperplasico, cistos de glandulas, adenoma e
outros; Infecgédo por Helicobacter pylori.

A evolugdo do paciente (seguimento) foi registrada como: recidiva da
doenca, metastase; 6bito; data da ultima consulta no INCA.

Os critérios utilizados para coletar e classificar as informagbes sobre
etilismo e tabagismo foram aqueles recomendados na publicagdo do INCA
“Registros Hospitalares de Céncer: planejamento e Gestdo” de 2010. Sendo
classificados como néo etilista (nunca): as pessoas que relatam nunca ter feito uso
de bebida alcodlica, ou que ao longo da sua vida, tenham feito uso esporadico de
apenas uma dose; etilista (sim): as pessoas com histérico de consumo habitual de
bebida alcodlica, mesmo que em pequena quantidade (dito consumo social) em
periodos anteriores e que permanegam atualmente; e ex-etilista (ex-consumidor):
as pessoas com historia de consumo habitual de bebida alcodlica durante um
periodo da sua vida, mas que ha pelo menos seis meses estdo abstémios. Em
relacdo ao tabagismo: nao tabagista (nunca): pessoas que relatam nunca ter feito
uso de tabaco, ou que ao longo de sua vida tenham feito uso esporadico com o
objetivo de experimentar; tabagista (sim): pessoas com histérico de consumo
habitual de tabaco e seus derivados, mesmo em pequena quantidade e que
permanecam atualmente fazendo uso do tabaco; e ex-tabagista: pessoas com
histérico de consumo habitual de qualquer das modalidades do tabaco durante um
periodo de sua vida, mas que, ha pelo menos seis meses, abandonou esse habito
(INCA, 2010). A coleta das informagdes foi retrospectiva, entdo obtivemos as
informagdes conforme estavam escritas nos prontuarios meédicos na pagina da
anamnese.

A cada variavel especificada acima foi atribuido um numero a fim de
permitir a transferéncia dos dados preenchidos em planilhas confeccionadas no

programa Excel para analise estatistica no programa SPSS.
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3.4 Amostras

Os laudos e laminas contendo cortes de tecido em HE correspondentes dos
espécimes cirurgicos de cada caso selecionado foram revisados ao microscopio
Optico para confirmacdo do diagndstico histopatologico e para completar
informacdes morfoldégicas de valor prognéstico e lesdes associadas que nao
constavam nos laudos. Os adenocarcinomas foram classificados quanto ao grau
histolégico em bem diferenciado (baixo grau), moderadamente diferenciado (baixo
grau) e pouco diferenciado (alto grau) com células em anel de sinete ou sem
células em anel de sinete, e carcinoma mucinoso, segundo a classificagcdo da
OMS, 2010. Os adenocarcinomas e 0s carcinomas mucinosos também foram
classificados em tipo intestinal, tipo difuso e tipo misto, segundo a classificacéo de
Lauren. As variaveis correspondentes a cada caso foram anotadas no formulario
especifico elaborado para esse trabalho para posterior analise estatistica. Nos
casos em que nao havia informacéo sobre a presenca de Helicobacter pylori nos
laudos das laminas de HE examinadas previamente, foram selecionados blocos
de parafina representativos da mucosa nao neoplasica para realizagao da técnica
de coloracao especial pelo método de Waysson. A pesquisa de Helicobacter pylori
foi considerada positiva quando foram observados bacilos espiralados e corados
na cor vermelha no muco superficial da mucosa.

Para a realizacdo da coloracao especial pelo Método de Waysson foram
feitos cortes histolégicos na espessura de 5 micrémetros do bloco de tecido nao
neoplasico embebido em parafina. Os cortes histoldégicos foram esticados em
laminas de vidro e deixados na estufa para aderéncia durante 1 hora no minimo;
posteriormente foram desparafinizados em 4 banhos de xilol durante 5
minutos/banho, desidratados em 4 banhos de 4&lcool absoluto durante 5
minutos/banho e lavados em agua corrente por 5 minutos; o corante Waysson foi
gotejado sobre o corte histoldgico e, apds 5 minutos, as |laminas foram lavadas em
agua corrente durante 2 minutos; em seguida, os cortes foram desidratados em 4
cubas de élcool absoluto durante 5 minutos em cada cuba; e clarificadas em 4

cubas de xilol durante 5 minutos em cada cuba.
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O Corante Waysson foi feito utilizando-se as seguintes solugdes: 190 mL de
agua destilada, 10 mL de Fenol, 30 mL de etanol absoluto, 0,20 g de Fucsina
basica e 0,75 g de Azul de Metileno. No preparo, dissolveu-se a Fucsina basica e
o Azul de Metileno em 30 mL de etanol absoluto e posteriormente acrescentou-se
190 mL de agua destilada e 10 mL de Fenol.

Apo6s a coloragcao, os cortes histologicos foram cobertos com Goma de
Damar e recobertos com laminulas. A visualizacao do Helicobacter pylori foi feita
ao microscopio éptico, sendo avaliada a presenca de bacilos espiralados corados

em vermelho no muco superficial da mucosa gastrica.

3.5 Expressao Proteica de HER2

A plataforma de revelacdo da marcagcdo do anticorpo priméario foi a
ultraView DAB. O anticorpo primério utilizado foi o anticorpo monoclonal anti-HER-
2-/neu (clone 4B5), lote Y10418 com vencimento em 11/11/2018, da VENTANA
PATHWAY.

3.5.1 Metodo de Imuno-histoquimica Automatizada

3.5.1.1 Cortes Histologicos

Para realizacado dos cortes histologicos, os blocos foram colocados em um
recipiente com gelo para resfriamento. Os tecidos foram cortados a partir dos
blocos, na espessura de 3 a 4 um, colocados em um banho de é&lcool a 10%,
esticados em banho-maria a 56°C e aderidos as laminas de vidro, previamente
tratadas com solugéo de silano. Em seguida, as laminas foram deixadas em estufa
a 56°C por 24 horas, para a adesao dos cortes. As laminas foram identificadas
com uma etiqueta gerada pelo software da Ventana (Ventana Medical Systems,
Inc., member of Roche Group, EUA), contendo o0 nimero do caso, numero do
bloco e o anticorpo em questdo. Apds o corte, todos os blocos foram guardados
na caixa de arquivo de blocos da pesquisa do INCA.
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3.5.1.2 Acondicionamento das Laminas na Maquina BENCHMARK XT
(Ventana Medical Systems-Roche Group, EUA)

As laminas devidamente etiquetadas foram encaixadas sobre os
thermopads da maquina com a etiqueta voltada para o centro da bandeja. Apds o
fechamento, utilizando o software da Ventana, clicamos e executamos.
Conferimos a lista de verificagdo que aparece na tela e informamos a quantidade
de laminas e quando o aparelho deve iniciar o processo. Apds checar se estava
tudo correto, clicamos em “iniciar sessdo”. Quando o0 processo terminou, as
laminas foram retiradas e acondicionadas em cestas de plastico e imersas em
solugcdo de detergente liquido neutro em &gua, durante cinco minutos, para a
remocao do 6leo que cobre as laminas durante o processo. Em seguida, foram
lavadas em agua corrente para remocao total do detergente.

3.5.1.3 Protocolo Automatizado para CERB, segundo descrito por Ventana
Medical Systems-Roche Group, EUA)

A desparafinizacao foi feita com Solugado EZ Prep a 75°C por 8 minutos no
total; a recuperacao de antigenos em tampao CC1, de pH alto a 100°C por 60
minutos; feita a aplicacdo do 6leo Liquid Coverslip (BenchMark Special Stains
Liquid), que tem como funcao impedir que os reagentes aquosos evaporem. Feita
a incubagao com o anticorpo monoclonal anti-HER-2-/neu (clone 4B5) a 37°C por
60 minutos e incubacao com o Kit de revelagao ultraView DAB. Todas as etapas
detalhadas de acordo com as recomendac¢bes do fabricante para utilizacdo da
maquina da Ventana, Protocolo N2 5: CERB: procedimento: XT ultraView DAB v3,
Modulo de Marcagao BenchMark XT IHC/ISH. As etapas do procedimento foram
as seguintes: selecionar EZ Prep; iniciar passos cronometrados; misturadores
desligados; aquecer lamina a 75 ¢ C e Incubar durante 4 minutos; aplicar EZPrep
Volume Adjust; lavar lamina; aplicar EZPrep Volume Adjust; lavar 1amina; aplicar

EZPrep Volume Adjus; aplicar Coverslip; aquecer lamina a 76 ¢ C e incubar
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durante 4 minutos; lavar lamina; aplicar Depar Volume Adjust; aplicar Coverslip;
desativar o aquecedor das laminas; misturadores: ligado; breve - 8 minutos de
conditioning; lavar lamina; aplicar Cell Conditioner 1 prolongado; aplicar CC
Coverslip prolongado; seleccionar lavagem SSC; aquecer lamina a 95 ° C e
Incubar durante 8 minutos; curto - 30 minutos de Conditioning; aplicar Cell
Conditioner 1; aplicar CC intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); aquecer
lamina a 100 °C e incubar durante 4 minutos; aplicar CC intermédio Coverslip sem
BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio Coverslip
sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio
Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC
intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar
CC intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1;
aplicar CC intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); standard - 60 minutos
de Conditioning; aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio Coverslip sem
BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio Coverslip
sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio
Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; uma gota
corresponde a uma dispensacao de reagente; aplicar CC intermédio Coverslip
sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar CC intermédio
Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1 breve; aplicar CC
intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); aplicar Cell Conditioner 1; aplicar
CC intermédio Coverslip sem BB (barcode blowoff); desativar o aquecedor das
laminas; incubar durante 8 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o
volume das laminas com Reaction Buffer; aplicar Coverslip; lavar lamina com
Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com Reaction Buffer; aplicar
Coverslip; procedimento sincronizagao; aquecer lamina a 37 ¢ C e incubar durante
4 minutos; lavar ldmina com Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com
Reaction Buffer; aplicar uma gota de UV INHIBITOR, aplicar Coverslip e incubar
durante 4 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas
com Reaction Buffer; aplicar Coverslip; aquecer lamina a 37 ¢ C e incubar durante

4 minutos; lavar ldmina com Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com
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Reaction Buffer; aplicar Coverslip; aplicar uma gota de PREP KIT 3 (anticorpo) e
incubar por 1 hora; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o volume das
laminas com Reaction Buffer; aplicar Coverslip; aquecer lamina a 37 ¢ C e incubar
durante 4 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; aplicar 200ul + VA Reaction
Buffer; aplicar uma gota de UV HRP UNIV MULT, aplicar Coverslip e incubar
durante 8 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas
com Reaction Buffer; aplicar Coverslip; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o
volume das laminas com Reaction Buffer; aplicar Coverslip; lavar lamina com
Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com Reaction Buffer; aplicar uma
gota de UV DAB e uma gota de UV DAB H202, aplicar Coverslip, incubar durante
8 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; uma gota corresponde a uma
dispensacao de reagente Impresso em 21/03/2016 20:10:28; ajustar o volume das
laminas com Reaction Buffer; aplicar uma gota de UV COPPER, aplicar Coverslip,
e incubar durante 4 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer; ajustar o volume
das laminas com Reaction Buffer; aplicar uma gota de HEMATOXYLIN
(Contrastante), aplicar coverslip e incubar por 8 minutos; lavar lamina com
Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com Reaction Buffer; aplicar
Coverslip; lavar [amina com Reaction Buffer; ajustar o volume das laminas com
Reaction Buffer; aplicar uma gota de BLUING REAGENT (Pés-contrastante),
aplicar coverslip e incubar por 4 minutos; lavar lamina com Reaction Buffer;
aplicar Coverslip; desativar o aquecedor das laminas; seleccionar lavagem
opcional; seleccionar Lavagem SSC; iniciar passos cronometrados; lavar lamina
com Reaction Buffer.
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3.6 Analise das Laminas de HER2

A analise da superexpressao proteica/amplificacdo do HER2 é feita
geralmente pela imuno-histoquimica ou por hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH). Em ambos os métodos podem ser utilizados tecidos de biopsias ou pecas
cirurgicas fixados em formol e embebidos em blocos de parafina. O FISH é o
método padréo ouro, no entanto seu uso fica limitado aos casos duvidosos de
expressao de HER2 (HER2 2+), devido ao alto custo, ao consumo de tempo e a
necessidade de equipamentos sofisticados com o microscoépio fluorescente. Na
literatura existem relatos que confirmam a alta concordancia entre os métodos de
FISH e imuno-histoquimica. Assim, a analise da expressao proteica de HER2 pela
imuno-histoquimica é o método mais utilizado nos laboratérios de patologia

cirurgica.

As laminas de imuno-histoquimica preparadas com o anticorpo anti-HER2,
contendo cortes de tecidos dos tumores foram analisadas ao microscépio 6ptico.
Nas amostras de tumores dos espécimes cirurgicos foram utilizados os critérios de
interpretacao do sistema de escore de HER2 para cancer gastrico estabelecidos
por Hoffmann e colaboradores, em 2008, ou seja, resultado negativo, escore 0,
sem reatividade ou sem reatividade de membrana em mais de 10% das células
neoplasicas; resultado negativo, escore 1+, quando havia reatividade fraca ou
incompleta da membrana em 10% ou mais das células neoplasicas (células
reativas em apenas parte da membrana); resultado duvidoso ou suspeito, escore
2+, quando havia reatividade fraca a moderada completa, basolateral ou lateral da
membrana em 10% ou mais das células neoplasicas; resultado positivo, escore
3+, quando havia reatividade forte completa, basolateral ou lateral de membrana
em 10% ou mais das células neoplasicas (WOLFF et al., 2007; HOFFMAN et al.,
2008; RUSCHOFF et al., 2012). Por motivos técnicos, 0s casos cujos escores
foram 2+ na imuno-histoquimica, correspondendo aos resultados duvidosos, nao
puderam ser analisados pela técnica de hibridizacao in situ até a conclusao desse
trabalho.
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3.7 Analise da Expressao Génica

3.7.1. Extracao de RNA

Foram selecionadas 58 amostras de adenocarcinoma gastrico e de JEG
para as analises moleculares. As laminas foram previamente revistas e a area
tumoral delimitada com caneta permanente de retroprojetor, sendo cada lamina
sobreposta ao fragmento de tecido embebido no bloco de parafina para
delimitacdo do tecido tumoral com uma navalha. Posteriormente, foram cortados
em micrétomo Leica®, totalizando cinco secgdes de 10 um cada e colocados em
um tubo de 1,5 mL, sendo cinco deles acondicionados em tubo eppendorf e 5
cortes em outro tubo eppendorf, previamente identificados. As amostras foram
codificadas para que as analises fossem realizadas as cegas. Os blocos (os
mesmos utilizados para a analise por IHC). A extracdo de RNA foi realizada
utilizando o kit PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit (Thermo). Para desparafinizar
as amostras 300 pL melting buffer foram adicionados em cada tubo, seguido de
incubacdo a 72°C. Apos esse periodo, 20 pL proteinase K foram adicionados a
cada amostra e as mesmas foram incubadas a 65°C por uma hora e meia em
banho seco. A cada meia hora o material foi homogeneizado no vortex. Apés a
digestdo das proteinas as amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 14.000
rpm, o que permitiu a separagdo da parafina do liquido contendo os &cidos
nucleicos. O liquido foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e foi adicionado a
cada um 300 pL de binding buffer e 800 uL de etanol absoluto (Merck), seguido de
homogeneizagao em vértex. Todo o volume foi transferido para a coluna do kit e
centrifugado a 800 rpm por 1 min, descartando o volume do tubo coletor. Esse
processo foi seguido de trés lavagens da coluna com 500 uL de washing buffer e
por fim o RNA foi coletado das colunas aplicando em cada uma 50 pyL de agua
livre de nuclease seguida de centrifugacao a 14.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi
descartada e os tubos contendo o RNA extraido foram armazenados a -80°C.
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3.7.2. Quantificacao de RNA

A quantificagdo de RNA foi feita com auxilio do aparelho NanoDrop 2000
(Thermo Scientific), um espectrofotdbmetro simples, capaz de mensurar a
quantidade de acidos nucléicos e proteinas em solugdo. Precedendo este
processo de quantificacdo, € necessario configurar os parametros do aparelho
para mensurar acidos nucleicos, com o comprimento de onda de 260 nm. Em
seguida, 1 uL de RNA total foram transferidos para o aparelho. O aparelho ja
calcula automaticamente a concentragdo de RNA em ng/uL e verifica o grau de
pureza da amostra a partir da razao entre a leitura em 260 nm e a leitura em 280
nm (comprimento de onda necessario para mensuragao de proteinas na solugao).
As amostras foram consideradas puras quando o resultado desta razao foi

equivalente ou ultrapassar o valor de 1,7.
3.7.3. Reacao de Transcricao Reversa

O RNA total extraido dos 58 tumores armazenados em bloco de parafina foi
reversamente transcrito em DNA complementar (cDNA) para analises de
expressao génica utilizando a transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen®),
conforme orientagéo do fabricante: em um microtubo de 200 L foram adicionados
1 yL de hexébmeros randémicos do kit, 1 uL de tampao de anelamento, 500 ng
RNA alvo e agua RNase Free suficiente para completar o volume final de 8 pL de
reacdo; a mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C. Em seguida, foram
adicionados 10 pyL do tampao da enzima transcriptase reversa fornecido pelo
fabricante (Invitrogen® e 2,0 uL da enzima, sendo incubados por 5 minutos a
25°C. As reacgdes foram incubadas no termociclador por 50 minutos a 50°C e a
enzima foi inativada a 85°C por 5 minutos. Ap6s a sintese, o cDNA foi

armazenado a -20°C.
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3.7.4 Avaliacao da integridade do RNA por PCR

A amplificacdo de um fragmento do gene GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase - NM_002046.5) utilizando a reacéo da polimerase em
cadeia (PCR) foi realizada para avaliarmos a integridade das amostras e assim
selecionarmos quais seriam incluidas na analise de expressao génica. Para tanto,
os seguintes primers foram utilizados: Senso 5 TGTGAACGGATTTGGCCGTA 3'
e Antissenso 5' TCGCTCCTGGAAGATGGTGA 3', gerando um fragmento de 220
pares de bases (pb). Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5%, utilizando 5 pyL de cada reagdo, 3 pL de tampao de
carregamento e 1 pL de Gelred (Biutum) (diluicdo 3:1000) (Figura 3.1).

24 27 36 39 Ctl+ Ctl- Padrdo

Figura 3.1 Exemplo de eletroforese para selecao das amostras que foram
incluidas na analise de expressao génica. No exemplo as amostras 24, 27 e 36
apresentaram amplificacdo positiva enquanto que a amostra 39 nao apresentou
amplificacdo, ndo sendo selecionada para as analises posteriores.

Dentre as 58 amostras selecionadas, 45 apresentaram resultado positivo
para amplificagcao de um fragmento do gene GAPDH e foram, portanto, incluidas
na analise de expressao génica. Nao foi possivel estabelecer um paralelo entre a
eficiéncia da reagao e a idade do bloco.
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3.7.5. Reacao em Cadeia da Polimerase Quantitativa

A andlise da expressao génica foi realizada na plataforma de PCR em
tempo real Rotor-Gene (Qiagen). A quantificacdo da expressao de cada gene foi
realizada baseada no sistema de sondas tipo Tagman da Applied Biosystems
utilizando pares de primers especificos e sondas do tipo MGB marcadas com
corante fluorescente FAM na extremidade 5 e quencher NFQ na extremidade 3.
O gene GAPDH foi utilizado como controle endogeno. As reagdes foram
realizadas em triplicatas para a quantificacdo de cada gene em cada amostra em
conjunto com dois controles negativos da reacao (NTC) e dois controles positivos.
Cada reacao teve volume final de 10 puL e foi composta de 5,0 uL TagMan
Universal PCR Fast Master Mix (2x) (Applied Biosystems), 0,5 uL do TagMan
Gene Expression Assay (Applied Biosystems) do gene referencia (GAPDH -
Hs02786624_g1) ou do gene analisado (HER2 - Hs01001580_m1), 1 uL do cDNA,
completado o volume com agua nuclease-free. As condicbes de amplificagdo
foram de 50°C por 2 minutos, 95°C por 5 minutos seguidos por 45 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Foi padronizado um limiar de fluorescéncia
normalizada padrao de 0,1 para identificacdo dos valores de Ct (cycle threshold) A
diferenca entre as médias de trés experimentos do gene de interesse (HERZ2) e do
gene de referéncia (GAPDH) foi calculada com o auxilio do programa Microsoft
Excel e o valor de quantificacdo relativa foi expresso como 2-ACt (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). No caso de amostras com amplificagdo em GAPDH e
auséncia de amplificacdo em HERZ2 o valor de CT limite, 45, foi utilizado para as
analises estatisticas.

3.8 Analise Estatistica

As variaveis clinicas, epidemiolégicas e morfolégicas dos 270 casos
estudados estdo anotadas nos formularios elaborados especificamente para esse
trabalho (anexo 2), foram digitadas em planilhas no Excel 2007, posteriormente
foram codificadas e submetidas a analise estatistica pelo programa SPSS versao
20. A analise descritiva das variaveis categoricas foi realizada pela frequéncia
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absoluta e relativa, e das varidveis continuas, pela média e desvio padrao. Para
avaliacdo da associacdo entre as variaveis independentes e os desfechos
categoricos, foi realizado o teste de qui-quadrado de Pearson. Para todas as
medidas foi considerado estatisticamente significante p menor que 0,05.

Para as andlises estatisticas dos resultados da PCR quantitativa, em
relacédo a classificacao por IHC, foi realizado o teste de Kolmogarov-Smirnov para
verificar se os valores de expressao génica das amostras eram paramétricos, isto
€, se apresentaram uma distribuicdo normal. Quando os valores néo
apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney, quando
apresentaram foi utilizado o teste t ndo pareado. Para minimizar a probabilidade
de resultados falso-positivos, o ajuste de Bonferroni dos valores de p foi aplicado.
Foi também analisado se o0s valores de expressdo génica estavam
correlacionados com os de expressao proteica, utilizando a correlagdo de
Spearman. A curva ROC (Receiver operating curve) foi utilizada para avaliar se os
valores de expressao génica de HERZ2 seriam capazes de distinguir as amostras
classificadas por IHC como 3+ ou 2 + das demais. Foram considerados
estatisticamente significativos testes com p valor menor que 0,05. As analises
foram realizadas no programa Graphpad Prism 5.0. Para a analise exploratéria da
sobrevida global, foi utilizado o método de Kaplan-Meier e para avaliar a diferenca
entre os grupos, foi aplicado o teste de log-rank. Para tanto, foi utilizado pacote
estatistico SPSS, versao 20.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizac6es epidemiolégica e clinicopatoléogica dos pacientes
incluidos no estudo

Dos 270 pacientes avaliados, 155 (57%) eram do sexo masculino e 115
(43%) do sexo feminino. A média de idade foi de 60 anos e a idade mediana foi de
61 anos, variando de 29 a 88 anos. Cento e oitenta e dois (67,4%) pacientes eram
brancos, 44 (16,3%) negros e 44 (16,3%) pardos. A maioria dos pacientes
informou ter baixa escolaridade (192 pacientes; 71,1%). Além disso, cento e
setenta e nove (66,3%) pacientes declararam ter companheiros (casados ou uniao
estavel) e 91 (83,7%) pacientes declararam ndo ter companheiros (solteiros,
divorciados e viuvos). A respeito da exposicdo aos fatores de risco, cento e
dezenove (44,1%) pacientes relataram ser etilistas ou ex-etilistas e 138 (51,1%)
pacientes relataram nao ser etilistas, enquanto em 13 casos ndo havia informacao
sobre consumo de bebida alcodlica. Ainda, cento e cinquenta e trés (56,7%)
pacientes eram tabagistas ou ex-tabagistas, 109 (40,3%) pacientes ndao eram
tabagistas e em 8 (3,0%) casos nao havia informacao sobre tabagismo. Ja a
histéria familiar de cancer de diversas origens foi relatada por 41,9% (113) dos
pacientes. Nao havia informacao sobre cancer na familia no prontuario de 30
pacientes (11,1%) (Figura 4.1).

Em relacdo ao perfil clinico, dois (0,7%) pacientes apresentaram
Performance Status (PS) 0; 240 (88,9%) apresentaram PS1, 22 (8,1%) PS2 e 06
(2,2) PS3. As comorbidades relatadas foram: infarto do miocardio em um paciente
(0,4%); doenca cerebrovascular em um paciente (0,4%); doenga pulmonar cronica
em 05 pacientes (1,9%); Ulcera péptica em 05 pacientes (1,9%); hepatopatia leve
em 03 pacientes (1,1%); diabetes sem complicagcdes em 26 pacientes (9,6%);
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) em um paciente (0,4%) e
hipertensédo arterial sistémica em 80 pacientes (29,6%). Doenga coronariana,
doenca vascular periférica, deméncia, doenga do tecido conjuntivo, diabetes
complicada, hemiplegia ou paraplegia, doenga renal, leucemia, linfoma e doenca
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hepatica ndo foram relatadas em nenhum dos 270 pacientes desse estudo
(Anexos 3,4 e 5).

B C D

Cor da Pele .
Género Escolaridade Estado Civil

Sem

Feminino .
companheiro

43%

Masculino
57%

34% S
companheiro

66%

E F G Tabagismo

Historico Familiar de Cancer Etilismo Sem

Sem Informagéo
Informacéao 3%

Sim/Ex
57%

Figura 4.1 Distribuicao das frequéncias das principais caracteristicas etio-
epidemioldgicas e clinicas. A - cor da pele (maior frequéncia de pacientes
brancos, 67%); B - género (maior frequéncia de pacientes do sexo masculino,
57%); C - Escolaridade maior frequéncia de pacientes com baixa escolaridade,
71%); D — Estado Civil (maior frequéncia de pacientes relatou ter companheiro (a),
66%); E — Histérico Familiar de Cancer (maior frequéncia de pacientes relatou nao
ter historico na familia, 47%); F — Etilismo (maior frequéncia de pacientes relatou
nao ter habito de consumir bebidas alcodlicas); G- Tabagismo (maior frequéncia

de pacientes relatou ser fumante ou ex-fumante).

Em relacdo a localizagdo do tumor, avaliada no espécime cirurgico,
quarenta e trés (15,9%) tumores estavam localizados na juncao esofagogastrica

ao exame macroscépico dos espécimes cirargicos, 11 (4,1%) tumores estavam
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localizados no fundo gastrico, 42 (15,6%) tumores estavam localizados no corpo
gastrico, 117 (43,3%) tumores estavam localizados no antro piloro, 45 (16,7%)
tumores comprometiam dois tercos gastricos e 12 (4,4%) tumores comprometiam
os trés tercos gastricos (superior, médio e inferior) (Figura 4.2 A. Anexo 6).

Ao exame macroscoépico do espécime cirdrgico, segundo a forma tumoral,
10 (8,7) tumores foram classificados como Borrmann | (vegetante), 63 (23,3%)
tumores foram classificados como Borrmann |l (ulcerado e bem delimitado), 105
(38,9%) tumores foram classificados como Borrmann Il (ulcerado e mal
delimitado), 21 (7,8%) tumores foram classificados como Borrmann IV (infiltrativo),
09 (23,0%) tumores foram classificados como Borrmann V (misto) e 62 (23%)
tumores foram classificados como tipo superficial (aspecto de carcinoma precoce
ou inicial macroscopicamente) (Figura 4.2 B). Sendo assim, sessenta e dois
(23,0%) adenocarcinomas eram precoces (superficial ou inicial), apresentando
invasdo da mucosa e ou submucosa independente da presenca ou nao de
metastase linfonodal, e 208 (77%) adenocarcinomas eram avancgados,
apresentando invasao da parede além da submucosa (Figura 4.2 C).

Em relagdo ao tamanho do tumor, oitenta e nove (33,0%) tumores mediam
menos de 5,0 cm nos maiores eixos e 181 (67%) tumores mediam 5,0 cm ou mais
de 5,0 cm nos maiores eixos (Figura 4.2 D).

O diagndstico histopatolégico também foi avaliado nos espécimes
cirtrgicos, sendo que em seis (2,2%) casos o diagnostico foi de adenocarcinoma
bem diferenciado; em 116 (43,0%) o diagnéstico foi de adenocarcinoma
moderadamente diferenciado; em 68 (25,2%) o diagndstico foi de adenocarcinoma
pouco diferenciado com células em anel de sinete; em 77 (28,5%) casos o
diagnéstico foi de adenocarcinoma pouco diferenciado sem células em anel de
sinete e 03 (1,1%) espécimes cirurgicos tiveram o diagnostico de carcinoma
mucinoso (Figura 4.3 A). Dessa forma, cento e quarenta e oito (54,8%)
adenocarcinomas eram de alto grau histolégico (sdo os adenocarcinomas pouco
diferenciados e 0s carcinomas mucinosos) e 122 (45,2%) adenocarcinomas eram
de baixo grau histolégico (sdo os adenocarcinoma bem e moderadamente

diferenciados) (Figura 4.3 A). A avaliagdo do grau de diferenciacdo dos
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carcinomas gastricos é importante, pois existem diferencas na sobrevida de
acordo com o grau do carcinoma, nos tumores avancados (Figura 4.3 B). O
mesmo nao foi observado nos carcinomas gastricos precoces (Anexo 7).

Os tumores foram avaliados ainda de acordo com a classificacao de
Lauren, sendo que cento e quinze (42,6%) dos adenocarcinomas estudados foram
classificados como do tipo intestinal de Lauren, 107 (39,6%) como do tipo difuso
de Lauren e 48 (17,8%), como tipo misto de Lauren (Figura 4.3 C) (Anexo 7).

Local do tumor na Pega Cirlrgica Forma do Tumor

5 Borrmann 1
Trés tergos 4
do estdmago >

4%

Dois tergos
do estdmago
17%

Superficial

23% Borrmann 2
23%

Borrmann 5
3%

Borrmann 4
8% Borrmann 3
39%

Antro/Piloro

Aspecto macroscopico Medida do Tumor

Superficial
23,0%

Avancado
77,0%

Figura 4.2 Distribuicao das frequéncias clinicomorfoldgicas. A — Localizagao
do tumor na peca cirurgica, havendo maior frequéncia no Antro/Piloro. B — Forma
do tumor, com predominancia de Borrmann 3 (39%). C — Tumores maiores que 5
cm foram predominantes. D — O aspecto macroscépico avangado correspondeu a

77% dos tumores. JEG: Juncao esofagogastrica.
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A Diagnéstico da Peca B

Outros ABD
1% 2%

Grau

APD com
25%

c Classificagdo de Lauren

Intestinal
42%

Figura 4.3: Distribuicao das frequéncias histopatologicas em relacao a
diferenciacao, grau e classificacao de Lauren A- Diagnéstico da pega. ABD:
adenocarcinoma bem diferenciado (2%); AMD: adenocarcinoma moderadamente
diferenciado (43%); APD sem: adenocarcinoma pouco diferenciado sem células
anel de sinete (29%); APD com: adenocarcinoma pouco diferenciado com células
anel de sinete (25%); outros (carcinoma mucinoso, 1%). B — Grau Histoldgico
(maior frequéncia de alto grau 54,8%). C — Classificacdo de Lauren (maior
frequéncia do tipo intestinal 42%).

Em cento e trinta e seis (50,4%) tumores foi evidenciada
microscopicamente invasdo neoplasica dos vasos linfaticos, enquanto em 134
(49,6%) tumores isso nao foi observado (Figura 4.4 A). A invasdao neoplasica
perineural foi visualizada a microscopia em cento e cinquenta e trés (56,7%)
tumores (Figura 4.4 B). Além disso, em vinte e oito (10,4%) tumores, foi

observada invasdo neoplasica vascular venosa a microscopia (Figura 4.4 C). Ja
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Duzentos e dez (77,8%) tumores apresentaram infiltrado peritumoral
linfoplasmocitario e 60 (22,2%) tumores apresentaram infiltrado peritumoral do tipo
misto (linfoplasmocitario, neutrofilico e eosinofilico) (Figura 4.4 D). Duzentos e
quarenta e oito (91,8%) dos tumores apresentaram desmoplasia, sendo que em
110 (40,7%) tumores foi leve, em 81 (30,0%) tumores foi moderada e em 57
(21,1%) tumores foi acentuada; 22 (8,1%) tumores n&o apresentaram desmoplasia
(Figura 4.4 E) (Anexo 7).

A B

R Invasdo Perineural
Invaséo Linfatica

Invasdo Vascular

N30 43,7%

Infiltrado peritumoral Desmoplasia

Ausente
8%
Acentuada
21%

Linfoplas Moderada

mocitario 30%
77.8%

Figura 4.4: Distribuicao das frequéncias histopatologicas em relacao a
invasao, tipo de infiltrado peritumoral e presenca de desmoplasia A- Invasao
linfatica (presente em 50,4% dos pacientes); B- Invasao perineural (presente em
56,6% dos pacientes). C — Invasao vascular (presente em 10,4% dos pacientes);
D- Infiltrado peritumoral (77,8% dos tumores apresentaram infiltrado peritumoral

linfoplasmocitario); E - Desmoplasia (presente em 91,8% dos tumores).

O tratamento que estes pacientes receberam também foi avaliado. Noventa
(33,3%) pacientes foram submetidos a gastrectomia total, 164 (60,7%) pacientes

80



foram submetidos a gastrectomia subtotal ou parcial e 16 (5,9%) pacientes foram
submetidos a esofagogastrectomia. Destas cirurgias, duzentos e vinte e trés
(82,6%) foram classificadas como RO, isto €, sem doenca residual; 06 (2,2%)
cirurgias foram classificadas como R1, isto €, com doenca residual microscopica;
08 cirurgias foram classificadas como R2, isto é, com doenca residual
macroscoépica e em 33 (12,2%) cirurgias nao houve informacao sobre a presenca
ou ndo de doenga residual. Treze (4,8%) espécimes cirurgicos apresentaram
margens de ressecc¢ao cirurgica comprometidas pela neoplasia. Destes, 07 (2,6%)
apresentaram margens de ressecc¢ao cirurgica proximal comprometidas pela
neoplasia; 05 (1,9%) espécimes cirurgicos apresentaram margens de ressec¢ao
cirdrgica distal comprometidas pela neoplasia e 01 (0,4%) espécime cirurgico
apresentou margens cirurgicas proximal e distal comprometidas pela neoplasia.
(Anexo 8).

Ainda, em cento e sessenta e um (59,6%) casos, linfonodos regionais
isolados apresentaram metéstases de adenocarcinoma (Figura 4.5 A). Setenta e
seis (28,1%) casos apresentaram metastases para 6rgaos distantes (Figura 4.5
B), tendo sido o figado o érgéo isolado mais afetado (correspondendo a 34% das
metastases) (Figura 4.5 C) (Anexos 9 e 10).
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Linfonodos Isolados Linfonodos Comprometidos

Negativo
40,4%

Positivo
59,6%

Metastase Local da Metastase

Nao 71%

Figura 4.5 Distribuicao das frequéncias dos linfonodos isolados, dos
linfonodos metastaticos e das metastases a distancia. A - Linfonodos isolados
(positivos em 59,6%); B - Linfonodos comprometidos por categoria (dos
comprometidos, N3 foi a categoria mais frequente em 30%) C - Metastase a
distancia em 29%; D — Local da Metastase (Figado foi o principal 6rgao

acometido: 34%).

Segundo a Classificacdo pTNM (72 edicado), quarenta e nove (18,1%)
adenocarcinomas foram classificados como pT1, uma vez infiltravam a mucosa
e/ou a submucosa; 23 (8,5%) adenocarcinomas infiltravam a parede gastrica até a

camada muscular prépria, sendo classificados como pT2; 31 (11,5%)
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adenocarcinomas infiltravam a parede gastrica até a serosa, sendo classificados
como pT3; 162 (60,0%) adenocarcinomas infiltravam todas as camadas da parede
gastrica e infiltravam o tecido adiposo adjacente, sendo classificados como pT4a;
05 (1,9%) adenocarcinomas infiltravam érgaos adjacentes por contiguidade, sendo
classificados como pT4b (Figura 4.6. Anexo 11).

Figura 4.6 Classificacao Patolégica (pTNM) dos adenocarcinomas. A
classificagao patolégica mais frequente foi a pT4a, presente em 60% dos casos.

4.2. Avaliacao de lesdoes associadas na mucosa nao tumoral da peca
cirurgica e da presenca de infeccao pelo Helicobacter pylori

A gastrite cronica foi diagnosticada microscopicamente na mucosa gastrica
adjacente em 269 (99,6%) pecas cirurgicas, sendo de graduagado leve em 50
(18,5%) casos; moderada em 131 (48,5%) casos e acentuada em 88 (32,6%)
casos (Figura 4.7 A). A atrofia glandular na mucosa gastrica ocorreu em 238
(88,1%) casos, sendo de graduacéao leve em 73 (27%) casos; moderada em 88
(32,6%) casos e acentuada em 77 (28,5%) casos. N&o foi evidenciada atrofia
glandular em 32 (11,9%) casos (Figura 4.7 B). A metaplasia intestinal estava

presente na mucosa gastrica adjacente em 215 (79,6%) casos, sendo completa
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focal em 31 (11,5%) casos; completa multifocal em 115 (42,6%) casos; incompleta
focal em 44 (16,3%) casos e incompleta multifocal em 25 (9,3%) casos. Nao foi
evidenciada metaplasia intestinal em 55 (20,4%) casos (Figura 4.7 C) (Anexo 12).

Gastrite Cronica B

Ausente
0,4%

Atrofia Glandular

Acentuada
32,6%

Moderada
32,6%

Metaplasia Intestinal

Incompleta
Multifocal

C 9%

Incompleta
Focal
16%
Completa
Focal
12%

Compieta
Multifocal
43%

Figura 4.7 Distribuicao das frequéncias das lesdes associadas na mucosa
nao tumoral — 1 A - Gastrite Cronica (presente em 99,6% dos pacientes); B -
Atrofia glandular (presente em 88,1% dos pacientes). C — Metaplasia intestinal

(presente em 79,6% dos pacientes).

Ainda, foi evidenciada microscopicamente na mucosa gastrica adjacente a
formacgéo de agregados linféides em 240 (88,9%) casos; em 30 (11,1%) casos néao
havia formacdo de agregados linféides. Também foi evidenciada a formagao de

foliculos linféides em 222 (82,2%) casos. A presenca de alteragdes regenerativas
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foi vista em 04 (1,5%) casos (Anexo 12). A presencga de poélipos hiperplasicos foi
observada em 14 (5,2%) casos. A presenca de cistos de glandulas gastricas
(cardicas, fundicas e piléricas) foi observada em 38 (14,1%) casos (Anexo 13).

Foi evidenciada microscopicamente a presenca de Helicobacter pylori no
muco superficial da mucosa géastrica em 141 (52,2%) casos; em 127 (47,0%)
casos ndo havia bacilos de Helicobacter pylori; e em 02 (07%) casos nao foi
possivel pesquisar a presenga do bacilo devido a qualidade inadequada do
material (Figura 4.8) (Anexo 13).

Helicobacter pylori

Nao testado
0,8%

Negativo
Positivo 47,0%
52,2%

Figura 4.8 Deteccao de Helicobacter pylori no muco superficial da mucosa
gastrica associada ao adenocarcinoma gastrico. Presente em 52,2% dos

casos avaliados.

4.3 Avaliacao da evolucao clinica dos pacientes

Nos 270 pacientes estudados, 16 (5,9%) estavam vivos e com recidiva
tumoral na época da coleta dos dados (em 2012). Em dezembro de 2016, quando
foi feita atualizacdo dos dados sobre Obito, 178 (65,9%) pacientes dos 270
pacientes desse estudo, tinham evoluido para o ébito e 92 (34,1%) pacientes

estavam vivos. Dos 178 Obitos, 107 (60,1%) foram causados por evolucao do
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cancer, 37 (20.8%) ocorreram por outras causas e em 34 (19,1%) 6bitos ndo havia

informacéao sobre a causa (Anexo 14).

4.4. Avaliacao da associacao entre as caracteristicas epidemiolégicas e
clinicopatolégicas dos pacientes e fatores prognésticos conhecidos para o
cancer gastrico

4.4.1 Avaliacao de fatores associados ao grau histolégico do tumor

Conforme mencionado anteriormente, 54,8% dos adenocarcinomas dos
pacientes incluidos no estudo eram pouco diferenciados ou carcinomas mucinosos
(tumores de alto grau histolégico) enquanto 45,2% eram bem ou moderadamente
diferenciados (tumores de baixo grau histoldégico). Dentre os parametros
avaliados, apenas 0 género apresentou uma associac¢ao significativa com o grau
histolégico do tumor (p = 0,003), em que o diagndstico de baixo grau foi mais
comum entre homens (67,2%) em comparagao as mulheres (32,8%) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Andlise das associacoes das variaveis clinicomorfolégicas com o
grau de diferenciacao dos tumores (alto ou baixo graus)

Diferenciagao
Alto Grau % Baixo Grau % p-valor

Idade 50 anos

Abaixo de 50 anos 34 23.4% 26 21.3% 0,769
Acima de 50 anos 111 76,6% 96 78,7%

Sexo Fem/ Masc

Feminino 74 51,0% 40 328% 0,003
Masculino 71 49 0% 82 67,2%

Raga Nao/Branco

NZo Branca 54 37,2% 33 27,0% 0,089
Branca 91 62,8% 89 73,0%
Escolaridade

Baixa 106 73,1% 83 68,0% 0,418
Alta 39 26,9% 39 32,0%

Estado Civil

Com Companheiro 97 66,9% 81 66, 4% 1,000
Sem Companheiro 48 33,1% 41 33,6%

Etilismo

N3o etilista 79 57.7% 57 48.7% 0,167
Etilista ou ex 58 42 3% 60 51,3%
Tabagismo

N3o tabagista 62 44, 3% 46 38,7% 0,378
Tabagista ou ex 78 55,7% 73 61,3%
Historico Familiar

Sim 61 48 0% 49 44 5% 0,604
N3o 66 52,0% 61 55,5%

Medida do tumor 50

< que 5,0cm 49 33,8% 40 328% 0,897
=/=que 50cm 96 66,2% 82 67,2%

H pylon

Sim 79 54,9% 60 49,6% 0,459
N3o 65 45,1% 61 50, 4%
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4.4.2. Avaliacao de fatores associados a forma de apresentacao do tumor

Outro fator prognéstico importante para o adenocarcinoma gastrico é a
forma de apresentacao do tumor, ou seja, se € avangada ou superficial. Dentre os
casos incluidos no estudo, 23% eram precoces ou superficiais € 77% eram
avancados. Avaliamos entdo que fatores epidemiolégicos e clinicos poderiam
estar associados a forma de apresentagdo do tumor e pudemos observar que a
escolaridade dos pacientes e a medida do tumor apresentaram uma associacao
significativa (Tabela 4.2). A apresentacao avangada do tumor foi mais frequente
entre pacientes com baixa escolaridade (p=0,026) e em casos em que 0s tumores

eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001).

88



Tabela 4.2: Analise das associagcoes das variaveis clinicomorfolégicas com a
forma do tumor

Forma do Tumor
Avancada % Superficial % p-valor

Idade 50 anos

Abaixo de 50 anos 42 20,2% 18 29,0% 0,164
Acima de 50 anos 166 79,8% 44 71,0%

Sexo Fem/ Masc

Feminino 90 43, 3% 25 40,3% 0,397
Masculino 118 56,7% 37 59,7%

Raga Nao/Branco

N3o Branca 66 31,7% 22 35,5% 0,644
Branca 142 68,3% 40 64,5%
Escolaridade

Baixa 155 74,5% 7 59,7% 0,026
Alta 53 25,5% 25 40,3%

Estado Civil

Com Companheiro 137 65,9% 42 67,7% 0,879
Sem Companheiro 7 341% 20 32,3%
Etilismo

N3o etilista 106 53,8% 22 53,3% 1,000
Etilista ou ex 91 46,2% 28 46,7%
Tabagismo

N3o tabagista 85 42 3% 24 39,3% 0,767
Tabagista ou ex 116 57.7% 7 60,7%
Historico Familiar

Sim a7 47,0% 26 47,3% 1,000
Nao 93 53,0% 29 52, 7%

Medida do tumor 5,0

<que5,0cm 51 24 5% 38 61,3% <0,001
>/=que 50cm 157 75,5% 24 38,7%

H pylor

Sim 107 51,9% 4 54,8% 0,772
Nao 99 48,1% 28 45,2%
Diagnostico Alto/Baixo

Alto grau 13 55,1% 32 51,6% 0,664
Baixo grau 92 44, 9% 30 48 4%

Limites Comprometidos

Comprometido 12 5,8% 1 1,6% 0,310
Livre 196 94, 2% 61 98,4%
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4.4.3 Avaliacao de fatores associados a invasao linfatica

A invasao linfatica ja foi apontada como fator prognéstico independente,
mesmo no cancer gastrico precoce. Sendo assim, avaliamos que fatores poderiam
estar associados a sua ocorréncia. Entre os casos incluidos no estudo, 50,4%
apresentaram invasao neoplasica dos vasos linfaticos, sendo esta mais comum
em pacientes com baixa escolaridade (p=0,016), em casos em que 0s tumores
eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001) e em casos em que os limites cirlrgicos
estavam comprometidos (p=0,003) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3: Analise das associacOes das variaveis clinicomorfolégicas com
invasao linfatica

Invaséo Linfatica

Sim % N@o % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 24 17,6% 36 26,9% 0,079
Acima de 50 anos 112 82 4% 98 73,1%
Sexo Fem/ Masc
Feminino 99 43,4% 56 41,8% 0,807
Masculino 7 56,6% 78 58,2%
Raga Nao/Branco
N3o Branca 52 38,2% 36 26,9% 0,052
Branca 84 61,8% ] 73,1%
Escolaridade
Baixa 106 77,9% 86 64,2% 0,016
Alta 30 221% 438 35,8%
Estado Civil
Com Companheiro 88 64,7% 91 67,9% 0,608
Sem Companheiro 43 35,3% 43 32 1%
Etilismo
Nao etilista 69 53,9% 69 535% 1,000
Etilista ou ex 59 46,1% 60 46,5%
Tabagismo
N30 tabagista 57 42 9% 52 40,3% 0,708
Tabagista ou ex 76 57, 1% 7 59, 7%
Historico Familiar
Sim 62 47.7% 51 464% 0,897
Nao 68 52,3% 59 53,6%
Medida do tumor 5,0
< que 50cm 28 20,6% 61 45,5%  <0,0001
>[=que 50 cm 108 79,4% 73 54,5%
H pylon
Sim 77 57,5% 64 47,8% 0,142
Nao 57 425% 70 52,2%
Diagnostico Alto/Baixo
Alto grau 78 58,6% 67 50,0% 0,177
Baixo grau 55 41,4% 67 50,0%
Limites Comprometidos
Comprometido 12 8,6% 1 0,7% 0,003
Livre 124 91,2% 133 99, 3%
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4.4.4 Avaliacao de fatores associados a invasao perineural

A invasao neoplasica perineural, observada em 56,7% dos casos incluidos
no presente estudo, também ja foi correlacionada ao progndstico de pacientes
com céncer gastrico e foi avaliada quanto aos seus fatores associados (Tabela
4.4). Entre individuos com menos de 50 anos, foi mais comum observar invasao
perineural em comparagdo a sua auséncia (p=0,018). Além disso, a invasao
perineural foi mais frequentemente observada em casos em que 0s tumores eram
maior ou igual a 5 cm (p=0,018) e em casos com diagnéstico de alto grau
(p<0,001).
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Tabela 4.4: Analise das associacOes das variaveis clinicomorfolégicas com

invasao perineural

Invaséo Perineural

Sim % Nao % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 39 25,5% 21 17.9% 0018
Acima de 50 anos 114 74,5% 96 82,1%
Sexo Fem/ Masc
Feminino 64 41,8% 51 436% 0,805
Masculino 89 58,2% 66 56, 4%
Raca Nao/Branco
N3o Branca 53 34 6% 36 299% 0434
Branca 100 65,4% 82 70,1%
Escolaridade
Baixa 114 74,5% 78 66,7% 0177
Alta 39 25,5% 39 33,3%
Estado Civil
Com Companheiro 106 69,3% 73 624% 0,245
Sem Companheiro 47 30,7% 4 37,6%
Etilismo
N3o etilista 74 51,4% 64 56, 6% 0,450
Etilista ou ex 70 48,6% 49 43, 4%
Tabagismo
N3o tabagista 56 37,8% 53 465% 0,167
Tabagista ou ex 9@ 62,2% 61 53,5%
Histonco Familiar
Sim 64 47,1% 49 47.1% 1,000
Nao 72 52,9% 55 52,9%
Medida do tumor 5,0
<que5,0cm 41 26,8% 48 41,0% 0018
>/=que 50cm 112 73,2% 69 59,0%
H pylon
Sim 84 55,3% 57 491% 0327
N3o (32} 44, 7% 50 50,9%
Diagnostico Alto/Baixo
Alto grau 99 66,0% 45 39,3%  <0,0001
Baixo grau 51 34,0% 71 60, 7%
Limites Comprometidos
Comprometido 7 46% 6 51% 1,000
Livre 146 95,4% 111 94 9%
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4.4.5 Avaliacao de fatores associados a classificacao de Lauren

A classificacao de Lauren, que divide os tumores gastricos entre intestinais
e difusos, também apresenta associacdo com o progndstico. Portanto, avaliamos
fatores que poderiam estar associados a sua ocorréncia (Tabela 4.5). Nesta
analise, apenas 0 género apresentou associacao significativa, sendo que os
tumores do tipo difuso foram mais comuns entre as mulheres (p=0,002).
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Tabela 4.5: Analise das associacoes das variaveis clinicomorfolégicas com o
tipo difuso de Lauren

Lauren - Difuso

Difuso %o Qutros % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 27 25 2% 3 202% 0,37
Acima de 50 anos 80 748% 130 79,8%
Sexo Fem/ Masc
Feminino 58 54, 2% 57 350% 0,002
Masculino 49 45 8% 106 65,0%
Raga Nao/Branco
N3o Branca 45 42 1% 43 26,4% 0,008
Branca 62 57,9% 120 73,6%
Escolaridade
Baixa 77 720% 115 70,6% 0,891
Ala 30 28.0% 480 29 4%
Estado Civil
Com Companheiro 71 66, 4% 108 66,3% 1,000
Sem Companheiro 36 336% 55 37,3%
Etilismo
N3o etilista 59 578% 79 51,0% 0,308
Efilista ou ex 43 42 2% 76 49 0%
Tabagismo
N3o tabagista 42 47% 65 40,9% 0,798
Tabagista ou ex 59 57,3% 94 59,1%
Historico Familiar
Sim | 526% 62 43.4% 0,188
Nao 46 47 4% 81 56, 6%
Medida do tumor 5,0
<que 50cm 34 318% 55 37 0,792
=>/=que 50cm 73 68 2% 108 66,3%
H pylon
Sim 57 53 3% 84 522% 0,901
Nao 50 46, 7% 77 47.8%
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4.4.6. Avaliacao de fatores associados a ocorréncia de linfonodos positivos

Para compreender quais fatores poderiam contribuir para a ocorréncia de
metastases linfonodais neste estudo, avaliamos a associacdo com diferentes
caracteristicas epidemiolégicas e clinicas dos pacientes (Tabela 4.6). Entre
individuos com baixa escolaridade, foi mais comum a positividade de linfonodos
em comparacdo a negatividade (p=0,028). Ainda, a presenca de linfonodos
positivos foi mais comum em casos em que os tumores eram maior ou igual a 5
cm (p<0,001), em casos com invasao linfatica (p<0,001), em casos que
apresentaram limites cirirgicos comprometidos (p=0,017), em casos de
apresentacao avancada (p<0,001) e em casos com invasao perineural (p<0,001).
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Tabela 4.6: Analise das associacoes das variaveis clinicomorfolégicas com
linfonodos positivos

Linfonodes

Positivo % Negativo % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 36 22 4% 24 22.0% 1,000
Acima de 50 anos 125 T7.6% 85 78,0%
Sexo Fem/ Masc
Feminino 69 42 9% 46 42 2% 1,000
Masculino 92 57.1% 63 57,8%
Raga Nao/Branco
N&o Branca 58 36,0% 30 27,5% 0,149
Branca 103 64,0% 79 72.5%
Escolaridade
Baixa 123 76,4% 69 63,3% 0,028
Alta 38 23.6% 40 36,7%
Estado Civil
Com Companheiro 111 68.9% 68 62 4% 0,295
Sem Companheiro 50 31,1% 41 37,6%
Etilismo
Nao etilista 79 52,3% 59 557% 0,613
Etilista ou ex 72 47 7% 47 44 3%
Tabagismo
N&o tabagista 68 43.9% 41 383% 0,376
Tabagista ou ex 87 56,1% 66 61,7%
Histérico Familiar
Sim 66 45 2% 47 50,0% 0,509
MNao 80 54 8% 47 50,0%
Medida do tumor 5,0
<que50cm 37 23,0% 52 47,7% 0001
=/=que 50cm 124 77.0% 57 52.3% ’
H pylori
Sim 89 56,0% 52 47 7% 0,213
Nao 70 44 0% 57 52.3%
Invasio Linfatica
Sim 116 72.0% 20 18,3%  <0,001
Nao 45 28.0% 89 81,7%
Limite Comprometido
Comprometido 12 7,5% 1 0,9% 0,017
Livre 149 92.5% 108 99,1%
Forma
Avancado 151 93,8% 57 52,3% <0.001
Superficial 10 6,2% 52 47 7% ’
Invasdo Perineural
Sim 17 T72.7% 36 33,0%  <0,001
Nao 44 27.3% 73 67,0%
Diagnostico Alto/Baixo
Alto grau 92 58.2% 53 486% 0,135
Baixo grau 66 41.8% 56 51,4%

97



4.4.7. Avaliacao de fatores associados ao TNM patoldgico

Para avaliar os fatores epidemiolégicos e clinicos que poderiam estar
associados ao pTNM, os casos incluidos no presente estudo foram divididos em
pTNM avancado (pT2, pT3 ou pT4; qualquer N e qualquer M) e inicial (pT1NOMO;
pT1N1MO; pT1IN2MO e pT1N3MO0). De acordo com nossas analises, o pTNM
avancado foi observado com maior frequéncia em casos em que 0s tumores eram
maior ou igual a 5 cm (p<0,001), em casos com invasao linfatica (p<0,001), em
casos com forma de apresentacdo macroscépica avangada (p<0,001) e em casos
com invasao perineural (p<0,001) (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7: Analise das associacoes das variaveis clinicomorfolégicas com a
classificacao TNM

TNM Avangado x Inicial

Avancgado % Inicial % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 50 21,8% 10 24 4% 0,688
Acima de 50 anos 179 78,2% 3 75,6%
Sexo Fem/ Masc
Feminino 100 437% 15 36,6% 0,493
Masculino 129 56,3% 26 63,4%
Raga N&o/Branco
N&o Branca 78 34.1% 10 244% 0,279
Branca 151 65,9% N 75,6%
Escolaridade
Baixa 167 72,9% 25 61,0% 0,136
Alta 62 27.1% 16 39,0%
Estado Civil
Com Companheiro 153 66,8% 26 634% 0,721
Sem Companheiro 76 33,2% 15 36,6%
Etilismo
Nao etilista 118 54 4% 20 50,0% 0613
Etilista ou ex 99 46,6% 20 50,0%
Tabagismo
Néo tabagista 95 42 8% 14 350% 0,388
Tabagista ou ex 127 57.2% 26 65,0%
Historico Familiar
Sim 99 48,5% 14 389% 0,366
Nao 105 51,5% 22 61,1%
Medida do tumor 5,0
<que50cm 60 26,2% 29 70,7% 0,000
>/=queb50cm 169 73,8% 12 29.3%
H pylori
Sim 120 52,9% 21 51,2% 0,867
Nao 107 47 1% 20 48.8%
Invasio Linfatica
Sim 135 59.0% 1 24% <0,001
Nao 94 41,0% 40 97 6%
Limite Comprometido
Comprometido 13 57% 0 0,0% 0,228
Livre 216 94.3% 41 100,0%
Forma
Avancado 207 90,4% 1 24% <0,001
Superficial 22 9.6% 40 97.6%
Invasio Perineural
Sim 152 66,4% 1 24% <0,001
Nao 77 33.6% 40 97.6%
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4.5. Analise da expressao proteica de HER2

A avaliagao da expressao de HER2 por imuno-histoquimica foi realizada
nos 270 casos (pacientes) incluidos no estudo. O escore HER2 3+, interpretado
como positivo, foi observado em 27 casos (10,0%), o escore HER2 2+,
interpretado como duvidoso, foi observado em 24 casos (9,0%), o escore HER2
1+, interpretado como negativo, foi observado em 15 casos (5,5%) e 0 escore
HER2 0, também interpretado como negativo, foi observado em 204 casos
(75,5%). (Tabela 4.8) (Figuras 4.9 e 4.10).

Das 27 amostras que apresentaram superexpressdao de HER2 3+, 23
(85,2%) eram ADG e apenas 4 (14,8%) eram ADE; das 24 amostras HER2 2+, 18
(75,0%) eram ADG e 6 (25,0%) ADE; das 15 amostras HER2 1+, 14 (93,3%) eram
ADG e 1 (6,7%) ADE e das 204 amostras HER2 escore 0, 172 (84,3%) eram ADG
e 32 (15,7%) eram ADE. Devido ao baixo nimero de amostras de ADE, nao foi
possivel extratificar as andlises posteriores por localizacdo do adenocarcinoma
(ADG e ADE).

Os casos com escore HER2 2+, interpretados como duvidosos, observados
em 24 (9%) casos, nao foram submetidos a técnica de hibridizacao in situ (ISH)
até o momento da finalizacdo do trabalho, devido a dificuldades em adequar o
método a ser utilizado em tecidos embebidos em parafina por longa data e por
outras alteracdes pré-analiticas nos tecidos.
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Tabela 4.8: Avaliacao da expressao de HER2 por imuno-histoquimica dos
pacientes com adenocarcinoma gastrico

Escore de HER2 NP° de pacientes (%)

0 204 (75,5)
1+ 15 (5,5)

2+ 24 (9,0)

3+ 27 (10,0)
Total 270 (100,0)

0 = resultado negativo sem imunorreatividade, 1+ = resultado negativo; 2+ = resultado duvidoso e

3+ = resultado positivo.
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Figura 4.9 Fotomicrografias representantivas dos escores da expressao

proteica de HER2 nos adenocarcinomas gastricos e da JEG. Técnica de
imuno-histoquimica A (200 ym) e B (100 um), HER2 escore 0; C (200 um) e D
(100 ym), HER2 escore 1+ ; E (200 um) e F (100 um), HER2 escore 2+; G (200
um) e H (100 um), HER2 escore 3+.
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Figura 4.10: Fotomicrografia representativa do escore 3+ da expressao
proteica de HER2, com padrao de marcacao caracteristico basolateral e
lateral nos adenocarcinomas gastricos e da JEG Técnica de imuno-
histoquimica (100 pm).

4.5.1- Avaliacao da associacao entre as caracteristicas epidemioldgicas e
clinicomorfoldgicas dos pacientes e expressao de HER2

Ap6s avaliacdo da expressdo de HER2 por imuno-histoquimica, as
amostras foram subdivididas em positivas (HER2 3+) e negativas (0 ou HER2 1+),
com o intuito de avaliar se os fatores epidemioldgicos, clinico-morfologicos
poderiam estar associados com a superexpressdo de HER2. As amostras com
escore HER2 2+, por serem classificadas como duvidosas, foram excluidas
dessas analises. Das variaveis analisadas apenas a Classificagcdo de Lauren
mostrou significancia estatistica, mostrando que a superexpressao de HER2 foi
mais frequente no tipo intestinal do que no tipo difuso (p = 0,045). (Tabela 4.9).
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Tabela 4.9: Analise das associacoes da expressao de HER2 e das variaveis
epidemioldgicas e clinicomorfolégicas

HER2 Imuno-histoquimica

Positivo % Negativo % p-valor
Idade 50 anos
Abaixo de 50 anos 6 10,7% 50 89,3% 1,000
Acima de 50 anos 21 11,1% 169 88,9%
Sexo
Feminino 10 9,3% 98 90,7% 0,539
Masculino 17 12,3% 121 87,7%
Cor da pele
N&o Branca 5 6,2% 76 93,8% 0,128
Branca 22 13,3% 143 86,7%
Escolaridade
Baixa 21 12,0% 154 88,0% 0,505
Alta 6 8,5% 65 91,5%
Etilismo
Nao etilista 13 10,4% 112 89,6% 0,835
Etilista ou ex 13 12,0% 95 88,0%
Tabagismo
Nao tabagista 13 9,4% 125 90,6% 0,406
Tabagista ou ex 13 13,0% 87 87,0%
Historico Familiar
Sim 12 11,5% 92 88,5% 0,833
Nao 12 10,6% 101 89,4%
Medida do tumor
< que 5,0cm 6 7,3% 76 92,7% 0,279
>que 5,0 cm 21 12,8% 143 87,2%
Classificacao de Lauren*
Intestinal 16 15,0% 91 85,0% 0.045
Difuso 6 6,1% 92 93,9% ’
Limite Comprometido
Comprometido 2 18,2% 9 81,8% 0,353
Livre 22 10,8% 182 89,2%
Forma
Avangado 23 12,1% 167 87,9% 0,465
Superficial 4 71% 52 92,9%
Invasao Perineural
Sim 13 9,2% 128 90,8% 0,312
Nao 14 13,3% 91 86,7%
Metastase
Sim 9 12,9% 61 87,1% 0,651
Nao 18 10,2% 158 89,8%
pTNM
Avangado 19 13,3% 124 86,7% 0,216
Inicial 8 7,8% 95 92,2%
H pylori
Sim 9 7,3% 115 92,7% 0,081
Nao 16 13,6% 102 86,4%

* 0 tipo misto nao foi incluido nessa analise.
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4.5.2- Avaliacao da sobrevida e expressao proteica de HER2

Com o conhecimento que a superexpressao de HER2 possui impacto no
progndstico dos pacientes, foi feita uma curva de sobrevida em 60 meses com a
finalidade de avaliar esse impacto nos pacientes que fizeram parte desse estudo.
Para tanto, da mesma forma que descrito no item anterior, os pacientes foram
subdivididos de acordo com a classificagdo imuno-histoquimica em positivos,
quando o escore foi HER2 3+, e negativos, quando o escore foi HER2 0 ou HER2
1+. As amostras com escore HER2 2+, as classificadas como duvidosas, foram
excluidas dessas analises. Entretanto ndao houve diferenga na sobrevida dos
pacientes que nao expressavam HER2 (mediana = 57,9 meses) quando
comparados com aqueles que superexpressaram (mediana = 30, 7 meses) (p
=0,4145) (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Curva de sobrevida comparando pacientes HER2 positivos e
HER2 negativos. Positivo:imuno-histoquimica escore HER2 3+(mediana = 30, 7

meses) e negativo: escore 0 ou HER2 1+ (mediana = 57,9 meses) p =0,4145.
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Uma vez que houve relagcéo significativa entre a superexpressdao de HER2
e a classificacdo de Lauren, mostrando que o adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal apresentou maior frequéncia de casos HER2 positivos que o tipo difuso,
foi avaliado se HER2 superexpresso impactava na sobrevida desses pacientes,
entretanto nao foi encontrada significancia estatistica (p = 0,4683), mostrando que
a superexpressao de HER2 (mediana = 39,4 meses) em pacientes com
adenocarcinoma do tipo intestinal ndo possuem prognéstico diferente daqueles
que nao possuem HER2 superexpressos (ndo alcangaram mediana de sobrevida
até 60 meses de seguimento), nesse grupo de pacientes analisados (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Curva de sobrevida comparando pacientes com
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (classificacao de Lauren) HER2
positivos e HER2 negativos. Positivo: imuno-histoquimica escore HER2 3+
(mediana = 39,4 meses) e negativo: escore 0 ou HER2 1+.p =0,46883.
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Apesar de poucos casos terem superexpressado HER2, foi feita a curva de
sobrevida para os adenocarcinomas do tipo difuso com a finalidade de avaliar se
aqueles que apresentaram superexpressao de HER2 (mediana = 44,05 meses)
impactaram na sobrevida daqueles que nao apresentaram (ndo alcangaram
mediana de sobrevida até 60 meses de seguimento) e nao foi encontrada

significancia estatistica (p = 0,7522) (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Curva de sobrevida comparando pacientes com
adenocarcinoma gastrico do tipo difuso (classificacao de Lauren) HER2
positivos e HER2 negativos. Positivo: imuno-histoquimica escore HER2 3+

(mediana = 44,05 meses) e negativo: escore 0 ou HER2 1+ p =0,7522.

4.6 Expressao génica de HER2 em adenocarcinomas gastricos e de JEG

Foi avaliada a expressdo de HER2 em adenocarcinoma gastricos e de JEG

por qPCR utilizando sondas Tagman. Dentre as 45 amostras analisadas somente
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duas, amostras 8 e 38, ndo apresentaram amplificagdo tanto para GAPDH quanto
para HERZ2. Este fato indica que a selegdo prévia das amostras por PCR foi
efetiva. Dentre as quatro amostras com score 0 na imunomarcagao somente uma
apresentou amplificagdo para HERZ2. Dentre as oito amostras com escore 1+ na
imunomarcagao somente uma amostra apresentou algum nivel de amplificacao de
HER2. O panorama para as 17 amostras 2+ foi diferente, no qual 11 apresentaram
amplificacdo de HER2. Por fim, somente duas das quinze amostras escore 3+ nédo
apresentaram amplificagédo de HERZ2 pela técnica de qPCR.

A mediana de expressdao de HERZ2 nos tumores escore 0 foi de 0,0016
(minimo 0,0011, maximo 0,005) nos tumores 1+ foi de 0,003 (minimo 0,0005,
maximo 0,047), nos tumores 2+ foi de 0,03 (minimo 0,0005, maximo 198,1), e nos
tumores 3+ foi de 2,23 (minimo 0,0014, maximo 158,7). A expressao dos tumores
3+ foi significativamente maior que os tumores 0, 1+ e 2+, valores de p ajustado
0,036, 0,011 e 0,043 respectivamente. Dentre os outros grupos néo foi observada
diferenca de expressao significativa. A expressdo de HERZ2 nos adenocarcinomas
gastrico e de JEG foi comparada a expressdao em carcinoma epiderméide de
es6fago (CEE), no qual é bem estabelecido que HERZ2 nao € amplificado ou
superexpresso. Observa-se que a expressao de HER2 em CEE é bem semelhante

aos tumores 0 e 1+ (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Expressao de HER2 nos adenocarcinomas gastricos e de JEG. A
expressao de HERZ2 foi comparada entre amostras de adenocarcinomas gastrico e
de JEG com diferentes niveis de expressao proteica de HER2 analisada por
imuno-histoquimica. As amostras 3+ apresentaram maior expressao que as
amostras dos outros grupos (*p< 0,05). A expressao nos carcinomas epiderméides
de eso6fago (CEE) foi semelhante as amostras 0 e 1+.

4.7 Correlacao entre a expressao génica e a expressao proteica de HER2

Visando compreender se os resultados obtidos por qPCR estariam
correlacionados aos obtidos por imuno-histoquimica, uma analise de correlagdo de
Spearman foi realizada entre as duas analises. Foi observado que os dados de
expressao génica estavam significativamente correlacionados com os de imuno-
histoquimica, apresentando coeficiente de correlacao (rho) de 0,62, p < 0,0001 e
intervalo de confianga (95%) de 0.3879 a 0.7809 (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Anadlise de correlacao entre a expressao génica de HER2 por
gqPCR e a expressao proteica por imuno-histoquimica. Foi observada uma
correlacao significativa entre a expressao do gene e da proteina (p<0,0001; r =
0,62, intervalo de confianga 95% - de 0,3879 a 0,7809).

4.8 Potencial uso da expressao de HERZ2 para identificar superexpressao
proteica em adenocarcinoma gastrico e de JEG

Através de curva ROC foi estabelecida a acuracia da andlise da expressao
de HER2 por qPCR em determinar se uma amostra € HER2 3+ ou nao,
comparando com os valores de expressado de todas as amostras. Foi observado
que a expressao de HERZ relativa a GAPDH por gPCR maior que 0.3916 foi
capaz de distinguir uma amostra 3+ das demais com 84% de acuréacia (p =
0,0002), apresentando sensibilidade de 80% e especificidade de 78%.
Comparando somente amostras 3+ e 2+, a expressao de HERZ2 relativa a GAPDH

por gPCR, também maior que 0,3916, foi capaz de distinguir amostras 3+ com
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78% de acuracia (p = 0,007), com sensibilidade de 73% e especificidade de 82%
(Figura 4.16).
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Figura 4.16 Potencial uso da expressao génica de HER2 por qPCR para
determinar superexpressao proteica de HER2 em adenocarcinomas gastrico
e de JEG. A expressao génica de HER2 foi capaz de distinguir tumores HER2 3+
dos tumores 0, 1+ e 2+ quanto somente dos tumores 2+. As setas em azul
indicam o ponto de corte selecionado.
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5. DISCUSSAO

O cancer de estbmago e da juncao esb6fago gastrica (JEG) ocupam o quinto
lugar em incidéncia tanto no mundo quanto no Brasil, apresentando altas taxas de
mortalidade. Em estimativa global € a terceira causa de morte em ambos o0s
sexos, sendo responsavel por 8,8% do total de mortes por cancer (GLOBOCAN,
2012). No Brasil, a estimativa de novos casos de cancer para o periodo de 2018-
2019 (INCA/MS, 2017), mostram que o cancer de estdbmago € o quarto tipo mais
frequente nos homens e o sexto tipo mais frequente nas mulheres. Visto a
relevancia dessa neoplasia, tornam-se importantes estudos que caracterizem e
analisem a populagéo atendida pelos principais hospitais-referéncia em cancer do
Brasil, Instituto Nacional de Cancer.

No presente trabalho, foram avaliados 270 pacientes, dos quais 57% eram
do sexo masculino, estando de acordo com a frequéncia descrita no Brasil, onde o
cancer de estdbmago é o quarto cancer mais frequente nos homens. Na maioria
dos paises do mundo o céancer gastrico também é mais frequente no sexo
masculino (YEOLE, 2008; JEMAL et al., 2011).

A média de idade dos pacientes que fizeram parte desse trabalho foi de 60
anos e a mediana de 61 anos, variando de 29 a 88 anos, pois os ADG e o ADE de
etiologia adquirida por exposicdo a fatores ambientais sdo canceres mais
frequentes nos pacientes idosos. Conforme descrito por diversos autores, a
incidéncia do cancer gastrico aumenta com a idade, sendo que a maior incidéncia
ocorre da sétima a nona décadas de vida. Os casos em individuos com 30 anos
Oou menos sao muito raros e estdo associados a predisposicao genética (THEUER
et al., 1996; NAKAMURA et al., 1999; NAGINI, 2012). O valor progndéstico da
idade no cancer gastrico é controverso, sendo para alguns autores um fator
prognastico independente (ZHANG et al 2004; AN et al, 2010; DENG et al, 2010),
enquanto para outros o seu valor prognéstico esta associado a outras variaveis,
como tipo histologico e tratamento (PARK et al, 2009; SAITO et al, 2010; WANG et
al, 2010).
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Em relacdo a outros fatores epidemiolégicos e clinicos avaliados, como a
cor da pele, a escolaridade, estado civil, as condi¢gdes socioeconémicas e a
exposicao aos principais fatores de risco parecem estar associadas a localizagao
anatdbmica de aparecimento dos adenocarcinomas no estdmago. Nesse estudo,
cento e oitenta e dois (67,4%) pacientes eram brancos e 88 (32,6%) nao brancos.
Embora diversos trabalhos relatem que o cancer gastrico da metade distal ocorra
mais frequentemente em individuos negros e nos grupos de baixo
desenvolvimento socioeconémico, no grupo de pacientes estudados a maioria foi
de brancos, provavelmente essa informagdo nao corresponda exatamente a
realidade devido a miscigenacao étnica brasileira, que dificulta a definigcdo precisa
da cor da pele. A maioria dos pacientes informou ter baixa escolaridade (71,1%), o
que esta em acordo com a maior ocorréncia do cancer gastrico da metade distal
em individuos de baixo desenvolvimento socioeconémico (ENGEL et al., 2003;
CREW E NEUGUT, 2006; WHITEMAN et al., e THE AUSTRALIAN CANCER
STUDY, 2008; SHOHEEN E RICHTER, 2009).

A respeito da exposicdo aos fatores de risco, 138 (51,1%) pacientes
relataram nao serem etilistas, cento e cinquenta e trés (56,7%) pacientes eram
tabagistas ou ex-tabagistas. Duell e colaboradores (2011), concluiram que o
consumo pesado de alcool esta associado ao risco de adenocarcinoma gastrico
nao céardico do tipo intestinal em homens (DUELL et al, 2011). No presente
trabalho a avaliacdo da associacao de etilismo com as demais variaveis clinicas e
morfolégicas mostrou que nao houve associacao significativa. De acordo com a
IARC (2004), o tabagismo é responsavel por aproximadamente 10% de todos os
casos de cancer gastrico, aumentando o risco de cancer tanto para aqueles
localizados na regido da cérdia, quanto para os de localizagdo fora da cardia,
sendo mais frequentemente associado aos primeiros. No entanto, nesse estudo
ndo houve associagdo significativa do tabagismo com as diversas variaveis
clinicas e morfologicas.

A histéria familiar de cancer de diversas origens foi relatada por 41,9%
(113) dos pacientes. No entanto ndo havia informacdes especificas no prontuario

dos pacientes sobre a ocorréncia de cancer gastrico em outros membros da
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familia, ndo sendo possivel fazer analise com esse dado especifico. Os fatores de
risco para o cancer gastrico atuam de forma independente ou associados aos
fatores genéticos, aumentando o risco para o céncer (LICHTENSTEIN et al.,
2000). Os membros da mesma familia geralmente estdo expostos ao mesmo
ambiente e tém condigbes socioecondmicas similares (BEVAN E HOULSTON,
1999).

Em relacdo ao perfil clinico, a maioria dos pacientes (240; 88,9%) desse
estudo apresentaram Performance Status 1 (PS1), sendo essa frequéncia
explicada devido ao fato dos critérios de inclusdo desse trabalho incluir somente
pacientes que foram submetidos a cirurgia curativa.

Dentre as comorbidades avaliadas, a relatada com maior frequéncia foi
hipertensao arterial sistémica presente em 80 pacientes (29,6%). Nao existe relato
na literatura de associagao significativa com o cancer gastrico

Em relacdo a localizagdo do tumor, avaliada no espécime cirurgico,
quarenta e trés (15,9%) tumores estavam localizados na jungao esofagogastrica e
11 (4,1%) tumores estavam localizados no fundo gastrico, representando a
metade proximal do estdbmago (20%). Quarenta e dois (15,6%) tumores estavam
localizados no corpo gastrico e 117 (43,3%) tumores estavam localizados no antro
piloro, que juntos representam a metade distal do estémago (58,9%). Os demais
carcinomas eram muito extensos e comprometiam dois ou trés tercos gastricos
(20,1%). Os adenocarcinomas de estbmago que se originam na metade distal do
estdbmago sao mais frequentes nos paises em desenvolvimento, sendo os fatores
de maior risco para o aparecimento dos tumores distais os fatores dietéticos e a
infecgdo por Helicobacter pylori. Os adenocarcinomas que se originam na regiao
proximal géstrica, na jungédo eséfago gastrica (JEG) e no eséfago distal sdo mais
comuns nos paises desenvolvidos, em individuos brancos e nas classes sociais
mais altas, tendo como fatores de risco a Doenca do Refluxo Gastroesofagico
(DRGE), a obesidade, o Eséfago de Barrett, o tabagismo e dieta pobre em frutas e
vegetais (ENGEL et al., 2003; CREW E NEUGUT, 2006; WHITEMAN et al., e THE
AUSTRALIAN CANCER STUDY, 2008; SHOHEEN E RICHTER, 2009). Assim,

nos casos estudados observamos que o cancer gastrico localizado na metade
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distal foi mais frequente, estando em acordo com o relatado na literatura para
paises em desenvolvimento. Wang e colaboradores (2010) verificaram que,
embora o cancer gastrico proximal tenha pior progndstico que o cancer distal em
analise univariada, a localizacdo do tumor ndo € um fator progndstico
independente em uma analise multivariada, assim como ndo foi observada nesse
trabalho.

A maioria dos pacientes estudados apresentavam carcinomas na fase
avancada da doenca na época do exame da peca cirargica (208; 77%), isto &
apresentavam adenocarcinomas que infiltravam além da camada muscular
propria, sendo os tumores classificados em relagdo a forma macroscépica de
apresentacao do tumor, utilizando a Classificacdo de Borrmann para o cancer
gastrico avancado, e o tipo descrito com maior frequéncia foi o Borrmann Il
(ulcerado e mal delimitado), em 105 (38,9%). Os carcinomas gastricos avangados
estdo associados ao prognostico adverso, que é diretamente proporcional a
profundidade de invasdo na parede. O tipo Borrmann Il apresenta componente
ulcerado e infiltrativo de crescimento que pode dificultar a avaliagdo macroscépica
de extensdo tumoral na resseccao cirdrgica e na avaliacdo das margens
cirurgicas. Dentre os casos incluidos no estudo, 23% eram precoces ou
superficiais e 77% eram avangados. Entdo, foi observado que fatores
epidemiolégicos e clinicos poderiam estar associados a forma de apresentacao do
tumor e pode-se observar que a escolaridade dos pacientes e a medida do tumor
apresentaram uma associacao significativa. A apresentacdo avancada do tumor
foi mais frequente entre pacientes com baixa escolaridade (p=0,026) e em casos
em que os tumores eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001). A maior frequéncia dos
tumores avangados em pacientes de baixa escolaridade pode ser explicada pela
dificuldade de acesso ao sistema de saude e atendimento médico e a falta de
conhecimento sobre o cancer.

Nesse estudo, 181 (67%) pacientes tinham tumores que mediam 5,0 cm ou
mais nos seus maiores eixos. A medida do tumor tem sido relatada como sendo
de significado prognostico, em alguns trabalhos retrospectivos (YOKOTA et al.,

2000; ADACHI et al., 2000), sugerindo que o crescimento tumoral esta associado
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a metastases linfonodais e a sobrevida em cinco anos. Wang e colaboradores
(2010) relataram que pacientes com tumores menores que 2,5 cm tinham melhor
prognéstico do que aqueles com tumores medindo de 3,0 a 5,0 cm, e aqueles
maiores que 5,0 cm.

Em relagdo ao grau histoldégico, cento e quarenta e oito (54,8%)
adenocarcinomas eram de alto grau histolégico e 122 (45,2%) adenocarcinomas
eram de baixo grau histologico (sdo os adenocarcinoma bem e moderadamente
diferenciados). A avaliacao do grau histologico é relevante, pois pode afetar a
sobrevida global em cinco anos significativamente. Visto que o grau de
diferenciagéo do tumor ja foi apontado como um importante fator prognéstico para
adenocarcinoma gastrico, avaliamos os fatores epidemiolégicos e clinicos que
poderiam estar associados ao diagnéstico histopatolégico de baixo grau,
relacionado a um melhor prognéstico, de acordo com a literatura (OHMAN,
WETTERFORS, MOBERG, 1972). Porém, ainda nao se sabe se as variacées no
comportamento dos carcinomas gastricos devido ao estadiamento e ao grau de
diferenciagdo sdo causados por fatores independentes ou interligados. Dentre os
parametros avaliados, apenas o género apresentou uma associacao significativa
com o grau histolégico do tumor (p = 0,003), em que o diagnostico de baixo grau
foi mais comum entre homens (67,2%) em comparagcao as mulheres (32,8%).
Essa associacao significativa esta em conformidade com a literatura, que relata
que os adenocarcinomas gastrico do tipo intestinal ou bem/moderadamente
diferenciados sao mais frequentes no sexo masculino (LAUREN, 1965; CORSO,
SERUCA, ROVIELLO, 2012).

De acordo com a classificagao de Lauren, os 270 tumores foram avaliados,
sendo 115 (42,6%) classificados como tipo intestinal, 107 (39,6%) como do tipo
difuso de Lauren e 48 (17,8%), como tipo misto de Lauren. A classificagdo de
Lauren, também apresenta associagdo com o prognéstico. Ja foi mostrado na
literatura que o tipo difuso ou pouco diferenciado tem prognéstico desfavoravel.
Assim foram avaliados fatores que poderiam estar associados a sua ocorréncia.

Nesta analise, apenas o género apresentou associagao significativa, sendo que os
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tumores do tipo difuso foram mais comuns entre as mulheres (p=0,002). Essa
associacao é compativel com o relatado na literatura (LAUREN, 1965; CORSO,
SERUCA, ROVIELLO, 2012).

Em 136 (50,4%) dos tumores foi evidenciada microscopicamente invasao
neoplasica dos vasos linfaticos e em 28 (10,4%) foi observada invasao vascular
venosa neoplasica. A invasao linfatica microscopicamente € comum, e as
metéstases para linfonodos também ocorrem com elevada frequéncia, chegando a
mais de 90% nos casos de cancer gastrico avancado (RINGERTZ, 1967; MING,
1984; DESAI et al., 2004). A presenca de émbolos neoplasicos linfaticos e
vasculares tem sido observada como potencial indicador prognéstico
independente, e influencia significativamente a recorréncia tumoral e a evolugao
para o 6bito apos a resseccao curativa (YOKOTA et al., 1999; YOKOTA et al.,
2000; MAEHARA et al., 2002). Alguns autores como Wang e colaboradores (2010)
e Liu e colaboradores (2010), descrevem a invasao linfatica e a invasao venosa
como fatores progndsticos independentes, mesmo no cancer gastrico precoce, em
andlise multivariada. Sendo assim, avaliamos que fatores poderiam estar
associados a sua ocorréncia. Entre os casos incluidos no estudo, 50,4%
apresentaram invasdo neoplasica dos vasos linfaticos, sendo a associagdo da
invasao linfatica significante em pacientes com baixa escolaridade (p=0,016), em
casos em que os tumores eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001) e em casos em
que os limites cirtrgicos estavam comprometidos (p=0,003). Esses resultados
demonstram que a invasao de vasos linfaticos ocorre com maior frequencia nos
tumores extensos.

A invasdo neoplasica perineural foi visualizada a microscopia em 153
(56,7%) tumores incluidos no presente estudo. Também foi correlacionada ao
prognéstico de pacientes com céncer gastrico e foi avaliada quanto aos seus
fatores associados. Nessa analise a associacdo da invasdo perineural foi
significativa entre individuos com menos de 50 anos, em casos em que 0S
tumores eram maior ou igual a 5 cm (p=0,018) e em casos com diagnéstico de alto
grau (p<0,001) (DENG et al., 2014). Assim, observamos que tumores extensos e

de alto grau histolégico (pouco diferenciados) tem maior potencial infiltrativo e de
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invasao de nervos. A associacao de invasao perineural em individuos com menos
de 50 anos pode estar relacionada a maior frequéncia de adenocarcinomas de alto
grau nesses individuos.

Nos 270 tumores foram observados a microscopia, infiltrado peritumoral
linfoplasmocitario (210; 77,8%) e/ou infiltrado peritumoral do tipo misto:
linfoplasmocitario, neutrofilico e eosinofilico (60; 22,2%). A desmoplasia foi
observada em 248 (91,8%) dos tumores, sendo classificada em leve, moderada e
acentuada, em 110 (40,7%) casos, 81 (30,0) casos e 57 (21,1%) casos,
respectivamente; 22 (8,1%) tumores nao apresentaram desmoplasia. No entanto,
a presencga de infiltrado peritumoral e de desmoplasia ndo possuem valor
progndstico bem definido na literatura (GOODEN et al. 2011).

No presente estudo, 59,6% dos pacientes apresentaram linfonodos
positivos e, portanto, poderiam apresentar pior prognéstico. Segundo estudos
realizados, o numero de linfonodos metastéaticos e de linfonodos retirados é o fator
progndstico mais importante em pacientes que foram submetidos ao tratamento
cirurgico curativo (KODERA et al., 1997; MARCHET et al., 2007; XU et al., 2009;
STRONG et al, 2010). Para compreensdo do que poderia contribuir para a
ocorréncia de metastases linfonodais nestes casos, a associagao com diferentes
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos pacientes foi avaliada. A associacao
dos linfonodos positivos foi significativa entre individuos com baixa escolaridade,
(p=0,028), nos casos em que 0s tumores eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001),
em casos com invasao linfatica (p<0,001), em casos que apresentaram limites
cirurgicos comprometidos (p=0,017), em casos de apresentagdo avancada
(p<0,001) e em casos com invasdao perineural (p<0,001). A associagao
significativa de linfonodos positivos com variaveis cuja presenga nos tumores é de
valor prognéstico adverso é compativel com a literatura ((YOSHIKAWA E
MARUYAMA, 1985; ISHIGAMI, NATSUGOE, MIYAZONO et al., 2004).

O tratamento cirdrgico que os 270 pacientes receberam também foi
avaliado, 90 (33,3%) pacientes foram submetidos a gastrectomia total, 164
(60,7%) pacientes foram submetidos a gastrectomia subtotal ou parcial e 16

(5,9%) pacientes foram submetidos a esofagogastrectomia. A maior frequéncia de

118



procedimento cirurgico tipo gastrectomia subtotal se deve ao fato do maior nimero
de tumores estarem localizados na metade distal do estdmago, permitindo esse
procedimento. Destas cirurgias, duzentos e vinte e trés (82,6%) foram
classificadas como RO, isto €, sem doenca residual macroscopica e microscopica,
0 que esta em acordo com os critérios de inclusdo dos pacientes desse estudo,
que foram aqueles submetidos a cirurgias com intuito curativo. Assim como a
maioria das pegas cirlrgicas apresentaram margens de ressecgao livres de
neoplasia. A Unica opcao de tratamento curativo para o adenocarcinoma gastrico
avancado é a ressecgao cirurgica, cuja finalidade principal € a remogédo da
neoplasia primaria com margens de resseccao cirurgica proximal, distal e
circunferencial negativas (ressecgao cirurgica classificada como sendo tipo RO).
Alguns estudos relatam que a margem cirirgica comprometida pelo carcinoma
esta associada a diminuicdo da sobrevida global (FUJIMOTO et al., 1997;
HARTGRINK, BONENKAMP, VAN DE VELDE, 2000). A extensdo da resseccao
cirurgica depende principalmente da localizacdo do tumor e a distancia do tumor
até a margem cirurgica de resseccao € importante. Nos tumores de antro géstrico,
€ possivel manter margem de resseccao cirdrgica proximal livre de neoplasia,
quando esta distante 6,0 cm do tumor, e nao existindo infiltracdo neoplasica de
outros 6rgaos, as taxas de sobrevida em cinco anos para gastrectomia subtotal e
gastrectomia total s&o semelhantes, sendo de 65,3% e de 62,4%, respectivamente
(BOZZETTI et al., 1999). J& a extensao da linfadenectomia é um assunto bastante
discutido no tratamento cirdrgico do cancer gastrico.

Nesse trabalho, as metéstases a distdncia ocorreram em setenta e seis
(28,1%) casos, tendo sido o figado o 6rgao isolado mais afetado (34% dos casos),
dessa forma esses pacientes foram classificados no estagio IV da doencga. A
presenca de metastase a distancia foi detectada no seguimento dos pacientes,
apds o tratamento cirdrgico, uma vez que esses pacientes foram selecionados na
época do diagnéstico de cancer gastrico para o tratamento cirdrgico curativo por
apresentarem estagios menos avancados da doenca. Conforme a literatura
descreve as metastases de origem hematogénica mais comuns sao para figado e
pulmdes, em cerca de 35% dos casos (ESAKI et al.,1990).
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Na época da coleta dos dados dos prontuarios médicos, setenta e seis
(28,1%) dos pacientes foram classificados em estagio IV da doenca (por
apresentarem metastase a distancia). Cento e noventa e quatro (71,9%) foram
classificados nos demais estagios (15,2% no estagio 1A; 7,4% IB; 6,7 11A; 13,0%
lIB; 7,8% llIA; 8,5% llIB e 13,3% llIC). Para avaliar os fatores epidemioldgicos e
clinicos que poderiam estar associados ao pTNM, o mais importante fator
progndstico para o cancer gastrico, os casos incluidos no presente estudo foram
divididos em pTNM avancgado (pT2, pT3 ou pT4; qualquer N e qualquer M) e inicial
(PTINOMO; pT1N1MO; pTIN2MO e pT1N3MO0). De acordo com nossas andlises, 0
pTNM avancado foi observado com maior frequéncia em casos em que 0s
tumores eram maior ou igual a 5 cm (p<0,001), em casos com invasao linfatica
(p<0,001), em casos com forma de apresentacdo macroscopica avangada
(p<0,001) e em casos com invasao perineural (p<0,001). Essas associa¢des estao
em acordo com a maior frequéncia de pTNM em estagios avancados da doenca
relatados nesse estudo, uma vez que os tumores maiores sdo aqueles que
também invadem mais profundamente as camadas da parede gastrica (T),
também com maior potencial para invadir vasos linfaticos e nervos (YOSHIKAWA
E MARUYAMA, 1985; ISHIGAMI, NATSUGOE, MIYAZONO et al., 2004).

A avaliacdo das lesbes associadas ao cancer gastrico na mucosa nao
tumoral também foi feita. Alguns estudos relatam que as condicoes
predisponentes estdo associadas ao aumento do risco para o cancer gastrico. A
gastrite cronica atréfica é uma das condi¢cdes associadas ao aumento do risco de
cancer (SIURALA, LEHTOLA, IHAMAKI, 1974; NAGAYO, 1977; MIYAMOTO et al.,
2002; MIYAMOTO et al, 2003). A gastrite crbnica foi diagnosticada
microscopicamente na mucosa gastrica adjacente em 269 (99,6%) pecas
cirurgicas, sendo de graduacéo leve em 50 (18,5%) casos; moderada em 131
(48,5%) casos e acentuada em 88 (32,6%) casos. A atrofia glandular na mucosa
gastrica ocorreu em 238 (88,1%) casos, sendo de graduacédo leve em 73 (27%)
casos; moderada em 88 (32,6%) casos e acentuada em 77 (28,5%) casos. Nao foi

evidenciada atrofia glandular em 32 (11,9%) casos. A metaplasia intestinal estava
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presente na mucosa gastrica adjacente em 215 (79,6%) casos, sendo completa
focal em 31 (11,5%) casos; completa multifocal em 115 (42,6%) casos; incompleta
focal em 44 (16,3%) casos e incompleta multifocal em 25 (9,3%) casos. Nao foi
evidenciada metaplasia intestinal em 55 (20,4%) casos. A informacéao sobre o tipo
e a extensdo de metaplasia intestinal é importante por estar associada ao
potencial de evolugéo para carcinoma.

Cento e quarenta e um (52,2%) pacientes apresentaram o bacilo
Helicobacter pylori no muco superficial da mucosa gastrica, 0 que esta em
conformidade com a literatura, que refere a infeccao por Helicobacter pylori e 0s
fatores dietéticos, como fatores de maior risco para o aparecimento dos tumores
distais (ENGEL et al., 2003; CREW E NEUGUT, 2006; WHITEMAN et al., e THE
AUSTRALIAN CANCER STUDY, 2008; SHOHEEN E RICHTER, 2009).

A gastrite crénica atréfica associada ao Helicobacter pylori é o mais
importante precursor do cancer gastrico, e estudos feitos no Japdo mostraram que
80% dos carcinomas gastricos originam-se em mucosa gastrica atréfica em areas
apresentando metaplasia intestinal incompleta (SIURALA, LEHTOLA, IHAMAKI,
1974; NAGAYO, 1977; MIYAMOTO et al., 2002; MIYAMOTO et al., 2003).

Ainda, foi evidenciada microscopicamente na mucosa gastrica adjacente a
formacao de agregados linféides em 240 (88,9%) casos e evidenciada a formagao
de foliculos linféides em 222 (82,2%) casos. O surgimento do tecido linféide na
mucosa gastrica € adquirido apés inflamacdo crénica (gastrite crbnica) e
comumente associado a presenga do bacilo Helicobacter pylori no muco
superficial. As alteragdes regenerativas, polipos hiperplasicos e cistos de
glandulas gastricas (cardicas, fundicas e piléricas) também ocorrem associados a
gastrite crénica, tendo sido observados em 04 (1,5%) casos, em 14 (5,2%) casos
e em 38 (14,1%) casos, respectivamente, nesse estudo.

A avaliacdo da evolugao clinica dos pacientes desse estudo mostrou que
havia ocorrido recidiva tumoral em 16 (5,6%) dos pacientes na época da coleta
das informagbes no prontuario médico (em 2012). Em 2016, quando as
informagdes sobre 6bito foram atualizadas, dos 270 pacientes desse trabalho, 178

(65,9%) dos pacientes tinham evoluido para o ébito e 92 (34,1%) estavam vivos.
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Cento e sete (60,1%) do total de casos de 6bito (178) ocorreram por evolugao do
cancer, 37 (20,8%) ocorreram por outras causas e em 34 (19,1%) ébitos ndo havia
informacdo sobre a causa. Assim em 2016, o numero de pacientes que
apresentaram recidiva tumoral subiu para 107 (39,6%). A mediana de sobrevida
dos pacientes foi de 48 meses.

O estudo ToGA (2010) demonstrou que a expressdo de HER2 tem valor
preditivo para o tratamento com Trastuzumabe nos ADG e ADE avangados. Os
pacientes com superexpressdo do HER2 apresentam sobrevida significativamente
maior quando tratados com Trastuzumabe em conjunto com a quimioterapia
convencional (BANG et al., 2010). Estudos mostraram que o status HER2 positivo
estava associado com sobrevida e/ou caracteristicas clinico-patoldgicas adversas,
como invasao serosa, metastase linfonodal, estagio avancado da doenca ou
metastase a distancia (GRAVALOS E JIMENO, 2008; MEZA-JUNCO et al., 2009;
JORGENSEN, 2010; JORGENSEN E HERSOM, 2012).

A avaliagdo da expressao de HER2 por imuno-histoquimica foi realizada
nos 270 casos (pacientes) incluidos no estudo. O escore HER2 3+, interpretado
como positivo, foi observado em 27 casos (10,0%), o escore HER2 2+,
interpretado como duvidoso, foi observado em 24 casos (9,0%), o escore HER2
1+, interpretado como negativo, foi observado em 15 casos (5,5%) e 0 escore
HER2 0, também interpretado como negativo, foi observado em 204 casos
(75,5%). A frequéncia da superexpressao proteica do HER2 (HER2 escore 3+) nos
ADG e ADE vista nesse trabalho esta em acordo com a literatura, que relata
variagao de 4,4% a 53,4%, ocorrendo em média em 17,9% dos casos, nos ultimos
quinze anos (ALLGAYER et al., 2000; PARK et al., 2006; GRABSCH et al., 2010;
WANG et al., 2011; KIM et al., 2011; JORGENSEN E HERSOM, 2012;
JANJIGIAN et al., 2012; HE et al., 2013; BAYKARA et al., 2015; KUROKAWA et
al., 2015).

Nesse trabalho, foi avaliado se os fatores epidemiolégicos, clinico-
morfolégicos poderiam estar associados com a superexpressao de HER2. Apenas
a Classificacdao de Lauren mostrou significancia estatistica, mostrando que a
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superexpressao de proteica de HER2 foi mais frequente no tipo intestinal do que
no tipo difuso (p = 0,045). Alguns estudos mostraram que a superexpressao e a
amplificagdo do HERZ2 estdo relacionadas a classificagdo de Lauren, sendo
observados mais frequentemente no tipo intestinal comparado aos tipos difuso e
misto. Estes achados foram confirmados no estudo ToGA (2010), no qual a taxa
de positividade do HER2 foi de 32,2% nos carcinomas do tipo intestinal, 6,1% no
tipo difuso e 20,4% no tipo misto (P < 0,001). Uma vez que o adenocarcinoma
gastrico do tipo intestinal apresentou maior frequéncia de casos HER2 positivos
que o tipo difuso, foi avaliado se HER2 superexpresso impactava na sobrevida
desses pacientes, entretanto ndo foi encontrada significancia estatistica,
mostrando que a superexpressdo proteica de HER2 em pacientes com
adenocarcinoma do tipo intestinal ndo possuem prognéstico diferente daqueles
que nao possuem HER2 superexpressos. Alem disso, foi avaliado o valor
progndstico da superexpressao proteica de HER2 em adenocarcinomas do tipo
difuso e ndo foi encontrada significancia estatistica.

Com o conhecimento que a superexpressao de HER2 possui impacto no
progndstico dos pacientes, a avaliacdo da sobrevida e a expressao proteica de
HER2 foi feita através da elaboracdo de uma curva de sobrevida, ndo sendo
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre o0s pacientes que
superexpressavam ou nao o receptor HER2, muito embora a sobrevida dos
pacientes que superexpressaram o HER2 (30,7 meses) foi quase a metade
daqueles que néo superexpressaram (57, 9 meses). Esses resultados diferem dos
trabalhos analisados por Jorgensen e Hersom (2012), que fizeram a analise de 42
estudos publicados num total de 12.749 pacientes com cancer gastrico, na qual
mostraram que o status HER2 positivo, testado por imuno-histoquimica (IHQ) ou
hibridizagao in situ (ISH), adiciona informagdo sobre o progndéstico da doenca.
Nessa andlise, foi demonstrado que existe uma clara tendéncia do papel de HER2
como fator prognéstico negativo no cancer gastrico, sugerindo que a
superexpressao proteica e/ou amplificacdo do HERZ2 deve ser uma anormalidade
ligada ao desenvolvimento deste tipo de tumor. Os resultados encontrados nesse

trabalho, possivelmente divergem da literatura devido ao baixo numero de
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amostras que superexpressaram HER2, diminuindo o poder estatistico da analise.
Ainda assim, faltam analisar por SISH 24 amostras de HER2 2+ (casos duvidosos)
e esses dados serdo reavaliados, podendo aumentar o niumero de amostras HER2
positivo.

Em seguida, foi avaliada a expressao génica de HER2 nos ADG e ADE por
gPCR utilizando sondas Tagman e foi observado que a expressdo de HERZ2 nos
tumores classificados como 3+ na imuno-histoquimica foi significativamente maior
que os tumores classificados como 0, 1+ e 2+, valores de p 0,036, 0,011 e 0,043
respectivamente. Em seguida, observamos uma correlagdo entre as expressoes
genica e proteica de HER2. Em resumo, esses resultados mostraram que as
amostras 3+ apresentaram maior expressdo que as amostras pertencentes aos
demais grupos, bem como os dados de expressdo @génica estavam
significativamente correlacionados com os de imuno-histoquimica.

Em seguida, através de uma curva ROC, foi observado que a expressao
génica de HERZ2 foi capaz de distinguir uma amostra 3+ das demais com 84% de
acuracia, sensibilidade de 80% e especificidade de 78%. Comparando somente
amostras 3+ e 2+, a expressao de HERZ2 foi capaz de distinguir amostras 3+ com
78% de acuracia, 73% de sensibilidade e 82% especificidade. Neste contexto, os
pacientes com ADG ou ADE em estagios avancados na nossa populacao
poderiam se beneficiar de mais um método para serem encaminhados ao
tratamento personalizado com o anticorpo monoclonal. Ainda assim, é necessario
aumentar o nimero de amostras para analise da expressdao génica a fim de
consolidar os resultados desse estudo, especialmente as amostras classificadas
com duvidosas na imuno-histoquimica (HER2 2+).

Embora a metodologia da amplificacdo génica de HERZ2 por SISH nos
casos duvidosos (HER2 2+) tenha sido iniciada, nao foi obtido sucesso na técnica,
possivelmente pela qualidade das condigdes pré-analiticas do material embebido
em bloco de parafina. No entanto, novos protocolos estdo em teste para que esse
problema seja resolvido.

Tendo em vista 0 exposto anteriormente, podemos sugerir que a avaliacao

dos fatores progndsticos e preditivos nos ADG e ADE na populagéo brasileira/local
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€ de grande importancia para o atendimento eficiente na rede publica. O
conhecimento do comportamento biol6gico especifico dessa neoplasia e do perfil
dos pacientes acometidos podera contribuir para estabelecer tratamentos mais
efetivos e personalizados, principalmente nos estagios avancados da doenca,
quando o tratamento quimioterapico convencional tem pouco impacto na

sobrevida dos pacientes.
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6. CONCLUSOES

A avaliagdo da superexpressao proteica de HER2 por imuno-histoquimica
nesse estudo revelou que 10% dos casos apresentaram escore HER2 3+

considerados positivos.

A avaliacdo da expressdao ¢génica de HER2 em amostras de
adenocarcinoma gastrico (ADG) e Adenocarcinoma da jungao
esofagogéstrica (ADE) por PCR em Tempo Real evidenciou que as
amostras 3+ apresentaram maior expressdo que as amostras dos outros

grupos, havendo correlagdo entre a expressao génica e expressao proteica.

O resultado da expressao de HERZ2 por PCR em Tempo Real foi capaz de

distinguir as amostra 3+ das demais com alta de acuracia.

Houve correlacao da expressao de HER2 em adenocarcinomas gastricos e
da jungao esofagogéstrica com a classificacdo de Lauren, mostrando que a
superexpressao de HER2 foi mais frequente no tipo intestinal do que no tipo
difuso.

Nao foi observado impacto da superexpressao de HER2 no progndéstico dos
pacientes.
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8. ANEXOS

Anexo 1

AL (INCA

L DU A Pl L e

Memo 68/15-CEP-INCA Rio de Janeiro, 10 de agosto de 2015.

Afo): Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto

Pesquisadori(a) Principal
Registro CEP n" 1.34/11: (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este
projeto)
Titulo do estudo: Andlise de biomarcadores preditivos de resposta terapéutica em
CAAE: 0111L.0.087 000-11

Prezado(a) Pesquisador(a).

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cincer amalisom e
aproveu o esude mtitulade “Analise de biomarcadores preditivos de resposta
terapéutica em tumores gastrointestinais™, em 30 de novembro de 2011.

Conforme Memo 200014 datado de 130514 matficamos o disposto ma
Resolugio CNS 46672012, Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os relatérios
parciais (apresentado durante a pesquisa demonstrando fatos relevantes e resultados
parciais de seu desemvolvimento) e final (apresentado apos o encemmamento da
pesquisa).

Assim, para 0 acompanhamento do desenvolvimento dos projetos, solicitamos
que ofa) pesquisador(a) providencie o mais breve possivel os relatérios aqu solicitades.

Atenciosamente

1

. B

( 4

. e~

Dr. Hennique D. Silva
Coordenador do ité de Efica em Pesquiza

CEP-INCA
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Anexo 2

FORMULARIQ PARA COLETA DE DADOS
ADENOCARCINOMA GASTRICO (Versao 22setembro2014)

Responsavel pela coleta dos dados:
Data da coleta:

/ /

Numero do paciente:

Data de Nascimento: / / Idade:
N¢ do Prontuario:

DADOS REFERENTES A ABERTURA DA MATRICULA HOSPITALAR

Data da matricula: / /

Sexo (1) Masculino (2) Feminino
Cor da pele (1)Branco (2)Negro (3)Pardo (4)Amarelo
(5)Vermelho
Escolaridade: (1)Analfabeto (2)1°grau incompleto (8)1°grau
completo (4)2°grau incompleto

(5)2°grau completo (6)superior incompleto (7)superior
completo (8) Pos-Graduacao
Estado civil (1)Casado  (2)Unido estavel  (3)Solteiro
(4)Desquitado/Separado (5)Viuvo
COLETA DE INFORMAGOES NAS EVOLUCOES HOSPITALARES
Etilismo (0) ndo (1)sim  (2) ex-etilista  (9) Nao informado

Detalhamento relatado em prontuario:

Tabagismo (0O)ndo  (1)sim  (2) ex-tabagista  (9) Nao informado
Detalhamento relatado em prontuario:
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Historia Familiar de Cancer (0) nao (1) sim (9) Nao

informado
Detalhamento relatado em prontuario:

Performance Status (PS - ECOG) na primeira consulta:

(1) Sintomas da doenca, mas deambula e leva seu dia a dia normal

(2) Fora do leito mais de 50% do tempo

(3) No leito mais de 50% do tempo, carente de cuidados mais intensivos
(4) Preso no leito

Comorbidades (Escala de comorbidades de Charlson)

.. (0 (1) . . . (0)
Infarto do miocardio Nio  Sim Hemiplegia ou paraplegia No
. (0) (1) Doenca renal moderada  (0)
Doenga coronariana Nao Sim |ou severa Nao
Tumor sem metastase
Dgﬁfg(i; ;ascular F\?go (S1|zn (excluir se >5 anos desde ﬁg o
P o diagndstico)
Doenca (0) (1) Leucemia (aguda ou (0)
cerebrovascular Nao Sim |crbnica) Nao
A (0) (1) , (0)
Deméncia Nio  Sim Linfoma No
Doenga Pulmonar (0) (1) Doenca hepética (0)
Crbnica Nao Sim moderada ou severa Nao
Doenca do tecido (0) (1) Tumor sélido com (0)
conjuntivo Nao Sim metastase Nao
. it (0) (1) (0)
Ulcera péptica Nio  Sim SIDA (AIDS) No
Hepatopatia leve (ou (0) (1) Hipertensao Arterial (0)
cronica) Nao Sim |Sistémica Nao
Diabetes sem (0) (1) Outras (Descrever):
complicagdes Nao Sim
Diabetes com
complicacoes (0) (1)
(retinopatia ou Nao Sim
nefropatia)

(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

INFORMACOES DA BIOPSIA (DIAGNOSTICO)
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Data da confirmacao diagnéstica de cancer (BPO): / /

Diagndstico da bidpsia (N° do Exame: )

(1) Adenocarcinoma bem diferenciado

(2) Adenocarcinoma moderadamente diferenciado

(3) Adenocarcinoma pouco diferenciado (com células em anel de sinete)
(4) Adenocarcinoma pouco diferenciado (sem células em anel de sinete)
(5)
(6)

5) Carcinoma mucinoso
6) Outros:

Estadiamento clinico (cTNM): (1)JA (2B (3)IA  (@)IB  (5)IIA
@B (7)IC (8)IV  (9) Sem Informacéo

Presenca de metastases: (0O)MO (1)M1 Local:

Localizacao do tumor (EDA): (1) JEG (jungao esb6fago gastrica)  (2)
Fundo gastrico

(3) Corpo gastrico (4)
Antro gastrico / piloro

INFORMACOES DO TRATAMENTO

Data do inicio do primeiro tratamento: / /

Tratamento inicial: (1)Cirurgia (2)Radioterapia (3)QT neo-adjuvante (4)QT
paliativa (4) Suporte clinico

Data da cirurgia: / /

Tipo de cirurgia: (1)Gastrectomia total (2)Gastrectomia parcial  (3)
Esofagogastrectomia proximal

(4)
Outra

Classificacao da cirurgia: (0)R0O (1)R1 (2)R2  (9)Nao informado

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO DO ESPECIME CIRURGICO (N° do
Exame: )

Tipo Histolégico e Grau histoldgico:

(1) Adenocarcinoma bem diferenciado

(2) Adenocarcinoma moderadamente diferenciado

(3) Adenocarcinoma pouco diferenciado (com células em anel de sinete)
(4) Adenocarcinoma pouco diferenciado (sem células em anel de sinete)
(5) Carcinoma mucinoso
(6) Outros:
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Classificacao de Lauren: (1) tipo intestinal (2)tipo difuso (3)misto

Localizacao do tumor (peca cirurgica): (1) JEG (juncao es6fago gastrica)
(2) Fundo gastrico (3)Corpo gastrico

(4) Antro gastrico / piloro  (5) Dois tercos
do estbmago (6) Trés tercos do estbmago

Forma do Tumor: (1) Borrmann | (2) Borrmann I (3) Borrmann
1] (4) Borrmann IV (5) Borrmann V

(6) Superficial (especificar):

Medida do tumor:

Invasao: Linfatica (0) ndo (1) sim Vascular hematogénica (0) nao
(1) sim Perineural (neural) (0) ndo (1) sim

Tipo de infiltrado peritumoral (intratumoral): (1) Linfoplasmocitario  (2)
Neutrofilico: (3) Eosinofilico

(4) Misto (especificar):

Desmoplasia (0) ausente (1) leve (2) moderada  (3) acentuada
Nivel de infiltracao do tumor primario: (0)TIS (HT1 (2)T2 (3)T3
(4)T4a (5)T4b (9) Sem Informacéao

Numero de linfonodos retirados: Numero de
linfonodos positivos:

Linfonodos regionais: (O)NO (1)N1 (2N2  (3)N3

(9) Sem Informacéo

Limites cirurgicos: Proximal: (1) Livre (2) Comprometido
Distal: : (1) Livre (2) Comprometido

Estadiamento patolégico (pTNM) estomago: (1)IA (2)IB (3)IIA (4)IIB
B)MA  (8)IB  (7)HC (8)IV (9) Sem Informacéao
Estadiamento patolégico (pTNM) es6fago:  (1)IA (2)IB (3)IIA (4)IIB
B)MA  (B)IIB  (7)INC (8)IV (9) Sem Informacéao

Lesoes associadas:

Gastrite crbnica (0) Ausente (1) Leve (2) Moderada

(3) Acentuada

Atrofia glandular (0) Ausente (1) Leve (2) Moderada

(3) Acentuada

Metaplasia intestinal (0) Ausente (1) Completa focal (2) Completa multi*
(3) ) Incompleta focal (4) Incompleta multi*

Agregados linféides (0) Ausente (1) Presente

Foliculos linféides: (0) Ausente (1) Presente

AlteracOes regenerativas: (0) Ausente (1) Presente

Pdélipo hiperplésico: (0) Ausente (1) Presente
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Cistos de glandulas: (0) Ausente (1) Presente

*multifocal

Adenoma:

Qutras:

Helicobacter pylori: (0) néo (1) sim

Avaliacao do HER2 (Imuno-histoquimica) (0) Negativo (H1+

2)2+  (3)3+

Avaliacao do HER2 (FISH x SISH):
Amplificado:  (0) ndo (1) sim

EVOLUCAO (SEGUIMENTO)

Recidiva de doenca (0)Nao (1)Sim  Local da recidiva:

Data da recidiva: / /
Metastase (0)Nao (1)Sim  Local da meta:
Data da meta: / /
Obito (0) Nao (1) Sim, por cancer primario (2) Obito outras

causas (4)Obito sem informacéo da causa
Data do Obito: __ / /

Ultima consulta no INCA Data: / / Status: (1)Vivo com

cancer (2)Vivo sem cancer (9) Sem informacgéao
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Anexo 3
Distribuicao das frequéncias etio-epidemioldgicas e clinicas

Variavel Frequencia (%)
Género
Masculino 155 57,4%
Feminino 115 42,6%
Total 270 100,0%
Cor da Pele
Branco 182 57,4%
N&o-Branco 88 32,6%
Total 270 100,0%
Escolaridade
Alta 192 71,1%
Baixa 78 28,9%
Total 270 100,0%
Estado Civil
Com companheiro 179 66,3%
Sem companheiro 91 33,7%
Total 270 100,0%
Etilismo
Nao 138 51,1%
Sim/Ex 119 44.1%
Sem Informagéo 13 4,8%
Total 270 100,0%
Tabagismo
Nao 109 40,4%
Sim/Ex 153 56,7%
Sem Informagéo 8 3,0%
Total 270 100,0%

Historico Familiar de Cancer

Nao 127 47,0%
Sim 113 41,9%
Nao Informado 30 11,1%
Total 270 100,0%

Performance Status

0 2 7,0%
1 240 88,9%
2 22 8,1%
3 6 2,2%
Total 270 100,0%
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Anexo 4
Distribuicao das frequéncias de comorbidades 1.

Variavel Frequencia (%)
Infarto
Nao 269 99,6%
Sim 1 4,0%
Total 270 100,0%

Doenca Coronariana
Néo 270 100,0%

Doenca Cerebrovascular

Nao 269 99,6%
Sim 1 4,0%
Total 270 100,0%
Deméncia

Nao 270 100,0%

Doenca Pulmonar Crénica

Néo 265 98,1%
Sim 5 1,9%
Total 270 100,0%

Doenca do Tecido Conjuntivo
Nao 270 100,0%

Ulcera Péptica

Néo 265 98,1%
Sim 5 1,9%
Total 270 100,0%

Hepatopatia Leve

Néo 267 98,9%
Sim 3 1,1%
Total 270 100,0%

Diabetes sem Complicacoes

Néo 244 90,4%
Sim 26 9,6%
Total 270 100,0%

Diabetes com Complicacoes
Nao 270 100,0%
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Anexo 5

Distribuicao das frequéncias de comorbidades 2.

Variavel Frequencia (%)

Hemiplegia ou Paraplegia
Néo 270 100,0%

Doenca Renal
N&o 270 100,0%

Tumor sem Metastase

Nao 76 28,1%
Sim 194 71,9%
Total 270 100,0%
Leucemia

Nao 270 100,0%
Linfoma

Nao 270 100,0%

Doenca Hepatica
Nao 270 100,0%

Tumor com Metastase

Nao 194 71,9%
Sim 76 28,1%
Total 270 100,0%
SIDA

Nao 269 99,6%
Sim 1 4,0%
Total 270 100,0%
Sistémica

Nao 190 70,4%
Sim 80 29,6%
Total 270 100,0%
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Anexo 6
Distribuicao das frequéncias clinicomorfologicas

Variavel Frequencia (%)

Local da biopsia

JEG 44 16,3%
Fundo 18 6,7%

Corpo 45 16,7%
Antro/Piloro 163 60,4%
Total 270 100,0%

Diagnéstico da Biopsia

ABD 10 3,7%
AMD 111 M11%
APD com células em anel de sinete 78 28,9%
APD sem células em anel de sinete 48 17,8%
Outros 4 1,5%
Adenocarcinoma 15 5,6%
Nao tem bx 4 1,5%
Total 270 100,0%

Local do tumor na peca cirurgica

JEG 43 15,9%
Fundo 11 4,1%

Corpo 42 15,6%
Antro/Piloro 117 43,3%
Dois tergos do estdbmago 45 16,7%
Trés tergos do estébmago 12 4,4%

Total 270 100,0%

Forma do Tumor

Borrmann 1 10 3,7%
Borrmann 2 63 23,3%
Borrmann 3 105 38,9%
Borrmann 4 21 7,8%
Borrmann 5 9 3,3%
Superficial 62 23,0%
Total 270 100,0%

Forma - 2 categorias

Superficial 62 23,0%
Avangado 208 77,0%
Total 270 100,0%

Medida do Tumor

<que5,0cm 89 33,0%
>/=que 5,0 cm 181 67,0%
Total 270 100,0%

Obs.: JEG: juncdo esofagogastrica; ABD: adenocarcinoma bem diferenciado; AMD:
adenocarcinoma moderadamente  diferenciado; APD: adenocarcinoma  pouco
diferenciado.
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Anexo 7
Distribuicao das frequéncias histopatolégicas

Variavel Frequencia (%)

Diagnostico da Peca

ABD 6 2,2%
AMD 116 43,0%
APD com células em anel de sinete 68 25,2%
APD sem células em anel de sinete 77 28,5%
Outros 3 1,1%
Total 270 100,0%

Diagndstico Alto/Baixo

Baixo grau 122 45,2%
Alto grau 148 54,8%
Total 270 100,0%

Classificacao de Lauren

Intestinal 115 42,6%
Difuso 107 39,6%
Misto 48 17,8%
Total 270 100,0%

Invasao Linfatica

Nao 134 49,6%
Sim 136 50,4%
Total 270 100,0%

Invasao Vascular

Néo 242 89,6%
Sim 28 10,4%
Total 270 100,0%

Invasao Perineural

Nao 117 43,3%
Sim 153 56,7%
Total 270 100,0%

Infiltrado Peritumoral

Linfoplasmocitario 210 77,8%
Misto 60 22,2%
Total 270 100,0%

Desmoplasia

Ausente 22 8,1%

Leve 110 40,7%
Moderada 81 30,0%
Acentuada 57 21,1%
Total 270 100,0%

Obs.: ABD: adenocarcinoma bem diferenciado; AMD: adenocarcinoma moderadamente
diferenciado; APD: adenocarcinoma pouco diferenciado; alto grau: adenocarcinomas
pouco diferenciados e mucinoso; baixo grau: adenocarcinomas bem diferenciados e
moderadamente diferenciados.
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Anexo 8

Distribuicao das frequéncias dos tipos de cirurgias e dos limites cirurgicos
Variavel Frequencia (%)

Tipo da Cirurgia

Gastrectomia Total 90 33,3%
Gastrectomia Parcial 164 60,7%
Esofagogastrectomia 16 5,9%

Total 270 100,0%

Classificacao da Cirurgica

RO 223 82,6%
R1 6 2,2%
R2 8 3,0%
Nao Informado 33 12,2%
Total 270 100,0%

Limite Cirurgico Proximal

Livre 262 97,0%
Comprometido 8 3,0%
Total 270 100,0%

Limite Cirurgico Distal

Livre 264 97,8%
Comprometido 6 2,2%
Total 270 100,0%

Limites Cirurgicos

Livre 257 95,2%
Comprometido — 1 limite 12 4,4%
Comprometido — 2 limites 1 4,0%
Total 270 100,0%

Limites Cirurgicos

Comprometido 13 4,8%
Livre 257 95,2%
Total 270 100,0%
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Anexo 9

Distribuicao das frequéncias dos linfonodos isolados e das metastases a
distancia

Variavel Frequencia (%)

Linfonodos Isolados

Positivo 161 59,6%
Negativo 109 40,4%
Total 270 100,0%
Metastase a distancia

Sim 76 28,1%
Nao 194 71,9%
Total 270 100,0%
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Anexo 10
Distribuicao das frequéncias da localizacao das metastases a distancia

Variavel Frequencia (%)

Local da Metastase

Bexiga 1 1,3%
Bursa Omental 1 1,3%
Cabega de Pancreas 2 2,6%
Cérebro 1 1,3%
Cisto no Rim 1 1,3%
Duodeno 1 1,3%
Entre bexiga e reto 1 1,3%
Epigastrio 1 1,3%
Figado 26 34,2%
Figado, baco e Pancreas 1 1,3%
Flanco 1 1,3%
Hilo hepético e loja

pancreatica 1 1,3%
fleo e Colon 1 1,3%
Int estino Delgado e

Ovario E 1 1,3%
Jejuno 4 5,3%
Linf onodo da Cabega do

Péancreas 1 1,3%
Linfonodo Supraclavicular 1 1,3%
Linfonodo Axilar 1 1,3%
Linfonodo Cervical 1 1,3%
Linfonodo Mediastino 1 1,3%
Linfonodo Para-aortico 1 1,3%
Linfonodo Pre-aortico 1 1,3%
Linfonodo Supraclavicular 2 2,6%
Liquido de ascite 1 1,3%
Mama e Figado 1 1,3%
Ovaério 2 2,6%
Pancreas 1 1,3%
Péancreas e Peritbnio 1 1,3%
Parede Abdominal 2 2,6%
Pelve 1 1,3%
Periténio 4 5,3%
Peritonio e Figado 1 1,3%
Pleura 2 2,6%
Pleura visceral 1 1,3%
Pseudo rim 1 1,3%
Pulmao 2 2,6%
Regido Retrocaval 1 1,3%
Regiédo Toracica 1 1,3%
Reto 1 1,3%
Total 76 100%
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Anexo 11
Distribuicao das frequéncias da Classificacao Patolégica (TNM)

Variavel Frequencia (%)

Nivel de Infiltragao

T1 49 18,1%
T2 23 8,5%
T3 31 11,5%
T4a 162 60,0%
T4b 5 1,9%
Total 270 100,0%
Linfonodos Comprometidos

NO 110 40,7%
N1 35 13,0%
N2 44 16,3%
N3 81 30,0%
Total 270 100,0%
Estadiamento TNM

A 41 15,2%
B 20 7.4%
IIA 18 6,7%
B 35 13,0%
A 21 7.8%
[[15] 23 8,5%
nc 36 13,3%
Total 270 1000,0%
TNM Avangado x Superficial

Avancado 229 84,8%
Superficial 41 15,2%
Total 270 100,0%
TNM Metastatico

Metastatico 76 28,1%
Outros 194 71,9%
Total 270 100,0%
TNM 3 categorias

Metastatico 76 28,1%
Outros 153 56,7%
Superficial 41 15,2%
Total 270 100,0%
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Anexo 12
Distribuicao das frequéncias das les6es associadas na mucosa nao tumoral
-1

Variavel Frequencia (%)

Gastrite Cronica

Ausente 1 4,0%

Leve 50 18,5%
Moderada 131 48,5%
Acentuada 88 32,6%
Total 270 100,0%

Atrofia Glandular

Ausente 32 11,9%
Leve 73 27,0%
Moderada 88 32,6%
Acentuada 77 28,5%
Total 270 100,0%

Metaplasia Intestinal

Ausente 55 20,4%
Completa Focal 31 11,5%
Completa Multifocal 115 42.6%
Incompleta Focal 44 16,3%
Incompleta Multifocal 25 9,3%

Total 270 100,0%

Agregado Linfoide

Ausente 30 11,1%
Presente 240 88,9%
Total 270 100,0%

Foliculo Linfoide

Ausente 48 17,8%
Presente 222 82,2%
Total 270 100,0%

Alteracédo Regenerativa

Ausente 266 98,5%
Presente 4 1,5%
Total 270 100,0%

168



Anexo 13

Distribuicao das frequéncias das lesdes associadas na mucosa nao tumoral
- 2 e da infecgao pelo Helicobacter pylori

Variavel Frequencia (%)

Polipo Hiperplasico

Ausente 256 94,8%
Presente 14 5,2%
Total 270 100,0%

Cistos de Glandulas

Ausente 232 85,9%
Presente 38 14,1%
Total 270 100,0%

Helicobacter pylori

Negativo 127 47,0%
Positivo 141 52,2%
Naio testado 2 7,0%

Total 270 100,0%
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Anexo 14

Distribuicao das frequéncias da evolugao clinica dos pacientes

Porcentagem

Variavel Frequencia (%)
Recidiva
Nao 163 60,4%
Sim 107 39,6%
Total 270 100,0%
Obito e Causas
Nao 6bito 92 34,1%
Sim por cancer 107 39,6%
Sim outras causas 37 13,7%
Sim sem informacao 34 12,6%
Total 270 100,0%
Obito - Sim/Nao
Nao 92 34,1%
Sim 178 65,9
Total 270 100,0%
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