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Resumo

O cancer gastrico € a segunda causa mais comum de mortalidade relacionada ao
cancer em todo mundo, principalmente devido a infeccdo crbnica pela bactéria
Helicobacterpylori. Investigacbes epidemioldgicas, clinicas, patolégicas e moleculares
buscando um melhor entendimento destes tumores permitem estabelecer um melhor
prognostico para a doenga bem como o desenvolvimento de melhores possibilidades
terapéuticas. Em especial o microambiente tumoral tem sido estudado para melhor
entender as vias de interacdo das neoplasias com o sistema imune. Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foirealizar um levantamento retrospectivo do perfil
epidemiolégico e anatomopatoldgico de pacientes com cancer gastrico em um hospital
de Goiania e avaliar aspectos patologicos,clinicos bem como a densidade de
mastocitos em alguns casos selecionados. Para tanto, foram revisados 220 prontuarios
de pacientes com cancer gastrico avangado no periodo de 2005 a 2009 do hospital
Araujo Jorge de acordo com critérios de inclusdo estabelecidos. Coletou-se dados
como sexo, idade, tipo histologico, grau de diferenciacao, local de incidéncia do cancer
de acordo com a topografia do estdmago e cirurgias paliativas realizadas, para
determinagao do perfil-clinico patoldgico dos pacientes. Selecionou-se os blocos com a
bidpsia de alguns casos (29 casos) para corte e coloragdo das laminas por imuno-
histoquimica e hematoxilina-eosina para avaliacgdo da densidade de mastdcitos
presente nas amostras. Os resultados mostraram que a maioria dos pacientes
(62,96%) eram do sexo masculino, sendo que a maioria dos casos de cancer gastrico
foi encontrado em idosos com mais de 60 anos (62%). Os tumores localizaram-se
preferencialmente no antro do estdbmago (32%) ou na regido antro/corpo (28%). No que
tange ao grau de diferenciagdo, amaioria (46%) dos tumores sdo de grau 3 (pouco
diferenciados) e, com relagdo ao subtipo histologico, o tipo intestinal foi o mais
prevalente totalizando 49,38% dos casos. Observou-se também que 52,38% dos
pacientes fizeram a gastrectomia como cirurgia paliativa. Nos estudos de marcagéo dos
mastdcitos, os carcinomas apresentaram uma densidade significativamente menor de
célulasmastocitarias quando comparado com o controle — margem livre de doencga
(p=0,01). Entretanto, ndo observou-se diferenca na densidade de mastdcitos para as
diferentes idades, género tipo histolégico. Houve diferenga na topografia e grau de
diferenciacdo. Estes estudos demonstraram a necessidade e a importancia de se
investigar o papel dos mastécitos nas regides tumorais.

Palavras-chave: cancer gastrico, perfil clinico, perfil patoldégico, epidemiologia,
mastocitos.
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Abstract

Gastric cancer is the second most common cause of cancer-related mortality worldwide,
mainly due to chronic infection by the bacteria Helicobacter pylori. Epidemiological,
clinical, pathological and molecular investigations seeking a better understanding of
these tumors may help establish a better prognosis for the disease and the
development of better therapeutic possibilities. In particular the tumor microenvironment
has been studied to better understand the ways of interacting with the immune system
and neoplasms. Within this context, the aim of this study was a retrospective survey of
the epidemiology and pathology of patients with gastric cancer in a hospital in Goiania
and evaluate pathological, clinical aspects as well as the density of mast cells in some
selected cases. To do so, we reviewed medical records of 220 patients with advanced
gastric cancer in the period 2005-2009 of Araujo Jorge Hospital according to
established inclusion criteria. Data were collected as gender, age, histological type,
grade of differentiation, site of cancer incidence according to the topography of the
stomach and palliative surgeries performed to determine the clinical-pathological profile
of patients. Blocks were selected with the biopsy some cases (29 cases) for cutting and
staining of slides for immunohistochemistry and hematoxylin-eosin to evaluate the
density of mast cells present in the samples. The results showed that most patients
(62.96%) were males, with the majority of cases of gastric cancer has been found in
elderly over 60 years (62%). Tumors were located preferably in the antrum of the
stomach (32%) or the antrum / body region (28%). Regarding the degree of
differentiation, the majority (46%) of the tumors are grade 3 (poorly differentiated) and,
with respect to the histological subtype, the intestinal type was more prevalent totaling
49.38% of cases. It was also observed that 52.38% of patients underwent gastrectomy
as palliative surgery. In studies of marking the mast cell carcinomas showed a
significantly lower density of mast cells when compared to the control - the free margin
of the disease (p = 0.01). However, no difference was observed in the density of mast
cells for different ages, gender, histological type. Differences in topography and degree
of differentiation. These studies demonstrated the necessity and the importance of

investigating the role of mast cells in tumor regions.
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1. Introducao

O cancer é um importante problema de saude publica em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, sendo responsavel por mais de seis milhdes de 6bitos a cada ano
(FERLAY et al., 2011). O cancer gastrico € a quinta neoplasia mais frequente e a
segunda em mortalidade. A grande maioria dos casos édiagnosticado em estagios
avangados. O cancer gastrico avangado tem progndstico ruimo qual serelaciona com
fatores moleculares, genéticosalém da localizagcdo anatdébmica do carcinoma. No
estomago a neoplasiaocorre geralmente no antro em torno de 50-60% dos casos, na
cardiaem aproximadamente 25% dos casos e o restante corpo e fundo. Existe um
predominio de tumores nos tercos inferiores, embora nos ultimos anos tem se descrito
um aumento da incidéncia de tumores proximais(FERLAY et al., 2011). Como descrito
anteriormente, fatores clinicos, patolégicos e moleculares tém sido cada vez mais
documentados, estudados e relacionados ao prognostico da doenga, (MEZHIR et al.,
2011). Desta forma torna-se de grande importdncia conhecer a epidemiologia e
aspectos clinico-patolégicos para o desenvolvimento de estratégias de prevengao e
delineamento de estudos clinicos para tratamento quer seja ele adjuvante ou paliativo.

Neste contexto, o microambiente tumoral tem sido alvo de inumeros estudos em
varios tipos de tumores e mais recentemente na neoplasia do estémago. O estudo da
interagao das células do sistema imune com o céncer produz informagdes acerca de
como O organismo reage a neoplasia e vice-versa, gerando uma nova perspectiva de
conhecimento dentro da fisiopatologia e possiveis desenvolvimento de novos alvos e
ou procedimentos terapéuticos (IARC, 2012).

A presengalinfluencia dos macréfagos, linfécitos e mastécitos no microambiente
tumoral tém sido estudados em relagdo ao crescimento oundo do tumor, angiogénese,
apoptose, vias de sinalizacdo, bem como a relagcdo desses fatores com os aspectos
clinicos e patolégicos com resultados intrigantes e, emalgumas vezes
controversos(DALTON et. al.,2012), (CROWTHER et al.,2001).Diante disto, sao
necessarios maiores estudos direcionados a obtengao de dados que possam somar ao
conhecimento estabelecido na literatura acerca da fisiopatologia do cancer gastrico.

O presente estudo tem como objetivo a analise retrospectiva de casos de cancer

gastrico em um centro de referéncia em tratamento do cancer no Estado de Goias, com
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o intuito de tragar o perfil clinico-patolégicoda doenga em nivel regional,além de

avaliara densidade mastocitaria no microambiente tumoral.

2. Revisaoda Literatura

2.1 Cancer gastrico: conceitos, incidéncia, etiologia, estadiamento e histologia

O cancergastrico € um grande problema de saudepublica, sendo a segunda

causa de morte por cancer (FERLAY et al.,, 2011). Segundo dados do Global
Cancerincidence(GLOBOCAN,2012)quase um milhdo de novos casos de cancer de
estbmago foram estimados em 2012 (952 mil casos, 6,8% do total), tornando-se o
quinto tumor maligno mais comum no mundo, depois do cancer de pulmao, mama,
colorretal e proéstata. Isto representa uma mudanga substancial desde as primeiras
estimativas, em 1975, quando o cancer de estdbmago foi a neoplasia mais comum. Mais
de 70% dos casos (677.000 casos) ocorrem em paises em desenvolvimento (456.000
nos homens, 221.000 em mulheres), e metade do total mundial ocorre na Asia Oriental
(principalmente na China).A Europa contribui com aproximadamente 15% do total da
incidéncia e América central e do sul, com 7% do total (FERLAY et al., 2011). Taxas de
incidéncia sao cerca de duas vezes maior em homens que em mulheres (GLOBOCAN,
2012;WHO,2012).
O cancer de estbmago é a segunda principal causa de morte por cancer em ambos os
sexos em todo o mundo (723 mil mortes, 8,8% do total). As maiores taxas de
mortalidade estimadas estdo na Asia Oriental (24 por 100.000 nos homens, 9,8 por
100.000 em mulheres), a taxa mais baixa esta na América do Norte(GLOBOCAN,
2012).

Altas taxas de mortalidade também estdo presentes em ambos 0s sexos na
Europa Central e Oriental, e na América Central e América do Sul.Dados nacionais do
INCA (Instituto Nacional do Céancer, 2014), estimam incidéncia de 9,98 e 5,85casos
(sexo masculino e feminino respectivamente) para cada 100 mil habitantes no estado
de Goias.

A grande causa de morte relacionada ao cancer gastrico se deve,

principalmente, ao diagnostico tardioassociado a um prognostico ruim. Sendo assim,
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em locais de alta incidéncia, geralmente € observado alta mortalidade (MARTEL et al.,
2012).

Existe um interesse crescente para elucidar adistribuicdoepidemiolégica do
cancergastrico pelo seu subtipo, em especial,fazendo distingdo entre tumores
proximais (localizado nas regides da cardia e fundo, Figura 1) e distais(localizados na
regido do antro, Figura 1). Esse interesse é parte de uma evidencia de que essas duas
categorias podem ter etiologias diferentes conforme relatos de McColl e colaboradores
(2010). Também tem sido descrito que, tumores gastricos da cardia tém sua incidéncia
aumentada nas Ultimasdécadas, contrastando com a incidéncia geral de
cancergastrico(DEVESSA et al., 1998; BOTTERWECK et al., 2000). Tumores da cardia
e de esdfago inferior, em sua grande maioria, sao dificeis de serem distinguidos, o que
implica em diferentes classificagdes e interpretacao de resultados de acordo com cada
pais (BOTTERWECK et al., 2000), esses tumores proximais tem um progndstico pior
quando comparado a tumores distais, provavelmente porque guardam diferengas nao
s6 anatbmicas mas também clinico-patolégicas e moleculares conforme ja descrito

porFan e colaboradores em 2013 e Piso e colaboradores em 2000.
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Figura 1: Representacdo esquematica das regides topograficas do estdbmago
(adaptado de BOTTERWECK et al., 2000).
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Dados populacionais doSurveillanceepidemiologyendresultsprogram(SEER) do
Nacional Cancerlinstitute(NCIl) ofereceminformacdes relacionadas a ragca branca e
negra e suas respectivas incidéncias, emcomparagao com sexo (NCI, 2010).

A necessidade de se classificar os casos de cancer em estadios baseia-se na
constatagédo de que as taxas de sobrevida sao diferentes quando a doencga esta restrita
ao orgao de origem ou quando ela se estende a outros 6rgdos. Estadiar um caso de
neoplasia maligna significa avaliar o seu grau dedisseminacdo. Para tal, ha regras
internacionalmente estabelecidas, as quais estdo em constante aperfeicoamento. O
estadio de um tumor reflete ndo apenas a taxa de crescimento e a extensao da doenga,
mas também o tipo de tumor e sua relagdo com o hospedeiro. A classificagcdo das
neoplasias malignas em grupos obedece a diferentes variaveis: localizagdo, tamanho
ou volume do tumor, invasdo direta e linfatica, metastases a distancia, diagnostico
histopatoldgico, producdo de substancias, manifestagdes sistémicas, duragcdo dos
sinais e sintomas, sexo e idade do paciente, etc(YEGINet al., 2014).

Diversos sistemas de estadiamento sdao concebidos, tendo por base uma ou
mais das variaveis mencionadas. O sistema de estadiamento mais utilizado é o
preconizado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) eAmerican Joint
CommitteeonCancer (AJCC), denominado Sistema TNM (tamanho, linfonodo e
metastase) de Classificagdo dos Tumores Malignos. Este sistema baseia-se na

extensdo anatdmica da doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor primario
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(T), as caracteristicas dos linfonodos das cadeias dedrenagem linfatica do 6rgao em

que o tumor se localiza (N), e a presenga ou auséncia de metastases a distancia (M).

Estes parametros recebem graduagdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de MO a
M1, respectivamente (YEGIN et al., 2014) (Tabela 1, 2 e 3).

Tabela 1: Estadiamento de tumores gastricos (AJCC, 2010).

Classificagao

Descrigao

T Tumor primario (grau de penetracao da parede gastrica)
Tis Carcinoma in situ
T1a Tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa
T1b Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor penetra o tecido conjuntivo subseroso, mas nao invade peritdnio

visceral ou estruturas adjacentes

T4a Tumor invade serosa (peritdnio visceral)
T4b Tumor invade estruturas adjacentes

TX N&o avaliavel

N Ganglios linfaticos regionais

NO Sem metastases lifonodais

N1 Metastases em um a dois linfonodos

N2 Metastases em trés a seis linfonodos
N3a Metastases em sete a quinze linfonodos
N3b Metastases em dezesseis ou mais linfonodos

NX N&o avaliavel

M Metastase a distancia

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Presencga de metastase a distancia
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Tabela 2: Estadiameto do cancer gastrico baseado na classificagdo TNM (Tumor —
node-metastasis) (AJCC, 2010).

Estadio Evolutivos Grupos TNM correspondentes

Estadio 0 Tis, NO, MO
Estadio IA T1, NO, MO
Estadio IB T2, NO, MO
Estadio IIA T1, N2, MO
T2, N1, MO
T3, NO, MO
Estadio IIB T1, N3, MO
T2, N2, MO
T3, N1, MO
T4, NO, MO
Estadio IlIA T2, N3, MO
T3, N2, MO
T4, N1, MO
Estadio IIIB T3, N3, MO
T4, N2, MO
T4, N1, MO
T4b, NO, MO
Estadio IlIC T4a, N3, MO
T4b, N2, MO

Estadio IV Qualquer T, Qualquer N, M1
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Tabela 3: Sobrevida de 5 anos apds cirurgia segundo estadiamento de tumores
gastricos (WANG et al., 2012).

Estadiamento UICC % de Sobrevida em 5 anos
Estadio 0 77,00
Estadio IA 72,00
Estadio IB 62,00
Estadio lIA 50,00
Estadio IIB 36,00
Estadio IlIA 25,00
Estadio IlIB 16,00
Estadio IlIC 10,00
Estadio IV 4,00

Do ponto de vista morfologico, o parénquima tumoral exibe um grau variado de
células. As dos tumores benignos, que sao semelhantes e reproduzem o aspecto das
células do tecido que lhes deu origem. As células dos tumores malignos perderam
estas caracteristicas, tém graus variados de diferenciacéo e, portanto, guardam pouca
semelhanga com as células que as originaram e sao denominas gradativamente em:
bem diferenciados (G1), moderadamente diferenciados (G2) e pouco diferenciados
(G3). Quando suas caracteristicas sdo estudadas ao microscopio, veem-se células com
alteragcbes de membrana, citoplasma irregular e nucleos com variagbes da forma,
tamanho e cromatismo. O numero de mitoses expressa atividade da divisdo celular.
Isto significa dizer que, quanto maior a atividade proliferativa de um tecido, maior sera o
numero de mitoses verificadas. No caso dos tumores, o numero de mitoses esta
inversamente relacionado com o grau de diferenciacdo. Quanto mais diferenciado for o
tumor, menor sera o numero de mitoses observadas e menor a agressividade do
mesmo. Nos tumores benignos, as mitoses séo raras e tém aspecto tipico, enquanto
que, nas neoplasias malignas, elas sdo em maior numero e atipias (WANG et al.,
2014).

Dentre as neoplasias malignas que acometem o estomago, o adenocarcinoma

corresponde a 90-95% delas.De acordo com a classificagao de Lauren e colaboradores
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(1965), que é baseada no sitio de origem do tumor e nas caracteristicas patologicas da
lesdo, os adenocarcinomas gastricos podem ser classificados em dois tipos principais:
o intestinal e o difuso. Esses dois tipos diferem em sua histologia, epidemiologia,
patogenicidade, padrao genético e resposta clinica (LAUREN et al., 1965; HAMILTON&
MELTZER, 2006, PANANI et al., 2008).

O padrao da doenga também pode variar entre as populagdes. Nos paises do
Ocidente, o progndstico dos pacientes com cancer gastrico é pior do que dos pacientes
asiaticos. Esses dados sugerem que a patologia molecular do tumor gastrico varie
entre grupos étnicos (McCULLOCHet al., 1997; KIM et al., 2010; LIVINGSTONE, et al.,
1995).Fato este que justifica estudos locais/regionais acerca da fisiopatologia do cancer
nas distintas populagdes.

O tipo "intestinal", que € o mais comum,recebe essa denominacido devido
asimilaridadehistolégica com adenocarcinomas do trato intestinal € um subtipo menos
comum denominado "difuso".Esse tipo possuideficiéncia em termos de adesao celular
0 que impede a formagao de aspecto glandular (McCOLL et al.,2000).

Haenszel e colaboradores (1969) e Kamineni e colaboradores (1999) estudaram
a incidéncia desta doenga em imigrantes. Segundo seus estudos, as primeiras
geragdes de imigrantes que vieram de paises de alta incidéncia de cancer gastricopara
paises de baixa incidéncia, mantiveram o risco aumentado de adquirir a doenga igual
ao pais de sua origem. Entretanto, esse risco, bem como a incidéncia de
cancergastrico, diminuiu em geragdessubsequentes, demonstrando que fatores
ambientais e estilo de vida desempenham um papel crucial na carcinogénese do
cancergastrico, demonstrando desta forma que a etiologia é multifatorial. Este conjunto
de informagdes reforca a ideia da importancia em se analisar tal fator pode conduzir ao

perfil do adenocarcinoma em populagdes distintas, com idade ou sexo distintos.

2.2 Fatores de Risco para Carcinoma Gastrico

Pode-se dizer que os fatores de risco mais comuns para o carcinoma gastrico,
sdo: presenca da bactéria Helicobacterpylori, presenga de virus Epstein-Barr,
fatoressocioecondmicos, dieta, uso de tabaco e alcool, indice de massa corporea,

atividade fisica, fatores genéticos, hormonais, dentre outros. A analise retrospectiva de
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dados pode mostrar o perfil clinico-patolégico dos adenocarcinomas em regides

especificas e paises subdesenvolvidos (McCOLL et al.,2010)

2.21 O papel doHelicobacterpylori (H. Pylori) no cancer gastrico

O Helicobacterpylori (H. pylori) € uma bactéria gram-negativa que coloniza o
estomago e, em sua maioria, sua infeccado é assintomatica.Estima-se que mais de 50%
da populacdo adulta possui o H.pylori, mas menos de 1 % ira desenvolver
cancergastrico (HATAKEYAMA et al.,2009).Essa infecgdo é adquirida na infancia e se
mantém persistente até a fase adulta, se nao tratada com antibidticos.

Essa bactériaesta associada a gastrite cronica (gastrite crénica multifocal
atréfica), ulcera péptica, linfoma gastricode células B (associado a mucosa) e o
adenocarcinoma gastrico.Em 1994, a Agéncia Internacional de Pesquisas em
Cancer(lARC)relacionou a infecgdo pelo H.pylori como o fator carcinogénico nos
humanos baseado em sua associagdo com adenocarcinoma gastrico e Linfoma MALT
(IARC, 1994). Esses achados foram corroborados em 2009 pelo IARC
WorkingGroupontheEvaluationofCarcinogenicRiskstoHumansque  afirmou que a
infeccao pelo H.pylori € responsavel pela associagdoao cancergastrico distal.
Recentemente, estudos estimam que 75% dos tumores gastricos distais sdo atribuidos
ao H. pylori (MARTEL et al., 2004).

A bactéria H. pylorié geneticamente heterogénea, o que sugere uma falta de
clonalidade. Isso significa que cada individuo H. pylori-positivo carrega uma cepa
distinta de H.pylorilLEHOURS et al., 2004).Existem fatores de viruléncia codificados
por genes da bactéria H. pylori, que exercem diferentes tipos de agdes e estédo
associados a uma maior agressividade da bactéria. As principais s&o:CagA, VacA e
proteinas /adesinas da membrana externa da bactérica.

Com relagéo a proteina CagA, investigagdes chegaram a conclusdo que as cepas
mais virulentas da H. pyloritinham a capacidade de provocar altera¢gdes morfoldgicas,
vacuolizagao e degeneragdes sucessivas em cultura de células. Esta capacidade foi
relacionada a presenca de uma proteina com aproximadamente 140 kDa de massa,
nomeada CagA (de gene associado a citotoxina), altamente imunogénica e codificada
pelo gene CagApresente em mais da metade das cepas da H. pylori. Cepas CagA-
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positivas e induzem alta titulagdo de anticorpos anti-proteinaCagA. Pacientes
infectados por esta cepa desencadeiam uma maior resposta inflamatoria, com maior
risco de desenvolver um quadro sintomatico, seja ulcera, gastrite atréfica ou cancer
gastrico.

A ilha de patogenicidade Cagcodifica um sistema de secrecao tipo IV (T4SS)
que transporta as proteinas efetoras do CagA, como a proteina CagA e um
peptideoglicano (PGN), codificados na ilha, para as células hospedeiras (VIALA et al.,
2004). A presenca da proteina CagA esta associada ao aumento da inflamacéao,
promovendo a produgdo de interleucina-8 (IL-8) pela célula hospedeira, conforme
Figura 3. Dentro da célula hospedeira, a proteina CagA torna-se tirosina fosforilada no
sitio C-terminal EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) por cinases da familia Src. Cepas da H.
pylorique possuem mais motivos EPIYA tipo C, sitios de fosforilagdo importantes,
induzem efeitos mais pronunciados sobre células hospedeiras e estdo associados com
cancer gastrico (TALARICO et al., 2009), conforme Figura 2.

A proteina VacA, ou ‘“citotoxina vacuolizadora”, € um fator de viruléncia com
papel crucial na patogénese da H. pylori. Tem trés atividades celulares confirmadas:
vacuolizagao celular, apoptose e ativacao dos linfécitos T CD4 positivos e proliferagao.
Esta citotoxina foi descoberta como uma proteina secretada pela H. pylorique induz
uma enorme vacuolizagao citoplasmatica in vitro(RICCIl; ROMANO; BOQUE, 2011).As
lesbes nas células epiteliais gastricas sdo causadas pela proteina VacA, codificada
pelo gene VacA, que induz a vacuolizagdo da célula hospedeira. Existem dois tipos de
regides sinalizadoras (s1 e s2) e de regides médias (m1 e m2) que possuem diferentes
atividades vacuolizadoras. Cepas do gendtipo VacAs2 codificam um encurtamento do
peptideo N-terminal da proteina madura, bloqueando a atividade vacuolizadora,
enquanto cepas de gendtipo VacAs1 tém sido associadas a inflamagao gastrica grave e
ulcera duodenal com atividade citotdxica reforgada. Geralmente os gendtipos VacAs1 e
m1 produzem uma grande quantidade de toxina e induzem maior atividade
vacuolizadora no epitélio gastrico, enquanto os gendtipos s2 e m2 produzem pouca ou
nenhuma toxina. As cepas VacAs2-m2 sao raramente associadas com o
desenvolvimento da Uulcera péptica e cancer gastrico (SUGIMOTO; YAMAOKA,

2009).0Outra atividade exercida pela proteina VacA € a indugao a apoptose.
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As adesinas sao proteinas que mediam a adesdo da H. pyloriao epitélio
gastrointestinal, juntamente com algumas proteinas da membrana externa que também
sdo reconhecidas como fatores de viruléncia. As mais conhecidas sdo: BabA
(bloodgroupantigenbindingadhesin), OipA (outermembraneinflammatoryprotein), SabA
(sialicacidbindingadhesin), AlpA e AlpB (adherence-associatedlipoprotein) e Leb (HopZ.
Lewis b antigen).O gene BabAcodifica uma adesina que media a ligagdo com antigenos
Lewis b expressos em células epiteliais gastricas. A interacdo entre BabA e os
antigenos Lewis b é a interagcdo adesina-receptor melhor caracterizada. Sao varios os
mecanismos de regulagdo da expressdo do BabAtanto em nivel de transcrigdo como de
traducdo. A formagado de proteinas quiméricas (BabA / B ou BabB / A) parece
desempenhar um papel importante na regulacdo da tradugcdo. O “status” BabA-
positivofoi associado com a presenca de outros fatores de viruléncia, como o status
CagA-positivas e gendtipo VacAs1 (YAMAOKA, 2008), conforme Figura 2.

Figura 2: Patogenicidade do H.pylori (POLK & PEEK, 2010).
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Figura 3: Carcinogénese molecular do H.pylori no cancer gastrico (WADHWA et al.,

2013).
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2.3Fatores socioeconémicos

Paises em desenvolvimento tém maior incidéncia de cancergastrico quando
comparado a paises desenvolvidos.Tumores distaissdo mais observadosna populagao
de baixo nivelsocioecondmico e baixa renda. Ja os tumores da cardiaestdo mais
associados a paises em desenvolvimento (HEMMINKI et al., 2003).

A prevaléncia de H.pylori vem caindo em algumas populagdes como leste
europeu, América do Norte, Oceania e Japao(FERLAY et al.,2011). O risco de infecgao
com H.pyloriesta associado a baixo nivelsocioeconbmicoe regides com
sanitarismoprecario. Seu gradual desaparecimento foi descrito por Rothenbachene
colaboradores (1999) em populagdes em desenvolvimento econdémico, associados ao

uso de antibiéticos, além de melhor conservacao dos alimentos.
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2.4Fatores associados ao tabaco e alcool

Ladeiras e colaboradores(2008)realizaram uma meta analise de estudos
prospectivos demonstraram um risco de 1,62 (IC de 1,50 - 1,75)em homens e 1,20 (IC
de 1,01-1,43) em mulheres fumantes de desenvolverem céancer gastrico quando
comparados com nao fumantes.Além disso,outras metas analises tém demonstrado um
aumento do risco de cancergastrico devido aumento de numerode consumo de
cigarros/dia e a duragéo tabagismo (carga tabagica). Acredita-se que o tabaco funcione
com cofator no desenvolvimento do cancer gastrico e, aparentemente, o tabagismo e
H.pylorisdosinérgicos (LADEIRAS et al., 2008).

Com relacao ao alcool, possivelmente existe uma correlagdo entre o0 consumo
de alcool e o risco de cancergastrico. Entretanto, embora a grande maioria dos estudos
prospectivos esse risco relativo nao foi substancialmente elevado. Alguns estudos que
fazem distingdo da topografia tém demonstrado estreita correlagdo com alcool (IARC,
2010; TRAMACERE et al., 2012).

2.5Fatores associados a dieta

Estudos epidemioldgicos doWorld CancerResearch Fund. Food (2007) tém
relatado que consumo de frutas e vegetais pode ser inversamente associado ao risco
de cancer de esbfago e estdbmago. Estudos demonstraram uma diminuigdo no
desenvolvimento de adenocarcinoma de eséfago com o consumo regular de frutas,
legumes e verduras (THRIFT et al.,, 2012). No entanto,existe uma limitagdo para
correlacionar a dieta com o desenvolvimento dos canceres, visto que existem outros
fatores que podem estar associados (fatores socioambientais, entre outros) (MAYNE et
al., 2001).

A ingestdo de carne e proteina animais tem sido correlacionada com o aumento
do risco de desenvolvimento de adenocarcinoma gastresofagico(NAVARRO-SILVEIRA
et al., 2008). Entretanto, estes resultados ainda sdo muito controversos, visto que
outros estudos ndo encontraram tal associagdo com adenocarcinoma, mas sim com
carcinoma epidermoide de esdfago (KESZEI et al., 2012).

A ingestdo de nitritos e alimentos salgados em paises asiaticos também tém

sido relacionados com adenocarcionomas gastricos distais (World
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CancerResearchFund, 2007). Ha também evidéncias de uma associacgao inversa entre
a ingestéo de fibras dietéticas e o risco da adenocarcinoma gastresofagico (BROWNet
al., 1995).A avaliacdo de comportamentos alimentares € complexa, ja que a ingestao
de frutas e vegetais esta associada tanto positiva como negativamente (GORDON et
al., 1984). Além disso, comportamentos alimentares se correlacionam com outros

comportamentos de saude e fatores demograficos.

2.6 Fatores associados ao virus Epstein-Barr

A presenca do virusEpstein-Barr (EBV) tem sido encontrado em 5 % a 16% dos
casos de cancergastrico, indicando que possa ter um papel na etiopatogenese
(MURPHY et al., 2009). Esta presente tanto em tumores da cardia quanto do corpo
gastrico, e € mais frequente em homens do que em mulheres. Esta presente em torno
de 90% dos linfoepiteliomasgastricos (carcinoma com estroma linfoide) (MURPHY et
al., 2009).

2.7 Fatores associados ao hospedeiro: Polimorfismo Génico

Camargo e colaboradores em 2006, Loh e colaboradores em 2009 e Persson e
colaboradores em 2011 demonstraram a associagdo entre risco de céancer e
polimorfismo de genes ligados a resposta inflamatéria.Evidenciaram que
algumasinterleucinastém sido relacionadas como IL1B, IL1RN, IL10 e TNF. Algumas
delas s&o supressoras da secrecao acida facilitando a colonizagao bacteriana no corpo
gastrico. O alelo IL1B-511T é um fator de risco para adenocarcinoma gastrico.

Ainda ligado ao polimorfismo génico,Langman (1988) sugeriu pela primeira vez
em estudo de grupos sanguineos e determinantes da gastrite crbénica, a associagao
cancer gastrico e tipo sanguineo. Individuos de sangue do grupo A tem risco
aumentado ao longo do tempo de desenvolvimento de cancer gastrico do que aqueles
do grupo de O, B ou AB(EDGREN et. al.,2010). Eles mostraram também um aumento
similar da taxa de anemia perniciosa. Alguns dados sugerem que o grupo A pode ser
particularmente associada com o tipo difuso de cancer gastrico. E possivel que as
associagoes observadas ndo sejamdevidas aos antigenos dos grupos sanguineos

especificos, mas aos genes estreitamente associados a ele (EDGREN et. al.,2010).
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2.8 Fatores associados ao indice de massa corpoérea e atividade fisica

Lukanova e colaboradores (2006) descreverama associagao entre obesidade e
cancer. Yang e colaboradores (2009) publicaramestudos que demonstraram o aumento
do risco relativo de tumores de cardia da ordem de 1,4(95%, IC de 1,16-1,68) para
sobrepeso (IMC 25-30) e para obesidade (IMC >30) risco 2,06 (95%, IC de 1,63- 2,61).
Esse risco n&o foi observado em tumores distais. A atividade fisica tem sido associada
a uma diminuicdo do risco de tumores distais. Sjodahl e colaboradores (2008) e
Leitzmanne colaboradores (2009) descreveram estudos sobre o fator protetor da

atividade fisica para o desenvolvimento docancergastrico.

2.9Fatores associados a genética familiar

Em torno de 3 % dos adenocarcinomas de estomago saoresultado de heranga
genética (sindrome predisponentes) (FITZGERALD et al., 2010) e sdo denominados de
canceres gastricos difusoshereditarios.

Aidentificagdoda mutacdo do geneinativador da E-caderina (CDH1) em uma
familia da Nova Zelandia foi um fator importante para o entendimento da patogénese
desses tumores hereditarios. Familias com cancergastricohereditario carregam uma
forma anormal de E-caderina, o que confere um risco de desenvolvimento de
cancergastrico de 80% durante a vida.A E-caderina, codificada pelo gene CDH1, tem
papel critico no estabelecimento e manutengdo da adesao intracelular, polaridade
celular e arquitetura tecidual. O polimorfismo no promotor do CDH1 na posi¢ao -160
leva a baixa regulagao da transcricao do gene in vitro e foi demonstrado que o alelo A
diminui a eficiéncia em 68% comparado ao alelo C.Mutagbes germinativas do gene
CDH1 resultam na inativagdo da E-caderina(LU etal.,2005). Pacientes portadores
dessa mutagcdo CDH1 devem passar por um aconselhamento genético e discutir a
indicagdo da gastrectomia profilatica (GUILDFORD et al.,, 1998). Outras
sindromeshereditariaspodem predispor ao aparecimento de cancergastrico como a

Sindrome de Lynch (risco de desenvolvimento de cancergastrico em torno de 10%).

210 Outros fatores associados ao cancer gastrico
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As lesdes pré-malignas sdo fatores de risco para adenocarcinoma gastricodo
tipo intestinal. A anemia perniciosa consiste em uma doenga auto-imune caracterizada
pela atrofia da mucosa gastrica (Gastrite atrofica Tipo A), que gera uma hipocloridria ou
acloridriagastrica. Esse aumento do pH gastrico propicia a proliferacdo bacteriana em
especial do H pylori. Essa alteracdo do meio gastrico leva a um acumulo de
nitrosaminas que €& gentoxico, conferindo assim um risco aumentado para
cancergastrico, com incidéncia similar a gastrite atrofica causada pelo H.pylori (gastrite
atrofica tipo B) (GENTA et al.,1995).

A metaplasia Intestinal (Displasia) de alto grau, tem forte associagdo com
cancergastrico, conforme estudos de espécimes de gastrectomia de
cancergastrico.Diferentemente do tipo intestinal, no subtipo difuso n&o existe definido
claramente a existéncia de lesdes precursoras do cancer propriamente dito (CORREIA
et al., 2010).

A cirurgia gastrica prévia também tem sido associada ao cancer gastrico.
Geralmente, realizada por doengas benignas (ulcera péptica), ndosabe ao certo se o
remanescentegastrico por si juntamente com H.pylori e refluxo biliar sdo a causa desse
aumento da incidéncia ou se uma infecgaocrénica pelo H.pylori com cepas mais
agressivas, segundo estudos Leivonen et al.(1997) e Mezhir et al(2011).

A radiagado ionizante também esta relacionada. O maior estudo longitudinal
realizado incluia sobreviventes da bomba atébmica Hiroshima e Nagasaki, que foram
acompanhados de 1980 a 1999. As pessoas que receberam 1.6Gy de radiagao,
apresentaram um risco relativo de 1,71(95%, IC 1,27-2,30) P=0,009 (SAUVAGET et al.,
2005).

2.11 Fatores Hormonais

Taxas de incidéncia de cancer gastrico sdo consistentemente menor em
mulheres do que os homens, tanto em regides de alto ou baixo risco em todo 0 mundo.
Ha dados que suportam a hipotese de que os hormdnios reprodutivos podem ter um
papel protetor no risco de cancer gastrico em mulheres(DUELL et al.,2010).Freedman e
colaboradores (2007)evidenciaram a associagao entre idade da menopausa e anos de

fertilidade com céancer gastrico (participantes do estudo com menos de 30 anos de
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fertilidade estavam em risco aumentado em comparagcédo com aqueles com de 30 a 36

anos de fertilidade).

2.12 Historia Natural e Prognéstico do Cancer Gastrico

Estudos tem demonstrado que, sem tratamento, 63% dos pacientes com cancer
gastrico precoce (CGP) irdo evoluir para a doenga estagio avangado dentro de cinco
anos (6 a 88 meses) (TSUKUMA et. al.,2000). CGP pode apresentar um crescimento,
com tempo de duplicacdo da ordem de varios anos, em comparagao com carcinoma
avancado em que o tempo de duplicagcdo pode ser menor que um ano, conforme
descrito por Tsukuma e colaboradores em 2000.

A taxa de sobrevida global em cinco anos para o CGP na maioria das séries da
era moderna é superior a 90%, sendo quase 100% dos tumores de mucosa e 80 a
90%dos tumores submucosos (OKADA et al.,2012). A taxa de recorréncia apos a
cirurgia € de aproximadamente 2 a 5% em estudos Coreanos e Japoneses,
respectivamente(YOUN et. al., 2010; HIKI et. al.,1995) e de 5 a 15% em estudos dos
centros ocidentais. Estas taxas de recorréncia variaveis refletem parcialmente as
diferencas de como esses pacientes sdo acompanhados e tratados, mas também pode
ser devido a diferengas no diagnostico patolégico de malignidade.

A literatura sugere que no CGP até 10% de tumores restritos a mucosa, podem
ter metastase nodal, enquanto que 20-30% dos tumores submucosos terdo metastases
linfonodais (TAJIMA et. al.,2010).A importancia prognostica do comprometimento de
linfonodos em CGP foi ilustrado em diversos estudos de pacientes que foram
submetidos a gastrectomia(TORIl et. al.,1994). Em um estudo coreano Kim e
colaboradores (1995) descreveram que a sobrevida a longo prazo era de 95% em
pacientes sem envolvimento linfonodal, 88% naqueles com um a trés ganglios
envolvidos e 77%em pacientes com mais de trés ganglios envolvidos(KIM et. al.,1995).
Resultados similares foram observados também em outros estudos. Um grande estudo
multicéntrico italiano retrospectivo com pacientes com CGP (ROVIELLO et al., 2006)
relatou sobrevida a longo prazo apds ressecgao cirurgica de 92, 82, 73 e 27% para os
pacientes com 0, 1 a 3, 4 a 6, e > 6 linfonodos positivos, respectivamente. A

recorréncia durante o seguimento foi muito menor do que naqueles sem envolvimento
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nodal (1,8 contra 9,5%).Como em outros estudos, o risco de metastase linfonodal

aumentou significativamente quanto maior foi a invasao tumoral(TORII et. al.,1994).

2.13 Tratamento

A cirurgia pode ser necessaria como um componente da avaliagcdo do
estadiamento do cancer gastrico, para o tratamento potencialmente curativo da doencga
localizada, ou para tratamento paliativo em casos de doenga avangada. Erradicagao
cirargica completa do tumor gastrico com resseccdo dos linfonodos adjacentes
representa a melhor chance de sobrevivéncia a longo prazo. A menos que haja
evidéncia inequivoca de doenca disseminada, invasao vascular importante, ou outras
contraindicagdes para a cirurgia, a exploragdo abdominal com ressec¢ao de intengéao
curativa deve ser realizada ou uma abordagem neoadjuvante deve ser considerada.
Tratamento adjuvante complementar deve ser indicado a depender do estadiamento
final e fatores patolégicos adversos associados, podendo ser quimioterapico exclusivo
ou em associacao com radioterapia. Na doenga avancada o tratamento € paliativo, com
melhora dos sintomas e aumento de sobrevida com melhora da qualidade de vida,
sendo restrito basicamente a quimioterapia associada ou ndao agentes biologicos(KIM
et. al., 2010).

Varios farmacos sao ativos no cancer gastrico podendo ser administrados em
monoterapia ou poliquimioterapia a depender do perfil clinico do paciente. A grande
maioria dos estudos aprovaram protocolos baseados em antraciclinas, taxanos,
fluoropirimidinas, platinas e inibidores da topoisomerase |, esses podem ou nado estar
associados a agentes bioldégicos como trastuzumabe (adenocarcinoma que sao HER2
positivos) ou mais recentemente aprovado ramucirumabe (antiangiogénico) (KIM et
al.,2010).

2.14 Aspectos moleculares do cancer gastrico

A carcinogenese do cancergastrico € complexa e ndao é completamente
entendida. Nesse processo, como em todos os tipos de tumores, o sistema imunoldgico

desenvolve papel crucial no que tange a identificagdo da célula maligna como nao
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prépria (non-self) e destruicdo da mesma por via apoptética. O nao funcionamento
desse sistema tem sido amplamente discutido em varios tipos de neoplasias, em umas
mais evidentes que outras. E sabido que a atividade imune representada por varios
tipos celulares e mediadores inflamatérios peri-tumorais conferema neoplasia um
prognostico melhor ou ndo. Recentemente Loie colaboradores (2014) descreveram que
a quantidade de infiltrado de linfocitos T em cancer de mama conferiu fator prognostico

e fator preditivo de resposta ao uso do anticorpo trastuzumabe.

2.15 O papel do microambiente tumoral e a patogénese do cancer gastrico

O microambiente tumoral (tumoral microenviroment- TME) tem sido alvo de
estudos ha algum tempo por ter um papel importante na iniciagdo e progressao de
tumores (BALKWILL et al.,2001; HUSSAINet al., 2007). Esse microambiente
podedeterminar o comportamento dotumor ndo s6 através da maquinaria genética ou
epigenética das células tumorais, mas também através do meio circundante das células
tumorais. Sendo assim, pode influenciar o crescimento, a proliferacéo e a metastase. O
TME é composto de muitostipos diferentes de células, como células endoteliais,
fibroblastos, linfécitos e macréfagos. E também constituido por diversas
moléculassoluveis, tais como varios fatores de crescimento,citocinas, quimiocinas,
anticorpos, proteases, varios tipos de enzimas, e metabolitos, assim como a matriz
extracelular(WITZ et al., 2006). A progressédo tumoral esta associada aosestados de
hipoxia e acidose o que influenciam intimamente o TME (WITZ et al., 2008).

As interagdes entre as ceélulas tumorais e do estroma tecidual podem produzir
um microambiente Unico que pode influenciar profundamente o processo de
progressao do tumor (BINGLEet al.,2002). Macrofagos associados a tumores, sdo um
dos principais componentes do estroma e tem algumas fung¢des relacionadas as
neoplasias (NEUMARK et. al.,, 2003). Macréfagos associados a tumores podem
produzir uma série de fatores angiogénicos, citocinas, e proteases, as quais podem
influenciara progresséo neoplasica (LEWIS et. al.,1995). A maioria dos estudos tém
indicado que a infiltragcdo de macréfagos associados a tumores tem um efeito negativo
sobre a sobrevida de pacientes, e que existe uma correlagdo significativa entre a

infiltracdo de macrofagos associados a tumores e a densidade de vasos do tumor em
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diversos tipos de tumores, incluindo melanoma, glioma, mama, pulméo, préstata e
carcinoma cervical. Também tem sido relatado que os macrofagos associados a
tumores podem provocar reagdes destrutivas por promover a ativagdo deinterleucina
IL-2, IL-12 e IFN-Gama (CROWTHER et.al.,2001)

Devido ao grande numero de quimiocinas e fatores de crescimento produzidos
por tumores humanos e do largo espectro de fungdes bioldgicas, os papéis precisos de
citocinas especificas no desenvolvimento e progressdo tumoral permanecem
incertos.Os macrofagos recrutados para o estroma do tumor sdo chamados de TAM
(macrofagos tumorais ativados). O papel do TAM na progressao tumoral € complexo e
muito abrangente. Embora os macréfagos ativados possuam atividade antitumoral, tem
sido relatado um mecanismo de escape desta atividade(ALLAVENA et al., 2012).
Comoefeito, a remogao de macrofagos por mutagcdo genética reduz a progressao
tumoral e metastase.TAM sao recrutados de mondcitos circulantes em resposta a
quimiocinas teciduais a interagir com as células tumorais para compensar o estroma do
cancer. Infiltragdo de macrofagos no tecido tumoral correlaciona-se significativamente
com a vascularizagao do tumor no cancer de es6fago humano e cancer gastrico (OHTA
et. al.,2002). Ha uma associagdo direta entre o grau de infiltracdo do TAM e
profundidade de invasdo do tumor, estado nodal e estagio clinico do cancer gastrico
(OHTA et. al.,2003). O recrutamento demacrofagos € mediado por uma variedade de
quimiocinas, tais como:proteina derivada de mondécito-1 (MCP-1/CCL2), proteina
inflamatdria derivada de macrofagos-1a (MIP-1a/CCL3) e ativagdo de células T
normais expressa e secretada (RANTES/CCLS5)(OHTA et. al.,2003).

A MCP-1 é um membro da familia de quimiocina. Influencia mondcitos, células
NK, basdfilos e os linfocitos T, todos os quais expressam receptores de quimiocinas,
preferencialmente do tipo 2 (CCR2). A expressao de MCP-1 foi avaliada em varios
tipos de tipos de tumores, incluindo melanoma,glioma, sarcoma, leucemia,
hemangioma, mama, cervical, ovario e carcinoma esofagico. O papel de MCP-1 no
desenvolvimento e progressdo tumoral também é controverso.A expressao de MCP-1
exdgeno por células de adenocarcinoma de célon emmurinos aumenta a ocorréncia de

metastases pulmonares, aumentando a neovascularizagdo (NAKASHIMA et. al.,1995).
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Em contraste, a expressdo de MCP-1 por células de ovario de hamster chinés suprimiu
completamente a sua capacidade de formar tumores em ratos (ROLLINS et. al.,1991).
Em um estudo clinico, a proteina MCP-1 de células de carcinoma gastrico esta
associada de forma significativa com a infiltragcdo de macréfagos e densidade dos
vasos do tumor (OHTA et. al.,2003). Nesse estudo,Ohta e colaboradores (2003),
avaliaram a infiltragdo de macrofagos e a expressdao de MCP-1 em carcinomas
gastricos, evidenciando que havia um aumento na expressao de MCP-1 que
correlacionava diretamente com a invasao tumoral T1, T2, T3 e T4, bem como maior
densidade de microvasos e macréfagos. Também observaram maior expressao de

MCP-1 no cancer gastrico quando comparado ao controle (mucosa normal).

2.15.1 O papel dos linfécitos no microambiente tumoral

As células T reguladoras (Tregs) sdo funcionalmente um subgrupo de células
Timuno-supressoraque desempenham um papel importante na auto-tolerancia
imunolégica (JONULEIT et. al.,2011). Tregs s&o definidos mais estritamente como
células CD4+ CD25+ Foxp3+. A frequéncia de Tregsem infiltrado tumoral linfocitario
(TILs)e sangue periféricos € maior no cancer gastrico em comparagao com os tecidos
normais (BEYER et. al.,2006). Além disso, os pacientes com uma propor¢ao mais
elevada de Tregs demonstraram menor sobrevida do que aqueles com uma proporgao
menor.

Curiosamente, depois que os pacientes foram submetidos a ressecgao curativa
para cancer gastrico, a propor¢cdo de Tregs diminuiu e foi restaurado para niveis
comparaveis aos de pessoas saudaveis segundo Kono e colaboradores (2006). Estes
resultados sugerem fortemente que os fatores relacionados ao tumor induzem a
expansao ea acumulagédo de Tregs no cancer gastrico. Além disso, a frequéncia das
células CCL17+ e CCL22+, que induzem in vitroa migragao de Tregs para dentro dos
tumores, foram significativamente maiores do que os da mucosa gastrica normal (LIN
et. al., 2006; VAGENAS et al.,2007).

2.15.2 O papel dos mastécitos no microambiente tumoral

Os mastdcitos sao originarios da medula 6ssea e do baco, provenientes de
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células CD34+ pluripotentes e se diferenciam ao longo da via mieldide. Sua migragéo é
dirigida por sinais para fora da circulagdo para tecidos especificos. Nestes locais, os
mastdcitos ainda passam por processo de maturagdo podendo se diferenciar (ALIC et
al., 2001).

Mastocitos humanos s&o predominantemente encontrados em tecidos que
formam uma interface entre o hospedeiro eo ambiente externo, tal como a pele,
mucosa gastrointestinal e trato respiratério. Os mastocitos também estéo localizados
ao redor dos vasos sanguineos e, muitas vezes perto do trajeto de nervos.Os
mastdcitos sdo células mononucleares redondas que contém numerosos granulos
citoplasmaticos metacromaticos que variam em tamanho de 0,3 a 0,8 micrémetros. Por
estarem proximos aos vasos sanguineos, suas ag¢des podem influenciar o
funcionamento vascular e alterar a homeostase sanguinea (altera¢des inflamatérias e
infecciosas). Além disso, podem distribuirmediadores,que séo liberadosem resposta a
um estimulo especifico (KUNDER et. al., 2011).

Os mediadores derivados dos mastocitos sdo de trés tipos basicos: (I)
mediadores pré-formados armazenados em granulos de secre¢ao, os quais podem ser
liberados para o ambiente extracelular, dentro de segundos, apds a ativagao de
mastocitos, (Il) os mediadores lipidicos sintetizados “de novo”, e (lll) citocinas e
quimiocinas. Os mediadores pré-formados sao responsaveis pelos sintomas agudos
mediados pelos mastocitos em reagdes alérgicas (CASTELLS et. al.,2006). Estes
mediadores estdo armazenados em granulos citoplasmaticos. Dentre eles, podemos
citar: a histamina, as proteases neutras,proteoglicanos de heparina e citocinas, tais
como TNF-a.

A histamina pode produzir efeitos fisiolégicos potentes e as suas agdes sao
mediadas através de receptores especificos localizados nas células alvo que
expressam os receptores H1, H2, H3 e H4 (REPKA-RAMIREZ et. al.,2003). As
acdesdos receptores H1 incluem: (I) aumento da permeabilidade vascular e brénquica,
(I1) contragdo da musculatura lisa intestinal,(lll) aumento da produgdo de muco nasal,
(IV) aumento da frequéncia cardiaca e do débito cardiaco,(V) rubor, (VI) quimiotaxia de

eosinofilos e células T.
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As acdes mediadas pelos receptores H2, incluem: aumento da secreg¢dao de
acido gastrico e produgdo de muco pelas vias respiratorias. Além disso, promove
também, ao mesmo tempo, a inibigdo do influxo de neutrdéfilos e eosindfilos teciduais.

Os receptores H3 estdo no cérebro e os receptores H4 atuam como agentes
quimiotaticos para mastocitos derivados da medula 6ssea emodulam de fluxo de calcio
(MARSHALL et. al.,2004). A histamina e outros mediadores derivados de mastdcitos
tém sido intensamente estudados no que diz respeito as suas agodes fisiologicas e
patogénicas.O crescimento de mastdcitos € influenciado principalmente pelo fator de
células tronco, que é produzido peloestroma,pelas células endoteliais e fibroblastos
(ANDERSON et. al.,1990). O receptor de superficie para as células tronco € a tirosina-
quinase do receptor de c-kit (CD117), que € expressa por estas células, e esta
presentena diferenciacao mieldide. O CD117 é um marcador precoce de precursores
de mastdcitos e € expressado durante todo seu processo de maturagédo (BOYCE et.
al.,2004). O fator de célula tronco participa em cada fase de crescimento e de
diferenciacdo dos mastdcitos, incluindo a diferenciacao, a proliferagao, a quimiotaxia,a
adeséo e a sobrevivéncia(GURISH et. al.,2006).

Este ambiente também cria uma barreira supressiva para respostas imunitarias
(eficazes contra tumores) e €, por conseguinte, um alvo para a imunoterapia do cancer.
Mastocitos (MC) acumulados no microambiente tumoral podem estar associados a um
mau prognostico em cénceres agressivos. No entanto, altas densidades de células T
efetoras intratumorais estdo associados a um prognostico favoravel (DALTON et.
al.,2012). A relagdo dos mastdcitos em canceres parece diversificada e ainda n&do bem
compreendida. Existem evidéncias que aangiogénese podeinfluénciaros mastocitos
tumorais facilitando a invasdao tumoral e contribuindo para um microambiente de
supressao imunolégica(DALTON et. al.,2012).

Nos seres humanos, tem sido descritos dois subtipos especificos de mastécitos,
um tipo contém triptase e quimase (mastoécitos CT), enquanto que o outro tipo contém
apenas triptase (mastocito célula T). A expresséao fenotipica dos mastdcitos néo parece
ser fixa, o que significa que os mastocitos das células T podem evoluir para os
mastdcitos CT. Esta mudancga fenotipica, pode estimular os fatores de crescimento de

células no microambiente(GALLI et. al.,2005). A ativagdo de mastdcitos (degranulagao
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e secregao de mediadores armazenados em granulos pré-formados), pode ser
desencadeada pela IgE, antigeno,toxinas,citocinas,horménios e
neuropeptidios(KOBAYASHI et. al.,2000).

Os mastdcitos, juntamente com linfocitos T produzem varias citocinas, como a
IL-4. Estas citocinas s&o expressas por células ndo hematopoiéticas, incluindo células
de carcinoma da mama(KOBAYASHI et. al.,2000).

Os mastécitos também secretam o TNF-a, que também pode induzir a morte de
células tumoraise induzir a infiltragdo de leucdcitos.Estes resultados sugerem que a
interagao entre o fator de crescimento de células tronco e seu receptor representa um
potencial alvo terapéutico para regular os numeros e atividade funcional dos
mastaocitos.

Os tumores podem alterar surpreendentemente as células T por deprimir a
resposta imune, um processo interessante que pode ser mediado através de
mastdcitos,uma vez que os ultimos séo intermediarios necessarios em tolerancia de
células T reguladoras conforme Lu e colaboradores (2006). Os mastdcitos e
macrofagos séo ricos em metaloproteases que contribuem com a maior parte dos
componentes proteoliticos necessarios para invasao tumoral (GALLI et. al.,2005). Os
mastdcitos podem perturbar a comunicagdo normal do estroma epitelial, como foi
mostrado pela degradacéo da matriz em locais de invasdo do tumor mamario em ratos
com adenocarcinoma (BEYER et al.,2006).

Os mastécitos também podem gerar e secretar IL-8, que pode atuar como um
fator angiogénico, bem como um fator quimiotactico de células de tumor e mitogénico
de tumor (MOLLERet al.,1996). De fato, a inibicdo de IL-8 através da utilizagdo de
anticorpos neutralizantes reduz a progressao do carcinoma do pulméo de células nao
pequenas, em ratos (BREW et. al.,2000). A IL-1, uma citocina gerada pelos
macrofagos, podem induzir seletivamente a secrecado de IL- 6 a partir de mastocitos
humanos cultivados sem degranulagédo através de pequenas vesiculas (KANDERE-
GRZYBOWSKA et. al., 2003). A IL-1 pode estimular a secregao de VEGF, assim como
promover a angiogénese e o crescimento de tumores (SALVEN et. al.,2002). Os
mastocitos também secretam VEGF.O aumento da densidade de mastdcitos

correlaciona com o aumento da expressao de VEGF e revela um mau prognéstico em
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carcinoma nao pequenas células de pulmé&o. Além disso, o aumento de VEGF (células

tumorais)e a expressdao VEGFR-3 (microvasos) € um fator prognostico negativo

independente em pacientes com adenocarcinoma de pulmao (GRUTKAU et al., 1998).
O acumulo de mastdcitos tumorais pode ser benéfico ou prejudicial para o

crescimento do tumor (Tabela 4).

Tabela 4: Mediadores mastocitarios e efeitos fisiopatoldgicos (adaptado de Conti et al.,
2007).

Mediadores Efeitos fisiopatolégicos majoritarios
Efeitos Histamina Vasodilatagéo, angiogénese e mitogénese.
positivos Quimiocinas Quimioatragdo dos mastdcitos
para o cancer Enzimas quinase Dano tecidual
Enzima quinogenase Sintese de agentes vasodilatadores
Enzima triptase Dano tecidual e metastase
Fatores de crescimento Crescimento tumoral
Proteoglicanas (heparina) Angiogénese
Fatores Quimiocinas Quimioatracao de leucdcitos
negativos Proteoglicanas (sulfato de Prevencédo de metastase

para o cancer condroitina)
Citocinas (IL, TNF, INF) Inflamacao e morte celular do tumor

Produtos do acido araquidénico Neurotransmissao, quimiotaxia e resposta inflamatéria.

Os mastocitos podem ser recrutados para os locais de crescimento do tumor por
peptideos derivados de tumores. Acumulo de mastdcitos também pode ser devido a
atividade quimiotatica induzida pela RANTES ou MCP-1. Além disso, a histamina pode
induzir a proliferacédo de células tumorais através de receptores de H1 e suprimir o
sistema imunitario através de receptores de H2 (THEOHARIDES et al., 2006). Os
receptores H1 e H2 estdo presentes em carcinomas humanos. Camundongos com
diminuicdo de mastocitos apresentam uma diminuicdo da taxa de angiogénese
tumoral.Mastdcitos (mediadores celulares) também podem promover metastases
cerebrais porque eles regulam a permeabilidade da barreira hematoencefalica
(THEOHARIDES et al., 2007).
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Também foi demonstrado que o estresse agudo aumentaa permeabilidade da
barreira hematoencefalicanuma via dependente de mastocitos (ESPOSITO et al.,
2002). Vale ressaltar que, o estresseagudo pode induzir o aumento de metastases de
cancer de mama e outros tumores.

A secrecéao de citocinas e outras moléculas a partir de mastécitos podem ocorrer
sem a sua degranulagdo.lsto foi denominado de "liberagdo diferencial", "ativagao
intragranular" ou "degranulagdo fragmentada" (THEOHARIDES et al., 2007). Por
exemplo, a IL-6 pode ser liberado sem histamina. Em certas doencgas (por exemplo,
esclerodermia e cistite intersticial),os mastécitos podem liberar quase todo o seu
conteudo de granulos (sem degranulagao), ao ponto de ndo poderem ser reconhecidos
por microscopia de luz (mastécitos fantasmas)(THEOHARIDES et al., 2007). Infiltrados
tumorais de fibroblastos e macrofagos também sao importantes nesse processo.

O numero de mastécitos pode aumentar em locais de cancer e dos ganglios
linfaticos associados, devido a sua participagao na rejeigdo do tumor. Paradoxalmente,
esta migracao pode ser diminuida ou bloqueada por fatores derivados do proprio tumor
(DALTON et al., 2012).

Dentro desta fisiopatologia antagbnica, os mastocitos perivasculares em
adenocarcinomas podem secretar diversas citocinas e enzimas proteoliticas, que
podem ser prejudiciais para as ceélulas tumorais, bem como compostos tais como a
heparina, a qual tem tanto papel anticoagulante, quanto propriedades angiogénicas
(DALTON et al., 2012).

A triptase de mastocitos pode estimular receptores ativados por protease (PAR -
1 e -2), que também sdo ativados pela trombina e tripsina (ALIC et al., 2001).
Protamina, que se liga avidamente a heparina e neutraliza suas propriedades
anticoagulantes, pode induzir trombose seletiva de vasos sanguineos dentro do tumor.

Vasos tumorais sdo reconhecidos como dinadmicos, tanto em termos de
formacédo de novos vasos por angiogénese quanto em termos de remodelagdo dos
vasos existentes. Os mastocitos foram também implicados no processo angiogénico
por causa da relagdo temporal entre o aparecimento do tumor e o crescimento interno
de vasos, assim como a observagao de que a angiogénese do tumor é retardado em

animais deficientes em células mastocitarias (COUSSENS et.
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al.,1999).Degranulagdode mastdocitos acumula-se dentro e em torno dos tumores
humanos sodlidos. Apesar dos enormes esforgos que visam elucidar os determinantes
moleculares da angiogénese, pouco se sabe sobre a natureza do leito vascular em
tumores humanos. Quase todos os estudos que avaliaram a troca das células
endoteliais em tumores, foram realizados em modelos experimentais de animais com
tumores de crescimento rapido, que possuem uma cinética de crescimento muito
diferente da cinética de crescimento de tumores humanos (CROWTHER et al,
2001).0s métodos para estudar as relagdes e interagcdes entre mastocitos e outras
células do estroma se concentraram principalmente sobre o seu comportamento em
meios de cultura. Os estudos in vitro séo sistemas experimentais inadequados através
da qual se abordam as principais caracteristicas de invasdo tumoral e reagédo do
hospedeiro. A microscopia electronica fornece um método preciso, ndo apenas para
identificar os mastécitos que degranulam, mas também para o estudo da interagdo de
células de tumores humanos (RIBATTI et al.,2010)

2.15.3 Mastécitos e o cancer gastrico

Sabe-se que as Ulceras gastricas em seres humanos causam um risco
aumentado de neoplasia gastrica. Em um estudo desenhado para avaliar o efeito da
densidade de mastécitos no tratamento de Ulceras gastricas e cancer. Mukherjee e
colaboradores (2009) estudaram a densidade de mastocito celular (MCD) em pacientes
com Ulceras gastricas,neoplasias bem diferenciadas e pouco diferenciadas
(MUKHERJEE et al., 2009). Concluiu-se que o acumulo de mastocitos em ulceras
gastricas € uma resposta inflamatoria. O MCD estava aumentado em canceres bem
diferenciados, os autores discutem que esse achado, pode estar relacionadocom a
resposta imune tumoral, facilitandoa angiogénese tumoral e produzido fatores para a
progressao do tumor. No grupo de tumores mal diferenciados, a resposta antitumoral
mediada por mastocitos estava ausente, sem nenhuma explicacéo clara (MUKHERJEE
et al., 2009).

Ribatti e colaboradores (2010) estudaram o papel dos mastocitos na
angiogénese do cancer gastrico em uma tentativa de esclarecer o seu papel. A

correlacao entre a densidade microvascular e triptase positiva de células mastocitarias,
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com o tipo histopatolégico no cancer gastrico, foi utilizada como substrato estudo. Os
espécimes de adenocarcinomas gastricos foram obtidos de 30 pacientes que tinham
gastrectomias curativas (RIBATTI et al., 2010). O carcinoma gastrico no estagio 1V teve
um maior grau de vascularizagdo quando comparado a estagios mais precoces da
doenca (I, Il e lll). Sendo assim, o numero de mastdcitos foi aumentando quanto maior
o grau de angiogénese(RIBATTI et al., 2010).Desta forma, a compreensao sobre os
mecanismos que envolvem mastécitos e angiogénese podem contribuir para o
desenvolvimento de uma terapia anti-angiogenica.

Outras aspectos da interagdo mastocitos / neoplasia tem sido descrito em
outras neoplasias. Sinnomon e colaboradores (2008) demonstraramo papel dos
mastdcitos na carcinogénese intestinal e demonstraram que camundongos deficientes
de mastdcitos desenvolveram tumores mais malignos do que benignos (SINNOMON et
al., 2008). Eles foram capazes de mostrar que estas células agem como reguladores
das células inflamatérias, o que proporcionou um papel protetor, antitumoral de
mastocitos na tumorigénese fase intestinal precoce (SINNOMON et al., 2008).

Dentro deste contexto, a interagdo entre os mastécitos e o cancer gastrico tem
sido muito estudada e também pouco compreendida. Desta forma, estudos sobre
analises histomorfologicas,imuno-histoquimicas e moleculares podem contribuir para

elucidar estas questdes.

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise retrospectiva do perfil
epidemiolégico e anatomopatoldgico de pacientes com cancer gastrico em um hospital

de Goiania, bem como avaliar a densidade de mastdcitos.

3.2 Objetivos especificos
- Investigar o perfil epidemiologico e anatomopatolégico de pacientes com cancer
gastrico considerando género, idade, topografia do estdbmago, grau de diferenciagao,

tipo histologico, sitio de metastase e cirurgias paliativas realizadas;
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- Avaliacdo da densidade de mastécitos no microambiente tumoral versus o tecido

circunvizinho ao tumor (area fora da regido com citologia oncética positiva).

4 Materiais e Métodos
4.1 Materiais
e Xilol PA (Labsynth®, Sao Paulo, SP, Brasil)
e Alcoois graduados(70%, 95% e 100%) (Labsynth®, Sao Paulo, SP, Brasil)
e Hy0, 3% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
e Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
e Anticorpoprimario (Mouse anti-human MC tryptase monoclonal antibody, M7052
DAKO)
e Kit LSAB (K0492, DAKO)
e DAB (3,3' diaminobenzidina) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)

4.2 Métodos
4.2.1 Selecao das amostras dos pacientes e coleta dos dados do perfil epidemiologico
e anatomopatologico dos prontudrios selecionados

Primeiramente o projeto do estudo foi submetido ao CEP (Comité de ética do
Hospital Araujo Jorge), o qual foi aprovado sob o numero de protocolo CAAE
12870913.5.0000.0031 (parecer N. 329713).

Os prontuarios foram selecionados através do CID (Cdodigo internacional de
Doengas) e cdédigo de APAC (Autorizagao para procedimentos de alta complexidade
SUS) no periodo de 2005 a 2009, junto ao registro de cancer do Hospital Araujo Jorge.
Foram listados a principio 220 prontuarios com essas caracteristicas, nessa instituicao.

Para selegao dos 220 prontuarios listados foram adotados os seguinte critérios
de inclusao e exclusao. Os critérios de inclusao foram aqueles em que o diagndstico foi
confirmado de adenocarcinoma gastrico/JEG (jungéo es6fago-gastrica), com biopsia ou
cirurgia realizados dentro da instituicdo (Hospital Araujo Jorge) e pacientes no estadio
clinico IV (Doenga avangada — locorregional e a distancia).

Foram excluidas as outras histologias que ndo adenocarcinoma, amostras em

que os exames histopatologicos foram realizados fora do servico de Patologia do
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hospital Araujo Jorge, pacientes sem confirmacao histopatoldgica, pacientes com mais
de uma neoplasia e pacientes de estadio | — Ill (doenca localizada). Além disso,
também foram excluidos os prontuarios sem dados suficientes e/ou cadastrados de
forma equivocada.

Foi elaborada uma ficha padrédo (Anexo |) para a coleta de dados contemplando
0s seguintes itens: numero do prontuario, data nascimento, idade, sexo, naturalidade,
tipo histoldgico, localizacdo do tumor no estomago, grau histoldgico, tipo de cirurgia
paliativa, local de metastase, quimioterapia paliativa realizada, data do 6bito (quando
Obito hospitalar), numero do bloco de parafina (produto de endoscopia, gastrectomia ou

metastase), lavado peritoneal (se realizado positivo ou negativo).

4.2.2 Selecao dos blocos, corte e coloragao com hematoxilia e eosina (HE)

Cada prontuario selecionado, possuia um numero de identificacdo dos blocos de
parafina contendo as bidpsias dos pacientes. Dos 81 casos selecionados para
pesquisa segundo critério de inclusdo do estudo, apenas 29 blocos foram analisados
pela imuno-histoquimica.

O tecido emblocado em parafina foi cortado em micrétomo rotativo manual
(RM2165 RTS, Leica®) (3 ym de espessura) e colocado em laminas previamente
silanizadas e coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE). Esses cortes foram
utilizados para caracterizagdo microscépica das amostras e a confirmacdo de que as
mesmas continham neoplasia.

Vale a pena ressaltar quefoi feita a analise de subgrupo (sexo, idade, padrao
histoldgico, grau histolégico e topografia tumoral) dos 29 casos selecionados para
densidade de mastécitos. O intuito desta comparagao foi verificar se havia diferenca na

densidade de mastocitos em relagcéo aos diferentes critérios supracitados.

4.2.3ldentificacdo imuno-histoquimica de mastocitos
Para a identificacdo dos mastocitos, utilizou-se atécnica de imuno-
histoquimicada estreptavidina-biotina peroxidase. O procedimento foi realizado no

Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia/UFG.
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As laminas com os cortes foram desparafizadas emxilol PA (Labsynth®, Sao
Paulo, SP, Brasil) ehidratadasnuma série dealcoois graduados(70%, 95% e 100%)
(Labsynth®, Sao Paulo, SP, Brasil). Posteriormente, foram lavadas com tampao TBS
(pH 7.4) contendo Trisbase (Vivantis®, Subang Jaya, SelangorDarulEhsan, Malasia)e
incubadas em solugdo de H,O, 3% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) para bloqueio
da peroxidase endogena.

Seguiu-se com incubacdo em solugado 1% de albumina sérica bovina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), temperatura ambiente por durante20 minutos, secagem
das laminas, delimitacdo dos cortes e adicdo do anticorpo primario (Mouse anti-human
MC tryptase monoclonal antibody, M7052 DAKO).

Depois desta etapa, foi empregado o método da estreptavidina-biotina
peroxidase com o kit LSAB (K0492, DAKO). Apds lavar com TBS, incubou-se com os
anticorpos secundarios por 30min, seguida de uma nova lavagem com TBS para
eliminar residuos livres dos anticorpos. Em seguida, foi realizada incubagdo com a
enzima reagente (avidina + biotina HRP), com posterior lavagem com TBS. Outra
incubacao foi efetuada com o complexo estreptavidina-peroxidase também por
30minutos. Uma nova lavagem com TBS foi realizada. As laminas foram incubadas na
solugao reveladora DAB (3,3' diaminobenzidina), contra-coradas com hematoxilina de

Harris e entéo realizada a montagem das laminulas.

4.2.4Avaliacédo da densidade de mastdcitos nas laminas obtidas

A imunomarcacao positiva foi entdo visualizada em um microscopio optico,
acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens AxioCamMRcZeiss Digital Camera,
conectado a um computador com o programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss®, Géttingen,
Baixa Saxénia, Alemanha).A avaliacdo positiva foi considerada pela proporgdo de
células coradas, em uma area de 10 campos visuais (com area total de 0,961mm?) de
grande aumento (40X), sendo que a area do reticulo no aumento de 40x corresponde a
0,0961mm? Estas andlises foram realisadas por dois avaliadores diferentes
previamente treinados sob supervisdo da Professora Dr.2 Aline Carvalho Batista da

Faculdade de Odontologia/UFG. A densidade de mastocitos também foi avaliada em
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regides tumorais e nao tumorais (controle). Os casos controles foram selecionados de
acordo com a integridade da mucosa normal da margem livre tumoral. Todos os
resultados foram expressos como média £+ DP e o valor de P menor que 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

4.2.5 Analise estatistica dos dados

Para a analise comparativa dos dados da densidade dos mastécitos utilizou-se
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.O nivel de significancia foi estabelecido em
p<0,05. Todos os testes estatisticos foram aplicados utilizando-se o programa SPSS
Stasitics(Versao 17.0).

5 Resultados e Discussao
Dos 220 prontuarios, 139 foram excluidos conforme os critérios descritos na

Tabela 5, ficando entdo 81 pacientes avaliados neste estudo.

Tabela 5: Critérios de exclusdo dos 139 prontuarios avaliados no Hospital Araujo Jorge
de Goiania de 2005 a 2009.

Critérios de exclusao Ndmero de Percentual dos prontuarios
prontuarios excluidos (%)
Outras histologias* 11 07,90
Exame histopatolégico fora do hospital 92 66,18
Mais de uma neoplasia 04 02,90
Sem confirmagéao histopatolégica 01 00,72
Doenca localizada 20 14,40
Dados insuficientes 07 05,03
Cadastros incorretos 04 02,87

*GIST, CEC, Tumor neuroendécrino, Linfoeptelioma.

Observa-se que cerca de 8% dos pacientes apresentavam lesdes gastricas
classificadas como histologias raras. Destes 11 casos, 5 sdo tumores do estroma
intestinal (GIST), 3 s&o carcinoma espinocelular (CEC), 2 sdo tumores neuroendocrinos

e 1 linfoepiteliomalike. Grande parte dos prontuarios excluidos foram de pacientes que
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ja chegaram a instituicdo com diagndstico realizado e, por isso, tiveram o diagnéstico
histopatologico realizado fora do hospital (66,18% dos casos), ndo necessitando, em
sua grande maioria de nova bidpsia, ou seja, pacientes que nao dispunham de material
no arquivo Hospital. Além disso, 14,4% dos casos sao de doenca localizada. Esses
dados chamam a atencdo para outras histologias malignas que podem acometer o
estomago e que podem gerar confusdo no diagndstico e alterar todo o tratamento.
Acredita-se que o numero de pacientes que possuem amostra no hospital deve ter
aumentado, uma vez que cada vez mais tem-se solicitado revisdes, testes moleculares
e realizacdo de novas biopsias para garantir o diagnostico e consequentemente
conduta e melhor estudo dos casos.

Dos 81 casos incluidos nos estudos, estes pacientes foram classificados quanto
ao género, idade, topografia do estdbmago, grau de diferenciagéo, tipo histolégico, sitio

de metastase e cirurgias paliativas realizadas.

5.1.2.1 Género e idade

Dos 81 prontuarios selecionados, 30 foram pacientes do sexo feminino (37,03
%) e 51 do sexo masculino (62,96 %).Esses dados corroboram a predominéncia
masculina na neoplasia de estomago, bem como a faixa etaria predominante
acometida.Taxas de prevaléncia de cancer gastrico sdo consistentemente menor em
mulheres do que nos homens, tanto em regides de alto ou baixo risco em todo o
mundo. Acredita-se que os hormdnios reprodutivos podem ter um papel protetor no
risco de cancer gastrico em mulheres (DUELL et al.,2010).Pacientes que ingressaram
na menopausa mais cedo (30 anos de fertilidade) também se mostraram mais
propensas ao cancer gastrico do que as demais (30 a 36 anos de fertilidade)
(FREEDMAN et al., 2007). A idade dos pacientes variou de 24 a 83 anos de idade e

estéo representados na Figura 4.

Figura 4: |Idade e prevaléncia (%) de cada faixa etaria nos pacientes do Hospital Araujo

Jorge incluidos nos estudos.

47



20 a 29 anos 30 a 39 anos

80a89anos____ % 5%

10% 40 a 49 anos

10%
70a 79 anos
25%
50 a 59 anos
18%
60 a 69 anos
27%

Observa-se na Figura 4, que a prevaléncia de idade dos pacientes é entre 60 e
69 anos (27%) e em seguida a faixa etaria de 70 a 79 anos (25%), ou seja, mais de
50% dos pacientes possuiam idade acima de 60 anos. No que tange a idade dos 20

aos 49 anos,encontrou-se 20% dos casos.

5.1.2.2 Topografias do estémago
As amostras analisadas (81) também foram classificadas quanto a topografia do

estdbmago e a incidéncia (% encontrada) representadas na Figura 5.

Figura 5: Classificagdo da incidéncia (% encontrada) das amostras de acordo com a

topografia do estbmago dos pacientes do Hospital Araujo Jorge incluidos nos estudos.
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Observa-se que a maior incidéncia € no antro e antro/corpo,que fazem parte da
regidao mais baixa do estbmago. Embora exista uma tendéncia em paises em
desenvolvimento no aumento da incidéncia do cancer de cardia(HEMMINKI et al.,
2003), verificamos que a grande maioria dos casos apresentam tumores do tergo
inferior do estomago,tumores de progndéstico menos favoravel, o qual geralmente esta
associado ao baixo nivel socioecondmico e com alta prevaléncia de H.pylori.
Lembrando que, por ser um hospital de atendimento SUS,uma grande maioria de
pacientes € baixo nivel socioecondmico e alguns s&o provenientes de outros
estados/regides do Pais para tratamento nessa unidade de referéncia. Um numero
substancial de pacientes nao apresentava registro da pesquisa de H. Pylori, o que
impossibilitou a inclusdo desse dado para correlagdo com localizagao/prognostico da
doencga. A Figura 5 mostra em azul as regides classificadas como alto (26 pacientes e
aproximadamente 32% das amostras) e em tons de vermelho as regides classificadas

como regido baixa do estdmago (49 pacientes, aproximadamente 60%).

5.1.2.3 Grau de diferenciagao
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As amostras (81) foram classificadas de acordo com o grau de diferenciagao da
OMS (G1- Grau1, G2- Grau2, G3-Grau3 e nao especificado — NE) e esta demonstrada

na Figura 6. A grande maioria dos tumores sdo de G3 (pouco diferenciados).

Figura 6: Incidéncia (%) dos diferentes graus de diferenciagdo dos adenocarcinomas

gastricos nos pacientes do Hospital Araujo Jorge incluidos nos estudos.

G1
NE (%
22% '
G2
G3
46%

Segundo a Figura 6, a prevaléncia do grau 3 de diferenciacdo € de

aproximadamente 46% (37 pacientes) daqueles incluidos nos estudos.

5.1.2.4 Tipo histolégico

Os dados acerca do tipo histologico estao apresentados na Tabela 6.0bserva-se
que aproximadamente 49% dos casos estudados sado do tipo intestinal, 30% do tipo
difuso e em torno de 20 nao classificado.Esses dados sdo compativeis com os
encontrados na literatura, o tipo intestinal € o tipo histolégico mais comum,
independente da regiao e etnia(McCOLL et al., 2000).

Tabela 6: Incidéncia do tipo histolégico nas amostras incluidas no estudo a partir de

pacientes selecionado no Hospital Araujo Jorge.

Tipo Histologico Numero de Percentual dos pacientes incluidos no
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pacientes estudo (%)

Intestinal 40 49,38
Difuso 24 29,62
Nao-especificado (NE) 17 20,98

5.1.2.5 Cirurgias paliativas realizadas

Dos 81 pacientes incluidos nos estudos, 42 foram submetidos a algum tipo de
cirurgia paliativa. O tipo de cirurgias realizadas e a incidéncia destas estao descritas na
Tabela 7.

Tabela 7: Incidéncia (%) de cirurgias paliativas que foram realizadas em pacientes do

Hospital Araujo Jorge incluidos no estudo.

Cirurgias Numero de pacientes Percentual que realizaram cirurgias (%)
Gastrectomias 22 52,38
Biliodigestivas 01 02,38
Gastroentero 11 26,19
Jejunostomia 07 16,66
Anastomose jejunal 01 02,38

Observa-se na Tabela 7, um numero expressivo de gastrectomias. Isso
provavelmente se deve ao fato dos pacientes com citologia oncética positiva terem sido
incluidos no estudo, pois esse resultado em sua grande maioria ndo é liberado no ato
cirargico, sendo avaliado a posteriori no retorno do paciente. Além disso, cabe destacar
que a gastrectomia paliativa tem o seu papel no controle dos sintomas, como
hemorragias, obstrugcbes e perfuragbes. Como foi relatado na histéria natural da
doenca, a maioria dos casos se apresentam de forma localmente avangada
necessitando de tal intervengdo. Estudos recentes, inclusive, descrevem ganho de

sobrevida global em pacientes submetidos a gastrectomia paliativa (CHEN et al., 2012).

5.2 Avaliagao da densidade de mastocitos em carcinoma gastrico estadio IV
No presente estudo, a densidade de mastdcitos de 29 pacientes com cancer

gastricos em estadio clinico IV foi investigada em comparagdo ao tecido gastrico
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normal ndo tumoral (n=18). A Figura 7 apresenta os cortes histologicos com a
coloragao especifica para mastécito em duas regides diferentes: tecido gastrico néo

tumoral e adenocarcinoma.
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Figura 7: Cortes histolégicos corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e
imunohistoquimica (IHQ) pelo método da estreptavidina-biotina peroxidase: (A) HE da
regido controle (margem livre) 40X, (B) HE do adenocarcinoma gastrico 40X, (C) IHQ
da regiao controle 20X, (D) IHQ da regido controle 40X e (E) IHQ do adenocarcinoma

gastrico 40X.
A
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A Figura 8 demonstra a densidade de mastdcitos (células/mm?) no
adenocarcinoma e no tecido controle. A mediana da densidade de mastdcitos foi de
17,84 no adenocarcinoma e 33,92 para o controle (p=0,01), demonstrando
numericamente a diferenca estatistica entre a densidade de mastocitos do
adenocarcinoma em relacdo ao tecido controle.Neste estudo, ficou evidente que a
densidade de mastdcitos no adenocarcinoma estava reduzida em comparagdo ao

controle (Figura 8).

Figura 8:Média e desvio padrdo da densidade de mastdcitos (células/mm?) encontrada
nas amostras com adenocarcinoma (29 casos) e controle (18 casos)com teste

estatistico de Mann-Whitney. *p<0,05.
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Na Tabela 8 estdo apresentados os dados relativos a topografia, ao grau
histolégico, sexo, idade e padrao histolégico comparando a densidade mastocitaria.
Observa-se que quanto maior o grau histolégico observa-se uma maior densidade
mastocitaria. Da mesma forma, lesdes altas apresentam significativamente mais
mastdcitos do que nas lesdes baixas (p<0,05) (Tabela 8). Nao foi observado correlagao
estatistica significativa entre a densidade mastocitaria e a idade, sexo, género e padrao
histolégico (p>0,05).
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Tabela 8: Andlise comparativa dos dados clinico-patologicos e relacionado a

densidade de mastdcitos (DM) com teste estatistico de Mann-Whitney.

Dados clinico-patolégicos e epidemiolégicos Porcentagem (%) Valor de p
da amostra

Idade < 62,4 anos 46,4 0,83
> 62,4 anos 53,6

Género Masculino 56,7 0,40
Feminino 43,3

Padréao histolégico*® Intestinal 43,3 0,35
Difuso 55,2

Grau histoloégico** Grau1e?2 36,7 0,04*
Grau 3 63,3

Topografia tumoral*** Fundo/corpo (alto) 80,76 0,04*
Antro/corpo (baixo) 19,24

*Classificagédo de Lauren (1965); **Classificagdo da OMS; ***Classificagdo da OMS.

A densidade mastocitaria em mucosas normais é um dado ainda bastante
controverso e pouco estudado, principalmente no trato gastrointestinal. Vale a pena
ressaltar que, no presente trabalho, utilizou-se como controle a margem livre das
bidépsias de cada caso. Entretanto, o valor médio de mastécitos encontrados por
mm?(95,30 células/mm?) foi bastante similar a outros estudos que utilizaram bidpsias
normais como controle (93,87+ 6,02 células/mm?) (MUKHERJEE et al., 2009), o que
justifica a utilizagdo da margem como amostra para comparagao em relagdo ao
microambiente do adenocarcinoma. Além disto, estudos na literatura também relatam
que a densidade de mastdcitos, mesmo em mucosas normais, € bastante variada,
dependendo principalmente da localizagdo do material estudado. Mahjoub e
colaboradores (2014) encontraram uma densidade mastocitaria na regido da cardia de
133,6 + 131 células/mm? (em criancas com auséncia de neoplasia). Ainda, estes
autores observaram que este valor encontrado de densidade de mastécitos na cardia
foi aproximadamente 2 vezes maior do que a densidade encontrada no antro
(MAHJOUB et al., 2014).
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Esta bem estabelecido na literatura a participacdo dos mastocitos em doencas
gastricas como Ulcerase canceresgastricos nosseres humanos (HODGES et al., 2012).
Mukherjeeet al. (2009) investigaram a densidade demastocitos em pacientes com
Ulceras gastricas (188 pacientes avaliados) e canceres, em diferentesgraus de
diferenciacdo (pouco diferenciado G3, moderadamente diferenciado G2 e bem
diferenciado G1). Embora o numero de pacientes avaliados nos casos de cancer tenha
sido relativamente pequeno (7 para G1, 9 para G2 e 6 para G3), os autores
concluiramqueaacumulodemastocitos nos adenocarcinomas em grau de diferenciagao
G3 e G2 foi menor que nos adenocarcinomas em grau 1 (G1 — bem diferenciado),
quando comparado ao controle. Os autores sugerem que em pacientes com cancer
com diferenciacdo G3 (pouco diferenciados), os mastdcitos parecem induzir uma
resposta antitumoral fraca e pouco elucidativa. Ja nos pacientes com adenocarcinomas
diferenciados,a presenca de mastécitos, segundo os autores,parece induzir uma
resposta imune, bem como participar da angiogénese tumoral com producao de fatores
de progressao tumoral. Estes autores mostraram ainda uma elevada densidade de
mastocitos em pacientes com Uulcera gastrica, superior a aquela encontrada nos
pacientes com adenocarcinoma bem diferenciados (G1). Apesar destes achados, néo
ha um consenso na literatura sobre a relagao entre grau de diferenciagdo e dencidade
mastocitaria. Em resumo, estes autores descreveram que a densidade de mastdcitos
diminuiu progressivamente do G1 ao G3, ou seja quanto menor o grau maior a
densidade de mastécitos. No mesmo estudo quando comparado a densidade de
mastdcitos dos diferentes graus de diferenciagédo com o controle, observou que o G1
apresentou maior densidade que o controle e G2 e G3 menor densidade.
Diferentemente, no presente estudo, tumores G3 apresentaram uma maior densidade
de mastdcitos quando comparado ao G1 e G2 (Tabela 8). Vale a pena ressaltar, como
ja citado anteriormente, que os fatores demograficos podem estar diretamente
relacionados com na biologia da doenga. Sendo assim, Mukherjee e colaboradores
(2009) apresentaram estudos com pacientes indianos, enquanto que o presente
trabalho foi realizado com pacientes brasileiros do centro-oeste.

Outro aspecto que deve ser levado em consideragcdo € que, diferente de

Mukherjee (2009), todos os casos avaliados neste estudo eram de doenga avangada,
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grau 3 e tipo intestinal difuso. No estudo de Mukherjee, foi coletado amostra de
endoscopia e nao existe relatado o estadiamento do paciente, muito provavelmente
uma boa parcela desses pacientes possuiam doenga localizada.Sabemos que, na
doencga avancgada, Estadio IV e tipo intestinal difuso, a vascularizagdo € muito maior,
certamente uma consequéncia da presenca de fatores angiogénicos o que pode estar
relacionado aos mastodcitos, resultado em maior densidade de mastocitos neste
cenario.Talvez essa seja a explicagao para a diferenga mastocitaria encontrada entre o
presente estudo de Mukherjee (2009).

Além disso, do ponto de vista imunolégico, sabemos que a resposta imunitaria
pode, em um primeiro momento, estar aumentada, para combate da neoplasia. Mas, a
persisténcia da resposta imunitaria/inflamatoéria, pode propiciar angiogénese, invasao e
metastase, como ja mencionado por Ribattietal. (2010) e Ammendola et al. (2013).
Acredita-se entdo, que estes fenOmenos possam justificar a maior densidade
mastocitaria em tumores grau 3, encontrados no presente trabalho.

Ribattietal. = (2010) também  estabeleceu uma correlagdoentre a
densidademicrovasculardemastdcitostryptaseequimasepositivocom o]
tipohistopatolégicodecancer  gastrico. Os  autores demonstraram que o
carcinomagastricotemumelevadograu devascularizagdo associado a um aumento
dosmastdcitos de acordo com a progressao da doenga. Este estudo demonstrouque a
densidadede mastdcitosse correlaciona com a angiogénese e comevolugao do
estadiamento dos pacientes comcarcinomagastrico, 0 que pode justificar os achados
do presente estudo, uma maior densidade mastocitaria em tumores de estadiamento |V
e grau histologico 3.

Mais recentemente, Ammendola, et al. (2013), em um estudo piloto reportaram
uma correlagdopositiva entre a presenga de mastdcitos tripitase positivos no
microambiente tumoral gastrico eonumerode linfonodos metastaticos. Estes autores
sugerem maiores estudos acerca da densidade de mastocitos neste microambiente
tumoral na tentativa de se estabelecer uma ferramenta em potencial para auxiliar a
conduta clinica, incluindo a escolha dotipo de tratamento cirdrgicoesua radicalidade,
bem como uma forma de estabelecer o progndstico dos pacientesantes do

tratamentocirurgico.
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No que tange a topografia neste estudo, evidenciamos que tumores baixos
(distais) apresentaram significativamente menor densidade de mastocitos quando
comparados a tumores altos(proximais) (p<0,05). Clinicamente, é sabido que tumores
baixos tem melhor progndstico do que os altos. Entretanto, este tema ainda é
controverso, e ndo temos um padrao estabelecido de densidade de mastécitos em
relagdo a regiao topografica do estbmago normal, nem tampouco com carcinoma
(MAHJOUB et al.,, 2014). No entanto, sugere ou reforgca a ideia de que a maior
densidade de mastdcitos nos tumores altos pode estar relacionada a um prognostico
ruim.

Como ja relatado, nos varios trabalhos revistos, o papel dos mastdcitos parece
ser ainda incerto podendo ser como um protetor ou um facilitador da carcinogénese a
depender da fase em que se encontra o desenvolvimento da neoplasia. Existem
evidencias crescentes que inflamagao e angiogénese caminham juntas no processo de
carcinogénese(HODGES, et al., 2012). Células pro-inflamatérias, dentre elas o
mastocito, liberam mediadores facilitadores da angiogénese, por outro lado, vasos
neoformados facilitam a chegada de mais células do sistema imune perpetuando a
inflamacado que pode num primeiro momento combater o tumor (citotoxicidade) ou
facilitar o seu desenvolvimento. Uma vez a neoplasia estabelecida, outros fatores
independentes e préoprios de cada tumor assumem o papel de perpetuacdo do
crescimento. Maiores estudos devem ser conduzidos com tumores de diferentes
estadiamentos para caracterizar melhor a participacdo dos mastécitos na evolugcéo do

cancer gastrico.
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6 Conclusées

Os resultados obtidos acrescentam dados a literatura quando comparou-se idade e
sexo dos pacientes com cancer gastrico, onde a maioria destes foi do sexo masculino
com mais de 60 anos. Os pacientes do centro de referéncia tiveram tumores
localizados preferencialmente no antro do estébmago (32%) ou na regido antro/corpo
(28%). Observou-se que os adenocarcionomasem conjunto apresentaram uma
densidade significativamente menor de células mastocitarias quando comparado ao
tecido controle. Nao houve diferenca estatistica entre a densidade de mastdcitos e tipo
histologico, sexo, género e idade. Entretanto, tumores grau 3 apresentaram
significativamente mais mastocitos do que os demais graus (1 e 2). Em relagdo a
topografia, os tumores baixos apresentaram menor densidade mastocitaria que os
altos. Desta forma, sugere-se que a densidade de mastécitos esteja envolvida em
mecanismos de disseminagdo tumoral (angiogénese, degradacdo de matriz
extracelular, extravasamento e invasdo). Em alinhamento com a literatura, o
microambiente tumoral, em especial os mastdcitos aqui estudados, podem estar
envolvidos no processo da carcinogénese, abrindo margem para estudos futuros. Esta
participacdo mastocitaria devem ser melhor estudadas para um maior entendimento
fisiopatologico do microambiente tumoral na tentativa de se estabelecer potenciais
alvos terapéuticospara auxiliar na conduta clinica.Em grande parte dos casos, durante
a conduta clinica ndo encontramos resultados favoraveis e, por isso, a pesquisa basica
vem dar embasamento teodrico para melhor delinemanto de ensaios clinicos,
estabelecendo populacbes especificas que se beneficiardo de terapias

individualizadas.
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ANEXO |

FICHA PARA COLETA DE DADOS DOS PRONTUARIOS

Identificacdo:

Data de nascimento:

Sexo: ( )M ( )F Naturalidade:

Idade: Prontuario:

Tumor primario:

( Jestébmago ( )JEG ( )antro ()corpo ( )fundo

Estadiamento:

T: N: M:

Bidpsia (tipohistoldgico):

Data da bidpsia:

Citologia (lavado peritoneal):

( )positiva ( )negativa ( )ndo-realizado

Tratamento cirdrgico curativo:

( )sim, data: ( )ndo

Tratamento adjuvante prévio:

( )sim ( )ndo

Tipo de adjuvancia:

()atr ( )RxT ( )QTRxT

Tipo QT:

Data recidiva:

Tratamento cirdrgico paliativo:
( )gastrectomia subtotal ( )Gastroentero
( Mejunostomia ( )Jejunostomia

( )Outro:

Metastase:
( )Locorregional ( )Distancia,
sitio

BlocoParafina (nimero):

( )Gastrectomia ( )EDA ( )Metastase

Quimioterapiapaliativa:

( )sim ( )nao

Esquema:

Data do inicio:

Segundalinha:

( )sim ( )ndo

Data do 6bito:
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