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RESUMO

PADUA, J.D.B. Correlacdo da expressdo imuno-histoquimica de proteinas relacionadas
ao reparo do DNA por recombinacdo homdloga com paréametros clinicopatolégicos no
adenocarcinoma gastrico. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

O céncer gastrico tem, no mundo, a quinta maior incidéncia e a terceira maior mortalidade
dentre as neoplasias malignas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressédo das proteinas
RADS5I1, ATR, ATM, BRCAI1, BRCA2, yYH2AX, CHK2 e p53 em adenocarcinomas gastricos
e sua correlacdo com caracteristicas clinicopatologicas. Essas proteinas participam
diretamente ou tém relacdo com o mecanismo de reparo das quebras duplas do DNA por
recombinacdo homologa, e alteracdes da sua expressao ja foram demonstradas em varios
tumores. Trata-se de estudo retrospectivo baseado na andlise imuno-histoquimica de
microarranjos teciduais com amostras de neoplasia e de mucosa gastrica ndo neoplasica de
121 casos de adenocarcinoma gastrico, obtidas de blocos de parafina arquivados no Servico
de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, oriundos de pecas cirdrgicas de gastrectomia realizadas entre
2008 e 2017. A positividade para RAD51 nuclear nos tumores correlacionou-se com maior
sobrevida global (hazard ratio = 0,576; p = 0,048) e sobrevida livre de doenca (HR = 0,531, p
= 0,022) na analise univariada da populacdo total. A correlacdo com a sobrevida global foi
também estatisticamente significativa no grupo de pacientes com tratamento exclusivamente
cirrgico, mas nao naqueles submetidos a terapia adjuvante ou neoadjuvante. Adicionalmente,
0 tratamento adjuvante mostrou associagdo com aumento da sobrevida global dentre os
pacientes com tumor negativo para RAD51 nuclear, mas ndo no grupo positivo para o
marcador. A positividade do tumor para RAD51 nuclear também se correlacionou com menor
frequéncia de invasao vascular (76,3% contra 95,5%, p = 0,044) e de metéstase em linfonodos
regionais (61,9% contra 95,5%, p = 0,002) e a menor tamanho tumoral (5,61 cm contra 7,33
cm, p = 0,015). Foi mais frequente apds terapia neoadjuvante (93,75% contra 77,01% de
casos positivos para RAD51 nuclear, p = 0,037). A negatividade para ATR nuclear na
neoplasia correlacionou-se com maior tamanho tumoral (6,63 cm contra 4,94 cm, p = 0,002) e
com maior grau histolégico — maior proporcdo de tumores moderadamente diferenciados e
menor propor¢do de bem diferenciados (p = 0,013). A positividade para ATM no tumor foi
associada a maior sobrevida livre de doenca, na analise multivariada (HR = 0,358, p = 0,02).
A positividade para BRCA2 nuclear no tumor correlacionou-se com menor sobrevida global
na analise multivariada (HR = 1,764, p = 0,021) e com tipo histoldgico difuso (p = 0,031);
além disso, sua alta expressdo associou-se a invasdo vascular (p = 0,033). No tipo histologico
intestinal, contudo, os tumores positivos para BRCA2 nuclear mostraram-se mais bem
diferenciados (p = 0,003). As correlagbes mais fortes observadas entre os varios resultados
imuno-histoquimicos nas amostras tumorais foram entre ATM e BRCA1 nuclear (r = 0,428, p
< 0,001), entre YH2AX e p53 (r = 0,407, p < 0,001), entre YH2AX ¢ ATR nuclear (r = 0,552,
p < 0,001), e entre YH2AX e RADS51 nuclear (r = 0,491, p < 0,001). Concluimos que a
auséncia de expressdo de RAD51 nuclear, ATR nuclear ou ATM ou a expressédo de BRCA2
nuclear parecem favorecer a progressdo tumoral do adenocarcinoma gastrico. Por outro lado,
a presenca de RAD51 nuclear aparentemente promove quimiorradiorresisténcia.

Palavras-chave: cancer gastrico; recombinacdo homologa; reparo do DNA; RAD51; ATR,;
ATM; BRCAL; BRCA2; yH2AX; CHKZ2; p53; imuno-histoquimica; carcinogénese géstrica.



ABSTRACT

PADUA, J.D.B. Correlation of immunohistochemical expression of proteins related to
DNA repair by homologous recombination with clinicopathological parameters in
gastric adenocarcinoma. Masters dissertation. Ribeirdo Preto Medical School, University of
Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

Gastric cancer has the fifth highest incidence and the third highest mortality among malignant
neoplasms worldwide. The objective of this work was to evaluate the expression of RAD51,
ATR, ATM, BRCAL, BRCA2, yH2AX, CHK2 and p53 proteins in gastric adenocarcinomas
and its correlation with clinicopathological characteristics. These proteins participate directly
or are related to the homologous recombination mechanism of DNA double-strand break
repair, and changes in their expression have already been demonstrated in several tumors.
This is a retrospective study based on immunohistochemical analysis of tissue microarrays
with neoplastic and non-neoplastic gastric mucosa samples of 121 cases of gastric
adenocarcinoma, obtained from paraffin blocks filed at the Pathology Service of the
University Hospital of Ribeirdo Preto Medical School, of surgical specimens from
gastrectomies performed between 2008 and 2017. Positivity for nuclear RAD51 in tumors
correlated with greater overall survival (hazard ratio = 0.576; p = 0.048) and disease-free
survival (HR = 0.531, p = 0.022) in the univariate analysis of the total population. The
correlation with overall survival was also statistically significant in the group of patients
undergoing surgical treatment exclusively, but not in those with adjuvant or neoadjuvant
therapy. In addition, adjuvant treatment associated with increased overall survival among
patients with nuclear RAD51 negative tumor, but not in the positive group. Tumor positivity
for nuclear RAD51 was also correlated with a lower frequency of vascular invasion (76.3%
versus 95.5%, p = 0.044) and metastasis to regional lymph nodes (61.9% versus 95.5%, p =
0.002) and with smaller tumor size (5.61 cm versus 7.33 cm, p = 0.015). It was more frequent
after neoadjuvant therapy (93.75% versus 77.01% of nuclear RADS51 positive cases, p =
0.037). Negativity for nuclear ATR in neoplasia correlated with a larger tumor size (6.63 cm
versus 4.94 cm, p = 0.002) and with a higher histological grade - higher proportion of
moderately differentiated tumors and lower proportion of well-differentiated ones (p = 0.013).
Positivity for ATM in the tumor was associated with longer disease-free survival in the
multivariate analysis (HR = 0.358, p = 0.02). Positivity for nuclear BRCA2 in the tumor
correlated with lower overall survival in multivariate analysis (HR = 1.764, p = 0.021) and
with diffuse histological type (p = 0.031); in addition, its high expression was associated with
vascular invasion (p = 0.033). In the intestinal histological type, however, the positive tumors
for nuclear BRCA2 were better differentiated (p = 0.003). The strongest correlations observed
between the various immunohistochemical results in the tumor samples were between ATM
and nuclear BRCAL (r = 0.428, p < 0.001), between yH2AX and p53 (r = 0.407, p < 0.001),
between yH2AX and nuclear ATR (r = 0.552, p < 0.001), and between yH2AX and nuclear
RADS51 (r = 0.491, p < 0.001). We conclude that the absence of expression of nuclear
RAD51, nuclear ATR or ATM or the expression of nuclear BRCA2 seems to favor tumor
progression of gastric adenocarcinoma. On the other hand, the presence of nuclear RAD51
apparently promotes chemoradiorresistance.

Keywords: gastric cancer; homologous recombination; DNA repair; RAD51; ATR; ATM,;
BRCAL; BRCA2; yH2AX; CHKZ2; p53; immunohistochemistry; gastric carcinogenesis.
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1. Introducéo

O adenocarcinoma gastrico representa um grupo de tumores bioldgica e geneticamente
heterogéneos, de etiologia multifatorial, que envolve interacdo entre condi¢cbes ambientais e
alteracOes genéticas/epigenéticas — ativacdo de oncogenes e inativacdo de genes supressores
tumorais (CARNEIRO et al., 2019). Defeitos do reparo do DNA, por permitirem o acimulo
de mutacdes e aberracGes cromossémicas, favorecem o desenvolvimento tumoral (KREJCI et
al., 2012).

LesBes do DNA acontecem espontaneamente, porém sua frequéncia é muito maior em
situagbes como a inflamacdo, em que h& aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, e a exposi¢cdo a radiacdo ionizante ou a diversas substancias
exogenas toxicas, incluindo varios quimioterapicos (KREJCI et al., 2012).

O DNA danificado é reparado por cinco vias principais (QUADRO 1): (1) reparo por
excisdo de bases (base excision repair — BER); (2) reparo por excisdo de nucleotideos
(nucleotide excision repair — NER); (3) reparo de pareamento incorreto (mismatch repair —
MMR); (4) juncdo ndo homdloga de extremidades (non-homologous end joining — NHEJ); e
(5) reparo por recombinacdo homdloga (homologous recombination — HR). A funcdo das
duas ultimas é o reparo das quebras duplas (bifilamentares) do DNA (COSTA et al., 2010;
DEXHEIMER, 2013).

Quadro 1. Mecanismos de reparo do DNA.

Tipo de lesdo Mecanismo de reparo

- oxidag&o da guanina Reparo por excisdo de bases - BER
- presenga de uracila
- sitio abasico

-quebra unifilamentar

- pareamento incorreto Reparo de pareamento incorreto - MMR

- inser¢éo

- delecgéo

- adutos Reparo por excisdo de nucleotideos - NER

- ligagdes intrafilamentares

- quebra bifilamentar Juncdo ndo homologa de extremidades - NHEJ

Recombinagdo homologa - HR

Fonte: Dexheimer (2013).



Introducdo 20

Dentre as varias proteinas que participam do mecanismo da recombinacdo homdloga,
destacam-se: o complexo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN), que € o sensor das quebras duplas;
a quinase ATM (mutada na ataxia telangiectasia), elemento central do inicio da cascata de
sinalizacdo, que fosforila e ativa multiplas proteinas; elementos intermediarios da via como
CHK2 (checkpoint kinase 2), BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility protein), BRCAZ2,
ATR (proteina relacionada a ATM e RAD3) e a histona H2AX; RAD51, que € a grande
efetora, responsavel pela procura da sequéncia homologa de DNA que servira de molde para o
reparo (FORAY et al., 2003; FORGET e KOWALCZYKOWSKI, 2010).

Em decorréncia da ativacdo da via da recombinacdo homologa, ocorre também, por
varios mecanismos, a ativacdo da proteina p53, que conduz a parada do ciclo celular ou
apoptose (CHENG e CHEN, 2010), e cuja mutacdo é muito frequente no adenocarcinoma
gastrico (YILDIRIM et al., 2015). Nesta doenca, foi ainda demonstrada associacdo entre mau
prognostico e baixa expressdo de ATM (ZHANG et al., 2013; ABDEL-FATAH et al., 2013;
LEE et al., 2014), de BRCA1 (KIM et al., 2013; CHEN et al., 2013; ZHANG et al., 2013), de
BRCA2 (WANG et al., 2018) e de CHK2 (LEE et al., 2014). A presenca de yH2AX, a forma
fosforilada da histona H2AX, também mostrou correlacdo com pior prognéstico (HUSSEIN
etal., 2018).

Neste trabalho, fazemos avaliacdo imuno-histoquimica da expressao de RAD51, ATR,
p53, CHK2, ATM, BRCA1, BRCA2 e yYH2AX em amostras de adenocarcinoma gastrico e de

mucosa gastrica nao tumoral, correlacionando-a com caracteristicas clinicopatologicas.
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2. Revisado da literatura

2.1 Epidemiologia do cancer gastrico

No Brasil, estima-se que tenha havido 21.230 casos novos de cancer de estbmago em
2020, sendo 13.360 em homens e 7.870 em mulheres. A doenca foi a causa da morte de 9.206
homens e de 5.107 mulheres no pais em 2017. No sexo masculino, é o quarto tipo de cancer
em incidéncia, correspondente a 5,9% dos casos, precedido por cancer de prostata, pulmonar e
colorretal, e 0 quarto em mortalidade, apds cancer pulmonar, prostatico e colorretal; no sexo
feminino, € o sexto em incidéncia, correspondente a 3,5% dos casos, precedido por cancer de
mama, colorretal, do colo uterino, pulmonar e da tireoide, e 0 sexto em mortalidade, ap6s
cancer de mama, pulmonar, colorretal, do colo uterino e do pancreas (INCA, 2020).

No mundo, o cancer gastrico € o quinto em incidéncia e o terceiro em mortalidade. A
incidéncia é alta na Asia Oriental (Jap&o, Coreia, China), na RUssia, na Europa Oriental e na
América Central, e baixa nos Estados Unidos, na Europa Ocidental e no Norte da Africa. A
incidéncia anual estimada de 2018, ajustada por idade, por 100 mil individuos do sexo
masculino, € de 57,8 na Coreia do Sul, de 40,7 no Japdo, de 10,6 no Brasil e de 5,6 nos
Estados Unidos (RAWLA e BARSOUK, 2019).

O adenocarcinoma corresponde a 95% dos tumores malignos do estdbmago; 0s
linfomas, a 3%. Sarcomas, incluindo tumores estromais gastrointestinais (GISTs), séo raros
(INCA, 2019). Os adenocarcinomas géastricos sdo histologicamente classificados em dois
tipos principais: difuso e intestinal (LAUREN, 1965).

A incidéncia do adenocarcinoma gastrico € maior, em torno de 1,5-2,5 vezes, no sexo
masculino (RODER, 2002). O predominio masculino é mais acentuado no tipo histologico
intestinal que no difuso (LAUREN, 1965; RODER, 2002).

A doenca é rara antes dos 30 anos, e sua incidéncia aumenta com a idade. Os casos em
pacientes jovens tendem a ser difusos, ocorrer no sexo feminino e ser familiares (LAUWERS
et al., 2010).

O principal fator de risco para 0 adenocarcinoma gastrico é a infeccdo por
Helicobacter pylori, que provoca gastrite cronica (RAWLA e BARSOUK, 2019). A
progressdo da gastrite por Helicobacter pylori ao adenocarcinoma do tipo intestinal segue a

sequéncia bem definida de atrofia mucosa, metaplasia intestinal e displasia epitelial de baixo e
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de alto grau (CORREA e PIAZUELO, 2011). O adenocarcinoma do tipo difuso, que ndo tem
lesdo precursora conhecida, também ¢é relacionado a Helicobacter pylori, porém a importancia
da associacdo é controversa: 0 aumento de risco causado pela infeccdo € semelhante para
ambos o0s tipos histologicos segundo alguns pesquisadores (HUANG et al., 1998;
PARSONNET et al., 1991a), mas outros trabalhos sugerem ser maior para o tipo intestinal
(PARSONNET et al., 1991b).

Outros fatores de risco sdo: tabagismo; consumo de alcool; excesso de ingestdo de sal,
de carnes, principalmente conservadas em sal, defumadas ou processadas, e de alimentos em
conserva; baixa ingestdo de frutas e vegetais frescos; exposi¢éo a radiacgéo; historia de cirurgia
gastrica, especialmente com reconstrucdo a Billroth I, que favorece o refluxo biliar; infeccéo
pelo virus Epstein-Barr (presente em cerca de 5 a 10% dos casos); gastrite autoimune; grupo
sanguineo A (RAWLA e BARSOUK, 2019).

A incidéncia absoluta do cancer gastrico tem crescido, por causa do envelhecimento
da populacdo, porém a ajustada pela idade estd em queda (LAUWERS et al., 2010;
CARNEIRO et al., 2019). Isso provavelmente se deve a mudancas alimentares, a melhora das
condicdes de higiene, ao aumento do uso de antibidticos e ao tratamento da infeccdo por
Helicobacter pylori. A queda de incidéncia tem sido bem mais acentuada para o tipo intestinal
(RODER, 2002; CARNEIRO et al.,, 2019), que é o predominante nas regifes de alta
prevaléncia, enquanto o difuso predomina onde o cancer gastrico € menos comum
(FENOGLIO-PREISER et al., 2003; LAUWERS et al., 2010). Esses dados sugerem que 0
adenocarcinoma difuso seja menos dependente dos fatores de risco ambientais conhecidos que
o intestinal.

AlteracGes genéticas hereditarias bem definidas sdo responsaveis por apenas 1-3% dos
adenocarcinomas gastricos. Sdo exemplos, todos de heranca autossdmica dominante, a
sindrome do cancer gastrico difuso hereditario, causada por perda de uma das copias do gene
CDHZ1,; a sindrome do adenocarcinoma gastrico e polipose proximal do estbmago, causada por
perda de 5922; a sindrome de Lynch, causada por mutacdo de genes que codificam proteinas
do reparo do pareamento incorreto do DNA; e a polipose adenomatosa familiar, causa por
mutacdo do gene APC (RAWLA e BARSOUK, 2019).

Nos Estados Unidos, a sobrevida média em 5 anos dos pacientes com cancer gastrico é
de 31% (RAWLA e BARSOUK, 2019). O principal determinante progndstico é o estadio.
Tumores precoces, i.e., restritos a mucosa ou submucosa, estdo associados a cerca de 90% de
sobrevida em 10 anos. A sobrevida em 5 anos é de 60-80% para 0s pacientes cujos tumores

invadem a camada muscular propria, e de 50% quando ha invasdo da subserosa, sem
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metastase linfonodal (LAUWERS et al., 2010). Os pacientes com metéstase distante tém 5%
de sobrevida em 5 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Adicionalmente, correlacionam-se com pior progndéstico: invasdo vascular sanguinea
ou linfatica, metastase em linfonodos regionais (LAUWERS et al., 2010; CARNEIRO et al.,
2019), infiltracdo perineural, borda tumoral infiltrativa (em vez de crescimento expansivo),
maior tamanho tumoral, acometimento das margens cirargicas, localizacdo no cardia ou
fundo, e padréo histologico difuso (ROSAI, 2011).

2.2 Classificacdo histologica dos adenocarcinomas gastricos

A classificacdo histoldgica dos adenocarcinomas gastricos de mais amplo uso e
aceitacdo foi a proposta pelo patologista finlandés Pekka Laurén em 1965, que descreveu dois
padrdes histoldgicos principais: intestinal e difuso.

O tipo intestinal, de aspecto similar ao da grande maioria dos adenocarcinomas
colorretais, caracteriza-se pela coesdo celular e pela tendéncia a formacdo de estruturas
glandulares bem definidas, de arquitetura tubular ou papilar (vilosa), geralmente com lumens
amplos. O tipo difuso caracteriza-se por células incoesas, isoladas ou em pequenos
grupamentos; as formacgdes glandulares sdo ausentes ou muito mal definidas, irregulares e
com lumens estreitos (LAUREN, 1965). E comum no tipo difuso a presenca das células em
anel de sinete, caracterizadas por um volumoso vacuolo central de mucina, que rechaca o
nacleo para a periferia (CARNEIRO et al., 2019).

Pode haver areas de padrdo sélido tanto nos tumores de tipo intestinal menos
diferenciados quanto em regides hipercelulares dos difusos; ainda assim, costuma manter-se
perceptivel a diferenca no grau de coesdo celular entre os tipos histologicos (LAUREN,
1965).

Os adenocarcinomas que ndo se enquadram nos padrdes intestinal e difuso de Laurén
sdo habitualmente separados em dois grupos adicionais: 0s indeterminados e 0s mistos
(CARNEIRO et al., 2019).

Os indeterminados sdo inclassificaveis por serem muito pouco diferenciados. A
designacdo de misto € dada a tumores que tenham &reas difusas e intestinais em quantidades
semelhantes (LAUWERS et al., 2010). Dai se conclui que casos em que as caracteristicas de

um tipo sejam apenas focais devem ser classificados pelo padrdo preponderante.
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Grande acumulo de mucina extracelular pode acontecer tanto nos tumores de tipo
intestinal quanto nos difusos, dando origem aos chamados adenocarcinomas mucinosos ou
coloides (LAUREN, 1965).

Os tumores de padrdo intestinal sdo graduados em bem, moderadamente ou pouco
diferenciados, de acordo com o quanto as formacGes glandulares sdo bem definidas
(FENOGLIO-PREISER et al., 2000). A correlagdo dessa graduagdo com o prognostico é, no
entanto, pobre (ROSAI, 2011).

Dada a pouca ou ausente formacdo glandular das areas difusas, os adenocarcinomas
difusos e mistos podem ser considerados todos pouco diferenciados (FENOGLIO-PREISER
et al., 2000).

2.3 Classificagdo molecular do adenocarcinoma gastrico

Em 2014, o TCGA (The Cancer Genome Atlas) prop6s a divisdo do adenocarcinoma
gastrico em quatro tipos moleculares (GARATTINI et al., 2017), a saber:

- Com instabilidade cromossdmica: cerca de 50% dos casos, aberragdes cromossémicas,
mutacdo do TP53, amplificacdo de genes de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas,
amplificacdo do HER2 em alguns casos, tendéncia a localizacdo cardica e tipo histologico
intestinal;

- Com estabilidade genémica: cerca de 20% dos casos, mutacdo de CDH1, ARID1A e RHOA,
tipo histolégico predominantemente difuso;

- Com instabilidade microssatélite: cerca de 15-30% dos casos, frequente metilacdo do
promotor do MLH1, tendéncia a tipo intestinal, localizacdo distal, sexo feminino e idade
avancada;

- Relacionado ao EBV: cerca de 10% dos casos, amplificacdo do gene PD-L1, pacientes mais
jovens.

Além do estabelecimento de grupos com caracteristicas clinicas particulares, ha
esperanc¢a de que a classificacdo molecular va adquirir grande importancia na definicdo de
tratamentos especificos. Ja € o caso dos adenocarcinomas com amplificacdo do HER2, que
podem ser tratados com o anticorpo monoclonal anti-HER2 trastuzumabe (GARATTINI et
al., 2017).
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2.4 Reparo do DNA por recombinag¢do homologa

As quebras bifilamentares do DNA podem ser reparadas pela juncdo ndo homdloga de
extremidades (NHEJ) ou pela recombinacdo homologa (HR). A NHEJ é um processo de
juncdo direta das extremidades produzidas pela quebra; é propensa a erros, porque ndo refaz
segmento intermediario do DNA eventualmente perdido na quebra. Ja o reparo por
recombinacdo € mais preciso, pois usa como molde uma sequéncia homologa de DNA
(DEXHEIMER, 2013). O molde pode ser a cromatide-irma, o cromossomo homélogo ou
mesmo um cromossomo heter6logo com uma sequéncia de bases igual. A crométide-irma é o
modelo mais fiel e é usada preferencialmente, com uma frequéncia 10.000 maior que a do
cromossomo homélogo (MOYNAHAN e JASIN, 1997). Isso é facilitado pelo fato de as
cromatides-irmds se manterem unidas por proteinas de coesdo (MIYAZAKI e ORR-
WEAVER, 1994). Como elas ndo existem em G1 ou GO, o reparo por recombinagéo
homologa € praticamente restrito as fases S, G2 e M, diferentemente da NHEJ, que acontece
em qualquer periodo do ciclo celular (MAO et al., 2009).

No primeiro passo da via do reparo por recombinacdo homologa (FIGURA 1), o
complexo MRN, formado pelas proteinas MRE11 (meiotic recombination 11), RAD50 e
NBS1(Nijmegen breakage syndrome 1, também chamada de nibrina — NBN), liga-se as
pontas da quebra do DNA e recruta e ativa a quinase ATM (mutada na ataxia-telangiectasia)
(LEE e PAULL, 2005).

A ATM tem uma funcdo central no inicio do mecanismo da recombinacdo homdloga,
fosforilando e ativando multiplas proteinas: a histona H2AX, cuja forma fosforilada passa a
ser chamada de YH2AX (STIFF et al., 2004); MDC1 (mediadora do ponto de checagem do
dano do DNA 1) (XU e STERN, 2003); BRCAL1 (breast cancer type 1 susceptibility protein)
(LOU et al., 2003); 53BP1 (proteina de ligacdo a p53 1) (ANDERSON et al., 2000;
RAPPOLD et al., 2001); CHK2 (checkpoint kinase 2) (WARD et al., 2001); p53 (CHENG e
CHEN, 2010); CtIP (CtBP-interacting protein) (WANG et al., 2013); além do proprio
componente NBS1 do complexo MRN (LIM et al., 2000).

A fosforilagdo da H2AX e importante por ocasionar um remodelamento da cromatina
gue mantém as extremidades da quebra proximas (PODHORECKA et al., 2010).

Esses processos de fosforilagdo e acumulo de proteinas no foco de lesdo séo
complexos e inter-relacionados. O acumulo da MDC1 depende da sua ligacdo a YH2AX
(STUCKI et al., 2005). O acimulo de BRCAL, por sua vez, ¢é favorecido por MDC1 (LOU et



Revisdo da Literatura 27

al., 2003). A ligacdo de MDC1 a NBS1 é importante para que esta seja fosforilada por ATM
(SPYCHER et al., 2008). A presenca de BRCAL é necessaria para que ATM fosforile p53,
CHK2, NBS1 e CtIP (FORAY et al., 2003). Além disso, BRCAL é também fosforilada por
CHK2 (ZHANG et al., 2004).

Figura 1. Resposta ao dano do DNA e inicio da recombinacdo homdéloga. Mdltiplas proteinas de
reparo acumulam-se no foco de quebra do DNA. Inicialmente, a quebra dupla é detectada pelo
complexo MRN, que ativa a quinase ATM, a qual fosforila multiplas proteinas, ativando-as e levando
a excisao das extremidades 5~ da quebra pelo complexo formado por CtIP, MRN e BRCA1. RAD51,
com a participagdo de BRCA2, associa-se as extremidades de fitas simples expostas e busca a
sequéncia homdloga que sera molde para o reparo. Paralelamente ao processo de reparo, ativagdo de
p53 e/ou de CHK1 para o ciclo celular.

3,' 5 MRN ¥ '5, ~ Fita dupla de DNA
53BP1 ‘e . > Paradadociclo,
—— R e R wpopiome
CHK2<—"/ | \_ " yH2AX
. /| . MDM?2
: /¢ S MDCL
CtIP+ MRN +BRCA1 “
7 ; [ . PALB2
| Excisdo das extremidac!es_sf =
ATR — | BRCA2+RADS54
CHKl;' ‘FI‘IHQPA recobre extremidades
sl RAD5 1 substitui RPA
do ciclo ‘

RAD51-ssDNA procura sequéncia homologa
indica ativagéio, indica _injbic;ﬁo,

Fonte: propria do autor.
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Decorre desses eventos a formacdo de um complexo constituido de MRN, CtIP e
BRCAL, responsavel por excisar as extremidades 5" da quebra do DNA, gerando segmentos
de fitas simples com terminagdes 3" expostas, que sdo recobertos pela RPA (proteina de
replicacdo A) (CHEN et al., 2008).

A presenca de DNA de fita simples (sSDNA) recoberto por RPA ativa a quinase ATR
(proteina relacionada a ATM e RAD3) (JAZAYERI et al., 2006), que fosforila
adicionalmente CtIP (CTBP-interacting protein), promovendo o seu acumulo na cromatina e
a extenséo da seccdo do DNA (PETERSON et al., 2013).

A RPA que cobre a fita simples é, entdo, substituida pela proteina RAD51, com a
participagdo dos mediadores BRCA2, RAD54, parélogos de RAD51 (RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2 e XRCC3 [x-ray repair cross-complementing proteins 2 e 3]) (FORGET e
KOWALCZYKOWSKI, 2010) e MDC1 (ZHANG et al., 2005). A proteina PALB2 (partner
and localizer of BRCA2) é necessaria & estabilidade e localizagdo correta de BRCA2 na
cromatina e na matriz nuclear (XIA et al., 2006).

O filamento nucleoproteico RAD51-ssDNA procura pela sequéncia homdloga na
cromatide-irmad e invade-a, formando uma al¢a deslocada (displacement-loop ou D-loop)
(MCILWRAITH et al., 2000). Apds a invasdo, RAD54 promove a dissociagdo entre RAD51 e
DNA (KIANITSA et al., 2006). Inicia-se, entdo, a sintese de DNA alongando a fita invasora
e tendo a fita invadida como molde; essa sintese pode ser catalisada pela DNA-polimerase n
(MCILWRAITH et al., 2005), ou pela DNA-polimerase 6 com a participacdo de PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) (LI et al., 2009).

A D-loop pode resolver-se de duas maneiras (FIGURA 2): anelamento de fitas
dependente de sintese (SDSA — synthesis-dependent strand annealing) e juncdo de Holliday
dupla (via também chamada de DSBR — double-strand break repair) (SAN FILIPPO et al.,
2008).

No SDSA, a fita invasora é aumentada e depois se desprende e pode unir-se a outra
ponta da quebra. Dependendo do alongamento, pode haver aba, que é removida pela
endonuclease XPF-ERCC1 (xeroderma pigmentosum group F-complementing protein
associada a excision repair cross-complementation group 1) (AL-MINAWI et al., 2008), ou
lacuna, que é completada pela DNA-polimerase & ou &, com ligagdo das extremidades pela
DNA-ligase 1 (COSTA et al., 2010). N&o ha crossover.

No DSBR, a outra ponta da quebra também invade a crométide-irma e é alongada. A
DNA-ligase 1 une as pontas, e forma-se uma juncdo de Holliday dupla (dHJ). Pode ocorrer a

dissolucdo da dHJ pela helicase BLM (Bloom syndrome protein), que move as duas juncdes
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uma em direcdo a outra, atuando em conjunto com a topoisomerase TOPOIIla, que separa os
bifilamentos (SEKI et al., 2006), e com o cofator BLAP75 (BLM-associated polypeptide)
(RAYNARD et al., 2008), sem crossover. A outra possibilidade é a resolugdo da dHJ por
resolvase (GEN1, SLX1 ou MUS81-EMEL1) (IP et al., 2008). Se ambos o0s cortes se derem na
mesma dire¢cdo, ndo havera crossover, apenas troca de um curto segmento entre as

cromatides-irmas. Se em dire¢des opostas, ocorrera crossover.

Figura 2. Recombinacdo homologa. A alca deslocada pode ser processada por dois mecanismos,
chamados de SDSA e DSBR. No SDSA apenas uma das extremidades da quebra invade a fita dupla de
DNA que servira de molde, é alongada e desprende-se. No DSBR, a dupla invasdo e alongamento
ocasionam a formacédo de uma juncdo de Holliday dupla, que pode ser dissolvida pela movimentacdo
das juncdes, ou resolvida por seccdes.

Resseccdo das extremidades 5° l

Invasio da fita molde e extensdo 3° l

_/.__{: SDSA
\ Fita invasora deixa a fita molde e liga-se
DSBR 1 3 outra extremidade

Captura da outra extremidade, preenchimento por sintese, ligacdo -
—_— l
_)( ....... _X_. —ce
/ \ sem crossover
s
v
PO «)l IDCH e
A
Migracio das jungdes / A’
P
Dissolugdo l
sem crossover crossover
Resolucdo (1,2,3,4) Resolucdo (1,2,5,6)

sem crossover

Fonte: adaptada de Symington et al. (2014).
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Complexos mecanismos concorrem para a inibi¢do da recombina¢do homdloga em G1
ou GO (QUADRO 2), muitos dos quais sob a influéncia de ciclinas e quinases dependentes de
ciclinas (CDKs). Embora estejam supressos eventos mais tardios como a resseccao das
extremidades 5” e a associacdo entre RAD51 e 0 DNA, etapas iniciais da via ainda ocorrem e
podem conduzir a ativacdo de mecanismos de parada ciclo celular ou apoptose, mesmo em
tais fases do ciclo. Demonstraram-se em G1, por exemplo, ativacdo de ATM e formagéo de
yH2AX (TANAKA et al., 2007), ativacio de ATM e ATR (RAY et al., 2016), ativacdo da
p53 por ATM (MORGAN e KASTAN, 1997) e por CHK2 (ZANNINI et al., 2014).

Quadro 2. Fatores que inibem a recombina¢do homologa em G1/G0. Apesar de as etapas finais da via
estarem supressas, ainda ha atividade dos mecanismos iniciais, conduzindo a resposta ao dano do
DNA, com ativagdo de p53 e CHK1 e parada do ciclo celular.

Inibicdo da resseccdo das extremidades 5°:

- Degradagéo de CtIP (BRANDSMA e VAN GENT, 2012)

- Auséncia de fosforilagdo de CtIP (HUERTAS e JACKSON, 2009) e de NBS1
(BRANDSMA e VAN GENT, 2012) por CDKs

- Atividade da 53BP1 (DALEY e SUNG, 2014)

- RAPS80 inibe a interagéo entre CtlIP e BRCA1 (BRANDSMA e VAN GENT,
2012)

- Baixos niveis de BRCA1 (MACLACHLAN e EL-DEIRY, 2013)

Fosforilacdo de BRCAZ2 por CDKs, que inibe sua interagdo com RAD51 (ESASHI et
al., 2005)
Baixos niveis de RAD51 (FLYGARE et al., 1996)

E interessante notar que a ativacdo da ATR, embora dependente da presenca de DNA
de fita simples, ocorre em resposta a quebra bifilamentar na fase G1, mesmo estando inibida a
excisdo de extremidades (GAMPER et al., 2013), talvez por causa da exposicdo de fitas
simples que exista a principio em algumas quebras duplas irregulares complexas (XUE et al.,
2015), e também porque ndo chega a haver completa supressdo da resseccao das extremidades
(BIEHS et al., 2017).
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Como ja mencionado, além do reparo das quebras duplas, as proteinas do inicio da via
da recombinacdo homologa funcionam promovendo uma resposta ao dano do DNA (DNA
damage response — DDR) que pode parar o ciclo celular ou até levar a apoptose. Essa
resposta as quebras bifilamentares da-se por dois mecanismos: ativacdo de p53 (proteina
tumoral 53) e de CHK1 (checkpoint kinase 1).

A quebra da fita dupla do DNA estimula p53 de vérias maneiras (CHENG e CHEN,
2010). As proteinas MDM2 (duplo minuto murino 2) e MDMX (duplo minuto murino X) sao
inibidoras de p53 (FIGURA 3). MDM2 forma um complexo com p53 e liga-a a ubiquitina,
promovendo a sua degradagcdo. MDMX forma um complexo inativo com p53, e também
estimula a ubiquitinacdo de p53 por MDM2. ATM e CHK2 fosforilam p53, o que inibe a
ligacdo de p53 a MDM2. ATM e CHK2 também fosforilam MDMX, aumentando a ligacédo
desta a MDMZ2 e assim promovendo a ubiquitinacdo da MDM2. Além disso, ATR e ATM
fosforilam MDMZ2 e reduzem a sua capacidade de ubiquitinar p53.

P53 ativa a transcricdo de p21, proteina inibidora de quinases dependentes de ciclina,
que é responsavel pela parada do ciclo celular ndo apenas em G1, que é classicamente
descrita, mas também em G2 (AGARWAL et al., 1995; BUNZ et al., 1998). P53 pode ainda
levar a apoptose pelo estimulo a caspase-9 e ao cofator APAF1 (apoptotic protease activating
factor 1) (SOENGAS et al., 1999).

Figura 3. Controle da atividade da p53 e seus efeitos. MDM2 e MDMX favorecem a degradacéo de
p53, 0 que é inibido por ATM, ATR e CHK2. P53 conduz a parada do ciclo celular ou a apoptose.

ATR  ATM
MDM2 CHi2 inibicdo de CDKs e parada
-~ I~/ _ dociclo celular
ATM —— 7\ ™~ . p21°
p53
' " caspase-9 e APAF1
MDMX
AN
)
apoptose
indica ati\'ac;ﬁo, indica hﬁbi;ﬁo‘

Fonte: propria do autor.
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Na outra via, CHK1 ¢ ativada ao ser fosforilada por ATR. CHKL1 ativada, ento,
fosforila véarias formas de CDC25 (cell division cycle 25), aumentado sua degradagédo
proteassdmica e inibindo a formacéo de diferentes complexos ciclina-CDK, o que para o ciclo
celular, em qualquer fase (ZHANG e HUNTER, 2014).

2.5 Aspectos gerais da relacé@o entre recombinacdo homologa e cancer

AlteracOes da expressdo de proteinas da recombinacdo homdéloga tém sido descritas
em varios canceres esporadicos. A causa dessas alteracfes permanece desconhecida, em sua
maioria; mutacdes dos respectivos genes sdo pouco frequentes e geralmente néo as justificam
(HEEKE et al., 2018).

Em geral, a baixa expressdo de proteinas da recombinacdo homologa é caracteristica
de tumores mais agressivos, que presumivelmente tiveram a progressao favorecida pelo
acumulo de alteracbes genéticas; tais neoplasias, porém, tendem a ser mais sensiveis a
radioterapia e aos quimioterapicos que lesam o DNA (GRAESER et al., 2010; ABDEL-
FATAH et al.; 2014; Ll et al., 2017).

H4, por exemplo, indicios de que a perda de expressao de ATM favoreca a progressao
do carcinoma colorretal (GRABSCH et al., 2006), mamario (KAIROUZ et al., 1999) e
pancreatico (KIM et al., 2014; RUSSEL et al., 2015); de que a perda de expressdo de BRCA1
favoreca a progressao do cancer de mama (RIBEIRO-SILVA et al., 2005); e de que a perda
de expressdo de CHK2 favoreca a progressao do adenocarcinoma do célon (PANSANI, 2015)
e do carcinoma papilifero da tireoide (ZHAO et al., 2018).

Ocorrem, contudo, alguns exemplos do contrario, i.e., da associacdo entre alto nivel de
proteina da recombinacdo e maior agressividade tumoral, como o do complexo MRN no
adenocarcinoma gastrico (ALTAN et al., 2016), de ATR no cancer de mama (ABDEL-
FATAH et al., 2015) e de RAD51 em varios tumores, que serdo especificados na discussao
dos resultados. Ndo h& explicacdo definitiva para esses achados, mas é possivel elaborar
varias hipoteses.

Primeiramente, existe a possibilidade de que isso se dé por ser certa eficiéncia no
reparo do DNA necessaria a progressao tumoral, ja que o ndo reparo pode ser letal para a

célula. Essa é a razdo por que drogas experimentais inibidoras de ATR (MIN et al., 2017), de
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RAD51 (HE et al., 2014) e de CHK1 (YIN et al., 2017) induzem apoptose e suprimem a
proliferacdo celular em culturas de células de adenocarcinoma gastrico.

Outras hipdteses sdo a de que um estado de hiper-recombinacdo possa causar
instabilidade cromossémica, como acontece no mieloma multiplo (SHAMMAS et al., 2009),
e promover o desenvolvimento neoplésico; e a de que a alta expressao das proteinas de reparo
seja apenas secundaria a alguma outra caracteristica tumoral, como alta proliferacdo, ou
compensatdria de alguma deficiéncia. Ademais, especificamente a sobrevida menor observada
em alguns trabalhos pode ser explicada, ao menos em parte, pela resisténcia a quimioterapia
ou radioterapia.

Tumores com deficiéncia da recombinacdo homologa, como o cancer de mama e
ovario familiar com mutacdo de BRCAL ou BRCA2, tém-se mostrado especialmente sensiveis
a drogas inibidoras da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), enzima do reparo de quebras
simples do DNA (KUBOTA et al, 2014). Isso se explica pelo fato de as lesOes
unifilamentares do DNA poderem converter-se em quebras duplas durante a replicacdo
(MCGLYNN e LLOYD, 2002).

2.6 Proteinas e genes relacionados a recombinacdo homéloga no cancer gastrico

2.6.1 Complexo MRN

A expressdo do complexo MRN é maior no adenocarcinoma gastrico que na mucosa
gastrica ndo neoplasica (MATSUTANI et al., 2001). Casos de adenocarcinoma géastrico com
altos niveis de MRE11, de RAD50 ou de NBSL1, avaliados por imuno-histoquimica, sdo mais
avancados, tém menor sobrevida, pior resposta a quimioterapia e maior risco de recorréncia.
Também mostram menos histona fosforilada yH2AX no tecido tumoral, o que indica a
presenca de menos quebras duplas do DNA, presumivelmente decorrente de reparo mais
eficiente (ALTAN et al., 2016).

De acordo com Heeke et al. (2018), mutacdes do MRE11, do NBS1 e do RAD50 séo
presentes em 0,16%, 1,13% e 0,16% dos canceres gastroesofagicos, respectivamente. Um
terco dos adenocarcinomas gastricos com alta instabilidade microssatélite exibe mutacao

intrénica hereditaria do MRE11 que reduz a expressao da proteina (OTTINI et al., 2004). Por



Revisdo da Literatura 34

outro lado, sdo conhecidas variantes do gene NBS1 (NBN) associadas a menor risco de cancer
gastrico (SUN et al., 2015).

Foi descrita uma relacdo complexa entre a expressdo do complexo MRN e 0s
mecanismos que regulam o comprimento dos teldmeros. Adenocarcinomas gastricos com alta
expressdo de TRF1 (telomeric repeat binding factor 1), proteina que inibe a telomerase,
limitando o comprimento do telémero, tém maior expressdo de MRE11l e RAD50. Em
contrapartida, aqueles com alta expressdo de TRF2, importante na manutencdo da integridade
do telémero, tém maior expressao de MRE11 e NBS1 (MATSUTANI et al., 2001).

2.6.2 ATM

No adenocarcinoma gastrico, baixa expressao de ATM correlaciona-se com menor
sobrevida doenca-especifica e livre de doenca, e com ocorréncia de metastase linfonodal e de
invasdo vascular e perineural, de acordo com Abdel-Fatah et al. (2013); com menor sobrevida
doenca-especifica e estadio avancado (LEE et al., 2014); com maior idade, estadio avancado,
menor sobrevida global e livre de doenca e presenca de instabilidade microssatélite (KIM et
al., 2014). Ademais, baixo nivel da forma fosforilada da proteina foi correlacionado com
pouca diferenciacdo, metastase linfonodal e baixa sobrevida (KANG et al., 2008), o que se
contrapBe aos achados nos tumores de mama (SUN et al., 2012) e colo do utero (ROOSSINK
et al., 2012), em que ATM fosforilada foi associada a caracteristicas desfavoraveis.

Por outro lado, h& evidéncias de que os baixos niveis de ATM promovam maior
susceptibilidade do cancer gastrico a quimioterapia. Para 0s pacientes tratados com
guimioterapia adjuvante, a relacdo entre sobrevida e ATM mostrou-se ténue, na pesquisa de
Kim et al. (2014). Além disso, no trabalho de Lee et al. (2014), deixou de haver correlacdo
entre ATM e sobrevida no estadio IV, o que, para os autores, provavelmente se explica pela
maior importancia da quimioterapia para o tratamento nesse estadio avancado, metastatico.

MutacBes do gene ATM parecem ser infrequentes no cancer géastrico, e sua
importancia na patogénese é indefinida; Kang et al. (2008) detectaram cinco tipos de
mutacdes do gene ATM em 6 de 40 casos de adenocarcinoma gastrico (15%), também
presentes nas respectivas mucosas ndo tumorais adjacentes. De acordo com Heeke et al.

(2018), mutacGes do ATM sdo presentes em 3,23% dos canceres gastroesofagicos.
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2.6.3 CHK?2

A negatividade imuno-histoquimica de CHK2 no adenocarcinoma gastrico foi
associada a perda de expressdo de ATM, a alto estadio e a menor sobrevida doenca-especifica
(LEE et al., 2014), e a maior risco de recorréncia, sendo este visto tanto na auséncia de
proteina total quanto apenas da sua forma fosforilada (ARAI et al., 2018).

De acordo com Heeke et al. (2018), mutacbes do CHEK2, o gene que codifica a
CHK2, sio presentes em apenas 0,97% dos canceres gastroesofagicos. E descrita associacio
entre algumas variantes do gene e maior risco de desenvolvimento de cancer géstrico (LV et
al., 2017).

2.6.4 BRCA1 e BRCA2

Negatividade ou marcagdo reduzida de BRCAL nos adenocarcinomas gastricos
correlacionam-se com estadio avancado, invasdo perineural e menor sobrevida livre de
doenca (KIM et al., 2013); com menor diferenciacdo tumoral e menor sobrevida global
(CHEN et al., 2013); e com menor sobrevida global, tipo histologico difuso, alto grau e
estadio clinico avancado (ZHANG et al., 2013). Em contrapartida, os pacientes com tumores
negativos para BRCAL beneficiam-se mais da quimioterapia adjuvante, principalmente
quando ela inclui platina (KIM et al., 2013; CHEN et al., 2013), podendo chegar a ter maior
sobrevida global e livre de doenca que aqueles com alta expressdo (ZHANG et al., 2018).

Os resultados de Wang et al. (2018) contrariam de certo modo os dos demais
pesquisadores. Alta expressdo nuclear e baixa expressdo citoplasméatica de BRCAL
mostraram-se associadas a baixa sobrevida global, estaddio TNM avangado, “tipo histologico”
(difuso?), tumores pouco diferenciados e altos niveis de CA19-9 e de CEA pré-operatorios.
Dentre os trabalhos supracitados, este é o Unico segundo o qual hd os dois padrbes de
marcacdo de BRCAL1 — nuclear e citoplasméatico — na neoplasia géstrica, como discutiremos
posteriormente.

Wang et al. (2018) e Zhang et al. (2018) também estudaram a expressdo de BRCA2 no

cancer gastrico.
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De acordo com Wang et al. (2018), baixa expressdo de BRCA2 correlaciona-se com
baixa sobrevida, estadio avancado, tipo histolégico, tumores pouco diferenciados e altos
niveis de CA19-9 pré-operatorios.

No estudo de Zhang et al. (2018), dentre os pacientes tratados com quimioterapia a
base de platina, aqueles com baixos niveis de BRCA2 no tumor tiveram maior sobrevida.
Estranhamente, também foi notada correlacdo entre positividade de BRCA2 e metéstase
linfonodal.

Mutagbes do BRCA1 e do BRCA2 séo incomuns nos canceres gastroesofagicos, sendo
presentes em 0,48% e 2,91% dos casos, respectivamente (HEEKE et al., 2018). Sahasrabudhe
et al. (2017) detectaram mutacbes do BRCA1l em apenas trés de 362 adenocarcinomas
gastricos (0,83%) de pacientes ibéricos e latino-americanos.

Aberracbes cromossomicas que afetam o BRCAL, contudo, parecem ndo ser incomuns
no adenocarcinoma gastrico, tendo sido descritas perda de heterozigosidade (SEMBA et al.,
1998) e amplificages (KOKKOLA et al., 1997; VARIS et al., 2003).

Nas sindromes de cancer de mama e ovario familiar, h4 também aumento do risco de
cancer gastrico, que € quatro vezes maior em portadores de mutacdo do BRCAL e pelo menos
duas vezes maior em portadores de mutagdo do BRCA2 (CAVANAGH e ROGERS, 2015).

Nos tumores difusos, a hipermetilacdo do promotor do BRCAL é mais frequente dentre
0s pacientes jovens (BERNAL et al., 2008).

2.6.5 yH2AX

A forma fosforilada da histona H2AX, yH2AX, funciona como marcador de quebra
dupla do DNA. Os niveis de YH2AX sdo maiores no adenocarcinoma gastrico que na gastrite
superficial e na gastrite atrofica, ndo sendo diferentes nestas duas condi¢des (GUO et al.,
2015). Aumentam progressivamente da gastrite crénica para a metaplasia intestinal e desta
para a displasia, com pequena reducdo da displasia para o adenocarcinoma (XIE et al., 2014).

Sentani et al. (2008) mostraram que a positividade imuno-histoquimica de YH2AX ¢é
mais frequente nos canceres gastricos de sobreviventes da bomba atbmica que nos de outros
pacientes.

Positividade imuno-histoquimica de yYH2AX no adenocarcinoma gastrico correlaciona-

se com menor sobrevida global e livre de doenca (HUSSEIN et al., 2018). Altos niveis de
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marcacdo também estdo associados a infecgdo por Helicobacter pylori, localizagdo ndo antral,
classificacdo de Borrmann Ill ou IV, pouca diferenciacdo, maior profundidade de invaséo,

maior estadio TNM e presenca de metastase linfonodal (XIE et al., 2014).

2.6.6 P53

O TP53, supressor tumoral, ¢ o gene mais frequentemente mutado nos canceres
humanos. A relacdo entre p53, codificada pelo gene TP53, e cancer gastrico foi extensamente
estudada; a mutacéo e a resultante perda de funcdo da proteina certamente sdo frequentes e
importantes no desenvolvimento da doenca (FENOGLIO-PREISER et al., 2003).

Em condic¢Bes normais, a proteina p53 é degradada rapidamente, 0 que ndo ocorre com
algumas formas mutantes; por isso, sua positividade imuno-histoquimica é um indicativo de
mutacdo, porém imperfeito: a proteina selvagem pode acumular-se em algumas situacdes, por
exemplo, se ha supressdo de MDMZ2; por outro lado, algumas formas mutantes podem néo ser
detectadas pela imuno-histoquimica (FENOGLIO-PREISER et al., 2003). A concordancia
entre a avaliacdo imuno-histoquimica e a ocorréncia de mutacdo é de 73% no cancer gastrico,
de acordo com Soong et al. (1996).

Ha discordancia sobre 0 momento na evolucdo da doenca em que ocorre mutacdo de
TP53: de acordo com Busuttil et al. (2014), ha aumento da expressdo na progressdo da
mucosa normal & metaplasia intestinal e desta ao carcinoma, mas a mutacdo so é detectada no
cancer; ja segundo Shiao et al. (1994), ha mutagdes em 25% das mucosas normais adjacentes
a um carcinoma invasivo, mesmo que a imuno-histoquimica seja negativa. A maior
frequéncia de mutacdes é vista em metastases (YAMADA et al., 1991).

MutagOes do TP53 séo vistas em 66% dos adenocarcinomas de padréo intestinal e em
28,5% dos de padrdo difuso, de acordo com Busuttil et al. (2014). Apesar de esses
pesquisadores ndo terem detectado diferenca imuno-histoquimica entre os dois tipos
histoldgicos, trabalhos anteriores ja haviam demonstrado que a hiperexpressdo imuno-
histoquimica de p53 € mais frequente no tipo intestinal (GABBERT et al., 1995; LIU et al.,
2001). Neste tipo histologico, ela também ocorre mais precocemente (L1U et al., 2001).

A importancia prognostica da imuno-histoquimica para p53 no adenocarcinoma
gastrico ndo é tdo bem estabelecida. Vérios trabalhos mostraram associacdo entre sua

positividade ou alta expressdo com menor sobrevida, maior frequéncia de metastases
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linfonodais ou distantes, maior profundidade de invasdo tumoral, maior estadio; varias outras
pesquisas, porém, ndo encontraram correlagcdo com variaveis clinicopatoldgicas (FENOGLIO-
PREISER et al., 2003). De acordo com uma metandlise recente, a positividade imuno-
histoquimica de p53 €, sim, associada a menor sobrevida (YILDIRIM et al., 2015).

Como esperado pelo fato de a disfuncéo da p53 levar a menor inducéo de apoptose ou
de parada do ciclo em resposta ao dano do DNA, sua positividade imuno-histoquimica é
também correlacionada a pior resposta a regimes quimioterapicos variados (FENOGLIO-
PREISER et al., 2003), especialmente os que contém compostos com platina, que promovem
indiretamente quebras do DNA (YILDIRIM et al., 2015).

2.6.7 RADS1

O polimorfismo G135C do gene RAD51 é associado a maior risco de cancer gastrico.
Seus portadores tém sinais detectaveis de deficiéncia de reparo do DNA nos linfécitos do
sangue periférico (POPLAWSKI et al., 2006) . Foi também demonstrado que esse
polimorfismo é associado a ocorréncia de metaplasia intestinal antral em individuos
infectados por Helicobacter pylori (TRANG et al., 2016), a presenca de instabilidade
microssatélite nos adenocarcinomas gastricos de padrdo intestinal e a infeccdo por cepas
virulentas de Helicobacter pylori (SILVA-FERNANDES et al., 2017) .

Heeke et al. (2018) ndo detectaram mutacdes do RAD51 em canceres gastroesofagicos.

Diante do exposto, este trabalho justifica-se pela necessidade de melhor compreender
a influéncia de alteracBes da recombinacdo homologa na patogénese do adenocarcinoma
gastrico, especialmente por meio da avaliacdo de proteinas pouco estudadas (RAD51, ATR)
ou associadas a resultados prévios conflitantes (BRCAL1, BRCA2), mas também pela
correlacdo dessas com outras de importancia ja mais bem estabelecida (p53, ATM, yH2AX,
CHK2). Os achados poderdo subsidiar a pesquisa de novos alvos terapéuticos e estabelecer

novos biomarcadores prognosticos, de resposta a tratamento e diagnosticos.
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3. Objetivos

- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas RAD51, ATR, ATM, BRCA2, p53,
YH2AX, CHK2 e BRCAL1 em adenocarcinomas gastricos e na mucosa ndao neoplasica
respectiva.

- Correlacionar os resultados imuno-histoquimicos entre si e com varias caracteristicas
clinicas e patoldgicas, incluindo sobrevida, tipo e grau histoldgicos, tamanho tumoral,
presenca de metastases, de invasdo vascular, realizagdo prévia de tratamento neoadjuvante,

resposta a tratamento adjuvante/neoadjuvante.
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4. Materiais e métodos

4.1 Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP em
1/11/2017, no processo de numero 12349/17 (ANEXO A).

4.2 Delineamento do estudo

Este € um estudo caso-controle, retrospectivo e longitudinal, baseado na andlise
imuno-histoquimica de amostras de adenocarcinoma gastrico e da mucosa gastrica ndo
neoplésica dos mesmos pacientes, provenientes de pecas cirdrgicas de gastrectomia total ou
subtotal. O material foi obtido de blocos de parafina do arquivo do Servico de Patologia
(SERPAT) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP).

4.3 Casuistica

4.3.1 Populacgéo do estudo

Foram estudados pacientes submetidos a gastrectomia total ou subtotal no Hospital das
Clinicas da FMRP-USP, para tratamento de adenocarcinoma gastrico, de abril de 2008 a
junho de 2017.

4.3.2 Critérios de inclusao
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Foram incluidos somente adenocarcinomas primarios do estdmago, dos tipos difuso,
intestinal ou misto de Laurén.

Apenas tumores que infiltrassem a camada muscular prépria, podendo alcangar a
serosa ou 6rgdos adjacentes, foram incluidos.

4.3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos os casos com 6bito menos de 30 dias ap06s a cirurgia.

Foram excluidos os casos cujos blocos de parafina disponiveis tivessem tecido
neoplasico escasso ou ausente ou em que ndao houvesse mucosa gastrica ndo neoplésica
disponivel para amostragem.

Casos de tipo indeterminado na classificacdo de Laurén ou de tipos histoldgicos
especiais foram excluidos, assim como quaisquer neoplasias gastricas que nao
adenocarcinomas, como tumores neuroend0crinos ou tumores estromais.

Foram excluidos adenocarcinomas que tivessem sido considerados, de acordo com o
laudo anatomopatoldgico, oriundos do es6fago com extensao ao estbmago (porém os tumores
com centro no estdbmago com infiltracdo do eséfago distal ndo foram excluidos).

4.4 Revisdo histoldgica

Foi feita a revisdo histolégica dos tumores, que foram classificados de acordo com o
esquema de Laurén (LAUREN, 1965; LAUWERS et al., 2010). Também foi feita a
classificacdo do grau histoldgico em baixo (grau 1, tumores bem diferenciados), intermediario
(grau 2, tumores moderadamente diferenciados) e alto (grau 3, tumores pouco diferenciados)
(CARNEIRO et al., 2019). Foi observada a presenca de &reas mucinosas (ausentes, ou
presentes e correspondentes a menos ou mais de 50% do volume tumoral), de células em anel
de sinete, de invasdo vascular linfatica ou sanguinea, de invasdo perineural, de infeccdo por
Helicobacter pylori, de gastrite e de metaplasia intestinal. Também foi feito o estadiamento
patologico, de acordo com a 82 edicdo da classificagdo TNM da UICC (GOSPODAROWICZ
etal., 2017) (QUADRO 3).
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4.5 Anédlise dos prontuarios

Foram obtidas as seguintes informagdes dos prontuarios: sexo; idade; tipo de cirurgia;
local da lesdo; tamanho da leséo; presenca e local de metéastase; historia pessoal de doencas,
tabagismo, alcoolismo; histéria familiar de cancer gastrico ou de outras doencas
(especialmente neoplasias); tratamento adjuvante; tratamento neoadjuvante; ocorréncia e
caracteristicas de recidiva; sobrevida global a partir da cirurgia; sobrevida livre de doenca.

Quadro 3. Estadiamento dos carcinomas gastricos, de acordo com a 82 edicdo da classificacdo TNM
da UICC (GOSPODAROWICZ et al., 2017).

pT (profundidade de invasao) pTis: carcinoma in situ (intraepitelial)
pTla: invasdo da lamina prépria ou muscular
da mucosa

pT1b: invaséo da submucosa
pT2: invasdo da muscular prépria
pT3: invasdo da subserosa ou tecido adiposo
do omento maior ou menor
pT4a: ruptura da serosa
pT4b: infiltracdo de Orgdos ou estruturas
adjacentes (excluindo-se extensdo intramural
ao esdfago ou duodeno)
PN (linfonodos regionais) pNO: auséncia de metastase em linfonodos
pN1: metastases em 1 ou 2 linfonodos
pN2: metéstases em 3 a 6 linfonodos
pN3a: metéstases em 7 a 15 linfonodos
pN3b: metastases em 16 ou mais linfonodos
(p)M (metéstases distantes) MO: auséncia de metastase distante
M1: metastase distante (incluindo implantes
peritoneais)
Estadio patoldgico 0: Tis NO MO
IA: T1 NO MO
IB: T1 N1 MO
T2 NO MO
I1A: T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
11B: T1 N3a MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4a NO MO
IHA: T2 N3a MO
T3 N2 MO
T4a N1, N2 MO
T4b NO MO
I1IB: T1, T2 N3b MO
T3, T4a N3a MO
T4b N1, N2 MO
IIC: T3, T4a N3b MO
T4b N3a, N3b M0
IV: qualquer T, qualquer N, M1
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4.6 Confeccdo dos TMAS

Foram confeccionados blocos de parafina com microarranjos teciduais (tissue
microarrays, TMAS), retirando-se amostras dos blocos de parafina doadores com agulhas de 2
mm de calibre. De cada caso, foram obtidas duas amostras representativas da neoplasia, em
geral uma da porcéo superficial e outra da porcdo profunda do tumor, e uma amostra de
mucosa gastrica ndo neoplasica, evitando-se, sempre que possivel, areas com metaplasia

intestinal e excluindo-se areas displasicas.

4.7 Imuno-histoquimica

Dos blocos de parafina contendo os TMAs, foram feitos cortes de 4um de espessura,
que foram depositados sobre 1dminas silanizadas. Procedeu-se a desparafinizagdo com banhos
sucessivos de xilol e alcool, e, entdo, a recuperacdo antigénica, com os tampdes especificados
abaixo (TABELA 1). Apds a recuperacdo antigénica, as laminas foram incubadas com 0s
anticorpos discriminados a -4°C, por 1h30min no caso de BRCA2, e por 12h para os demais
anticorpos. Foi usado o kit de deteccdo livre de biotina Reveal (Biogen). Os cortes foram
incubados com solucdo de diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio. Foram

contracorados com hematoxilina de Harris e montados com laminulas com Entelan (Merck).

4.8 Critérios de avaliacdo imuno-histoquimica

Foi avaliada a intensidade de marcacdo (fraca, moderada ou forte) e estimada a
porcentagem de células marcadas (neoplasicas, nas amostras tumorais; epiteliais foveolares e
glandulares, nas amostras de mucosa gastrica). Calculou-se, entdo, a pontuacdo histoquimica
(H-score) de cada caso, obtida da multiplicacdo da porcentagem de células marcadas por 1, 2
ou 3, respectivamente para marcacédo fraca, moderada ou forte, portanto com valor possivel de
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0 a 300. Foram avaliadas separadamente a marcacdo nuclear e a citoplasmética, quando
aplicavel.

Os casos com marcagdo em 10% ou menos das células neoplasicas foram considerados
negativos; os com marcacdo em mais de 10%, positivos. Congquanto ndo haja na literatura
uniformidade dos critérios imuno-histoquimicos para os marcadores avaliados, o ponto de
corte de 10% é comumente adotado, ja tendo sido usado, com algumas variacdes, para ATM e
CHK2 (LEE et al., 2014), p53 (FENOGLIO-PREISER et al., 2003), BRCA1 (CHEN et al.,
2013) e, no adenocarcinoma prostatico, para RAD51 (MITRA et al., 2009).

Tabela 1. Anticorpos usados para imuno-histoquimica

Anticorpo  Fabricante Cadigo Tipo Recuperagéo Diluicéo
anti- antigénica
p53 Novocastra NCL-p53- monoclonal de Citrato, pH 6,0 1:50
DO7 camundongo
CHK2 Novocastra DCS270.1 monoclonal de Tris-EDTA, pH 9,0 1:100
camundongo
BRCA1 St John’s STJ113833  policlonal de Diva Decloaker, 10X 1:300
Laboratory coelho (Biocare Medical)
BRCA2 St John’s STJ91885 policlonal de Diva Decloaker, 10X 1:100
Laboratory coelho (Biocare Medical)
ATM St John’s STJ97797 monoclonal de Diva Decloaker, 10X 1:400
Laboratory camundongo (Biocare Medical)
ATR Abcam ab178407 monoclonal de Diva Decloaker, 10X 1:100
coelho (Biocare Medical)
RAD51 St John’s STJ95330 policlonal de Diva Decloaker, 10X 1:100
Laboratory coelho (Biocare Medical)
YH2AX Abcam ab26350 monoclonal de Diva Decloaker, 10X 1:100
camundongo (Biocare Medical)

Adicionalmente, para uma analise com maior estratificacdo dos resultados e que

levasse em conta a variacdo de intensidade de marcacao, os casos positivos foram divididos
em dois grupos: os de baixa expressdo, com H-score menor ou igual & mediana dos casos
positivos (de cada marcador, e separadamente para as amostras tumorais e ndo neoplasicas), e
com alta expressdo, com H-score maior que a mediana, assim como feito por Zhang et al.
(2018) para estudo de BRCA1 e BRCAZ2.
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4.9 Analise estatistica

Inicialmente todas as varidveis foram analisadas descritivamente. Para as variveis
quantitativas, essa analise foi feita através da observacdo dos valores minimos e maximos, e
do calculo de médias, desvios-padréo e mediana. Para as varidveis qualitativas, calcularam-se
frequéncias absolutas e relativas.

Para a comparagdo de médias de dois grupos, foi utilizado o teste t de Student
(ROSNER, 2015).

Para testar-se a homogeneidade entre as proporcdes, foi utilizado o teste qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher (ROSNER, 2015).

Para o estudo das correlacdes entre os marcadores, foi utilizado o coeficiente de
correlagdo de Spearman (ROSNER, 2015).

O estudo da sobrevida e sobrevida livre de doenca foi realizado através da curva de
sobrevida de Kaplan-Meier com teste log-rank (GAUVREAU e PAGANO, 2004).

Para o céalculo das hazard ratio, foi utilizado o modelo de regressdo de Cox uni e
multivariado (GAUVREAU e PAGANO, 2004).

O software usado para os calculos foi 0 SPSS 17.0 para Windows.

O nivel de significancia considerado para os testes foi de 5%.

O estudo da correlacdo entre os marcadores pelo coeficiente de Spearman foi feito
considerando-se os valores individuais de H-score.

A avaliacdo da correlacdo entre os achados imuno-histoquimicos e 0s varios
parametros clinicopatoldgicos, incluindo sobrevida global e livre de doenca, foi feita de dois
modos: com a divisdo dos resultados imuno-histoquimicos em trés grupos (negativos,
positivos com baixa expressdo e positivos com alta expressdo), e com a divisdo em dois
grupos (positivos e negativos). Em alguns casos, foi feita também a comparacdo entre
positivos com alta expressdo e o conjunto formado por negativos e positivos com baixa
expressdao. Como excecdo, a analise em dois grupos de CHK2 nos tumores foi feita pela
comparagdo entre 0s casos positivos com baixa expressao e 0s positivos com alta expresséo,

porgue apenas um caso foi negativo.
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas gerais da populacao
De um total inicial de 136 casos de adenocarcinoma géastrico, 11 foram excluidos por

Obito antes de 30 dias ap0s a gastrectomia e 4 por ndo se enquadrarem nos tipos intestinal,
difuso ou misto de Laurén — 3 casos de carcinoma medular e 1 caso de carcinoma sélido
pouco diferenciado de tipo indefinido —, restando 121 casos em estudo.

Eram do sexo masculino 85 pacientes (70,2%), e do sexo feminino, 36 pacientes
(29,8%).

A idade média dos 121 pacientes ao diagnostico foi 63,10 anos, com minima de 21
anos, maxima de 94 anos, mediana de 65 anos e desvio padrdo de 12,26 anos.

De acordo com a classificagdo de Laurén, 56 (46,3%) casos eram do tipo difuso, 49
(40,5%), do tipo intestinal, e 16 (13,2%), mistos (TABELA 2 e FIGURAS 4 ¢ 5).

Células em anel de sinete, mesmo que em quantidades minimas, foram sempre vistas
nos casos difusos. Apenas em 5 deles, no entanto, elas eram mais de 50%.

Havia no total 3 carcinomas mucinosos, i.e., com mais de 50% do volume tumoral
constituido de mucina (CARNEIRO et al., 2019), destes, 1 era de tipo intestinal, pouco
diferenciado, e 2 eram difusos, ambos com mais de 50% das células em anel de sinete. Além
disso, havia 15 tumores focalmente mucinosos (com acUimulo de mucina extracelular
correspondente a menos de 50% do volume tumoral), sendo 5 difusos (incluindo 1 com
predominio de células em anel de sinete), 3 intestinais (1 bem diferenciado e 2

moderadamente diferenciados) e 7 mistos.

Figura 4. Distribuicdo dos casos por tipo histoldgico.

Tipo histologico

m difuso
M intestinal

misto
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Tabela 2. Sexo e idade na populagéo total e por tipo histolégico.

Total Difusos Intestinais Mistos
NUmero 121 56 (46,3%) 49 (40,5%) 16 (13,2%)
Sexo M/F 85/36 36/20 36/13 13/3
(70,3% / 29,7%) (64,29% / 35,71%) (73,47% / 26,53%) (81,25% / 18,75%)
Idade
média
] 63 anos (21-94) 59 anos (21-81) 67 anos (43-94) 64 anos (49-79)
(minima-
maxima)

Os 49 adenocarcinomas de tipo intestinal incluiam 1 caso de padrao tubulo-papilar,
moderadamente diferenciado; os demais tinham arquitetura tubular, assim como o
componente intestinal de todos 0s tumores mistos.

Dos tumores de tipo intestinal, 24,49% (12/49) eram bem diferenciados (de grau 1);
57,14% (28/49), moderadamente diferenciados (de grau 2); e 18,37% (9/49), pouco
diferenciados (de grau 3). Todos os difusos e mistos foram considerados de grau 3. Portanto,
havia no total 12 (9,9%) casos de grau 1, 28 (23,1%) de grau 2 e 81 (66,9%) de grau 3.

Cinquenta e nove (48,8%) pacientes foram submetidos a gastrectomia subtotal, e 62
(51,2%) a gastrectomia total. Em sete casos (dois de gastrectomia subtotal e cinco de
gastrectomia total), foram realizados procedimentos adicionais simultaneos para ressecgédo de
outras estruturas acometidas pela neoplasia, como pacreatectomia, hepatectomia e colectomia
segmentares ou esplenectomia. Oito das gastrectomias totais eram mais especificamente
degastrectomias; as gastrectomias subtotais prévias tinham sido por Glcera em 5 casos, por
motivo ndo especificado em 2 casos, e por adenocarcinoma gastrico em 1 caso, 7 anos antes
da recidiva.
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Figura 5. Histologia dos adenocarcinomas gastricos. A: padrdo intestinal (400X). B: padrdo difuso
(400X). C: adenocarcinoma difuso de células em anel de sinete, indicadas por setas (400X). D: area
mucinosa (setas) em adenocarcinoma de padréo intestinal (200X).
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Em 62 casos (51,2%), a neoplasia era localizada na regido antral e/ou pilérica; em 24
casos (19,8%), no corpo e/ou fundo; em 8 casos (6,6%), no cérdia; e, em 27 casos (22,3%),
em mais de uma dessas regides (TABELA 3).

O tamanho dos tumores estava especificado no laudo anatomopatol6gico de 118 casos.
Em 3 pacientes, havia duas lesdes. O tamanho médio no maior eixo foi 5,91 cm (desvio-
padrdo: 2,98 cm; minimo: 1,2 cm; méaximo: 16,5 cm), considerando-se no calculo apenas a
lesdo maior dos pacientes com duas lesdes (TABELA 3).

Foi detectada infiltracdo neoplésica perineural em 52,9% (64/121) dos casos. Invaséo
vascular sanguinea ou linfética foi observada em 80,2% (97/121) dos casos (TABELA 4).
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Tabela 3. Localizacdo e tamanho tumoral na populacao total e por tipo histoldgico.

Total Difusos Intestinais Mistos
Local
antro/piloro 62 (51,2%) 27 (48,21%) 25 (51,02%) 10 (62,5%)
corpo/fundo 24 (19,8%) 11 (19,64%) 10 (20,41%) 3 (18,75%)
cardia 8 (6,6%) 4 (7,14%) 2 (4,08%) 2 (12,5%)
mais de uma regido 27 (22,3%) 14 (25%) 12 (24,49%) 1 (6,25%)
Tamanho médio 5,91 cm 6,04 cm 6,01 cm 5,16 cm

Com relacdo a profundidade de invasdo, 16,53% (20/121) dos tumores infiltravam
apenas até a camada muscular propria (pT2), 66,94% (81/121) até a subserosa ou tecido
adiposo perigéastrico do omento maior ou menor (pT3), 9,09% (11/121) rompiam a serosa sem
acometer outros 6rgdos ou estruturas (pT4a), e 7,44% (9/121) infiltravam outros érgdos ou
estruturas, exceto extensdo intramural ao esdfago ou duodeno (pT4b).

Metastase em linfonodos regionais estava presente em 66,9% dos casos (81/121),
sendo 15,70% do total (19/121) classificados como pN1, 22,31% (27/121) como pN2, 20,66%
(25/121) como pN3a e 8,26% (10/121) como pN3b.

Metastases a distancia (estadio V) estavam presentes na época do diagndstico em 21
pacientes (17,36%); havia metastase pulmonar em 3 casos, hepatica em 5 casos, pancreéatica
em 2 casos, ovariana em 1 caso, no c6lon ascendente em 1 caso, implantes peritoneais em 12
casos, e metastases em linfonodos distantes em 2 casos (cervical e pericélico).

Havia registro de histéria familiar de cancer em parentes de até terceiro grau em 27
pacientes (22,3%). Nove pacientes (7,4% do total) tinham parentes de até terceiro grau com
historia de cancer gastrico; predominou o tipo histolégico intestinal entre esses pacientes (6
intestinais e 3 difusos).

Doze pacientes (9,9%) tiveram outras neoplasias malignas, antes ou depois do cancer
gastrico ou simultaneamente. Havia casos de adenocarcinoma de prdstata, colon, endométrio
e duodeno; de carcinoma epidermoide da lingua, laringe ou eséfago; além de um carcinoma
urotelial da bexiga, um linfoma difuso de grandes células B, um carcinoma ameloblastico da

mandibula e um carcinoma basocelular com infiltragdo orbitaria.



Resultados 53

Tabela 4. Caracteristicas clinicopatoldgicas na populacao total e por tipo histoldgico.

Total Difusos Intestinais Mistos
Invasao 64 (52,9%) 31 (55,36%) 22 (44,90%) 11 (68,75%)
perineural
Invasdo vascular 97 (80,2%) 49 (87,5%) 34 (69,39%) 14 (87,5%)
pT
pT2 20 (16,53%) 7 (12,5%) 9 (18,37%) 4 (25%)
pT3 81 (66,94%) 37 (66,07%) 34 (69,39%) 10 (62,5%)
pT4 20 (16,53%) 12 (21,43%) 6 (12,24%) 2 (12,5%)
Metastase 81 (66,9%) 47 (83,93%) 24 (48,97%) 11 (68,75%)
linfonodal
Metastase distante 21 (17,4%) 9 (16,07%) 9 (18,37%) 3 (18,75%)
Estadio
i1l 52 (43,0%) 18 (32,14%) 28 (57,14%) 6 (37,5%)
/v 69 (57,0%) 38 (67,86%) 21 (42,86%) 10 (62,5%)

Tinham histdria de tabagismo 46 pacientes (38,0%), e de alcoolismo, 29 (24,0%).

Nas pecas cirdrgicas das gastrectomias, foi detectada, por meio de avaliacdo
histoldgica convencional, presenca de Helicobacter pylori em 38,0% dos casos (46/121).
Gastrite na mucosa ndo tumoral foi observada em 90,9% dos casos (110/121), e metaplasia
intestinal em 47,1% (57/121). Em 45 dos 46 casos (97,8%) com infeccdo por Helicobacter
pylori, havia gastrite. Todos os casos de metaplasia intestinal eram associados a gastrite, mas
em apenas 42,1% deles (24/57) foi vista Helicobacter pylori (TABELA 5).
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Tabela 5. Associacdo a H. pylori, gastrite
histoldgico.

e metaplasia intestinal na populacdo total e por tipo

Total Difusos Intestinais Mistos
H. pylori 46 (38,0%) 19 (33,93%) 18 (36,73%) 9 (56,25%)
Gastrite 110 (90,9%) 48 (85,71%) 47 (95,92%) 15 (93,75%)
Metaplasia intestinal 57 (47,1%) 19 (33,93%) 31 (63,27%) 7 (43,75%)

Vinte e sete pacientes (22,3%) nao foram submetidos a nenhuma terapia adjuvante ou

neoadjuvante. Tratamento neoadjuvante foi realizado em 33 pacientes (27,3%), dos quais 32

também foram submetidos a terapia apos a cirurgia. Os 61 pacientes restantes (50,4%)

tiveram apenas tratamento adjuvante, pos-cirargico. Desses 61 pacientes, 21 (17,4%) foram

tratados de acordo com o protocolo de MacDonald (fluorouracil, leucovorin e radioterapia),

16 (13,2%) com esquemas variados que incluiam platina, 12 (9,9%) com outros regimes, 10

(8,3%) com tratamento ndo especificado e 2 (1,7%) exclusivamente com radioterapia

(FIGURA 6).

Figura 6. Esquemas de terapia adjuvante ou neoadjuvante a que os pacientes foram submetidos.

Tipo de tratamento

A neoadjuvancia consistiu

B MacDonald
B Neoadjuvante

m Adjuvante com

platina
®m Nenhum

B Qutros

M Radioterapia

exclusiva
Adjuvante ndo

especificado

exclusivamente em ECX (epirrubicina, cisplatina,

capecitabina) em 24 pacientes, em EOX (epirrubicina, oxaliplatina, capecitabina) em 1
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paciente, em ECX depois substituido por EOX em 1 paciente, e em ECX depois substituido
por capecitabina associada a radioterapia em 1 paciente. O esquema de tratamento era em
geral mantido ap6s a cirurgia, com algumas excecbes. Nao encontramos registro do
tratamento realizado nos 6 casos restantes.

Setenta e cinco (62,0%) pacientes foram a 6bito. O tempo de sobrevida global apds a
cirurgia (TABELA 6 e FIGURA 7) variou de 2 meses a 10 anos (média de 2,75 anos com

desvio-padréo de 2,54 anos e mediana de 1,90 ano).

Tabela 6. Sobrevida global na populacéo total e por tipo histoldgico.

Sobrevida global Total Difusos Intestinais Mistos
2 anos 55,0% (61/111) 43,75% 66,67% 53,33%
53,0%* (21/48) (32/48) (8/15)

3 anos 43,4% (46/106) 30,43% 56,52% 42,86%
44,1%* (14/46) (26/46) (6/14)

5 anos 26,8% (26/97) 18,18% 37,5% 23,08%
34,2%* (8/44) (15/40) (3/13)

(casos com perda
do seguimento
foram censurados)

*probabilidade estimada de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier.

Figura 7. Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global para a populacéo total em estudo.
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O tempo de sobrevida livre de doenca (FIGURA 8) ap0s a cirurgia variou de 0 a 10
anos (média de 2,40 anos com desvio-padrdo de 2,65 anos e mediana de 1,31 ano).
Houve recidiva documentada em 28 casos (23,14%). Recidiva local ocorreu em 7

casos, peritoneal em 8 casos, hepatica em 6 casos, 0ssea em 4 casos, pulmonar em 4 casos,
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retroperitoneal em 2 casos, em linfonodo hilar hepatico em 1 caso, pleural em 1 caso,

ovariana em 1 caso, no intestino delgado em 1 caso.

Figura 8. Curva de Kaplan-Meier da sobrevida livre de doenga para a populacédo total em estudo.
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5.2 Influéncia das caracteristicas clinicopatoldgicas na sobrevida

A sobrevida global apos a cirurgia foi menor, com significancia estatistica, para os
pacientes submetidos a gastrectomia total, para aqueles com maior tamanho tumoral, com tipo
histologico difuso, presenga de invasdo vascular, maior profundidade de invasdo tumoral,
presenca de metastase linfonodal regional, presenca de metéstase distante, maior estadio, e
sem tratamento neoadjuvante (TABELA 7 e FIGURA 9).



Tabela 7. Influéncia das caracteristicas clinicopatolégicas na sobrevida global.
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Fatores com influéncia na

. Hazard ratio de morte p
sobrevida global
Tipo de gastrectomia 1,768 (total em relagdo a subtotal) 0,017
Tamanho tumoral 1,125 (para cada centimetro de aumento) 0,001
Tipo histol6gico 1,701 (do tipo difuso em relacdo ao intestinal) 0,036
Invaséo vascular 1,527 0,002
Profundidade de invaséo tumoral 2,836 (T3-4 em comparagéo com T2) 0,006
Metastase linfonodal regional 2,727 < 0,001
Metastase distante 1,737 0,047
Estadio 2,699 (I11-1V em comparacdo com I-11) < 0,001
Tratamento neoadjuvante 0,483 0,014

A sobrevida livre de doenca foi menor, com significancia estatistica, para os pacientes

submetidos a gastrectomia total, para aqueles com tumor no céardia ou com maior tamanho,

presenca de invasdo perineural, presenca de invasdo vascular, maior profundidade de invasédo

tumoral, presenca de metéstase linfonodal regional, presenca de metastase distante, maior
estadio, e sem tratamento neoadjuvante (TABELA 8 e FIGURA 9).

Tabela 8. Influéncia das caracteristicas clinicopatoldgicas na sobrevida livre de doenca.

Fatores com influéncia na

o Hazard ratio de morte ou recidiva p
sobrevida livre de doenca
Tipo de gastrectomia 1,961 (total em relacéo a subtotal) 0,004
Localizacdo no cardia 2,432 (em relacdo a localizacdo antropil6rica) 0,035
Tamanho tumoral 1,116 (para cada centimetro de aumento) 0,001
Invasdo perineural 1,697 0,022
Invasdo vascular 2,514 0,005
Profundidade de invasdo tumoral 2,828 (T3-4 em comparagdo com T2) 0,004
Metastase linfonodal regional 2,643 < 0,001
Metastase distante 5,604 < 0,001
Estadio 3,409 (11-1V em comparagdo com I-11) < 0,001
Tratamento neoadjuvante 0,501 0,014




Resultados 58

Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global e da sobrevida livre de doenca, comparando o0s
pacientes com e sem tratamento neoadjuvante. A sobrevida € maior para aqueles com o tratamento,
com significancia estatistica pelo teste log-rank.

= 10 # o 10 1
509 2 09
E ©
508 T 08
o 07 p=0.001 £ o7
o
806 0 06
© % ©
EO05 we05 -
H T o
204 £S04 |
] =)
%03 8303 -
2
502 4 02 -
©
s T
201 2 01 -
2 a
o 0,0 . . . . . . . . L . , S 00 L . . . L . . . . . ,
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M E 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Tempo (em anos) Tempo (em anos)
Trat. neoadjuvante N3o Sim Trat. neoadjuvante Nzo Sim

Idade, sexo, grau histolégico, presenca de areas tumorais mucinosas, predominio de
células em anel de sinete, historia familiar de cancer gastrico, historia pessoal de outros tipos
de céncer, histéria de tabagismo ou alcoolismo, presenca de gastrite, de infeccdo por
Helicobacter pylori ou de metaplasia intestinal ndo tiveram influéncia estatisticamente

significativa na sobrevida global ou na livre de doenca.

5.3 Achados imuno-histoquimicos nos adenocarcinomas

P53 e CHK2 tiveram apenas marcacdo nuclear. De BRCAL, BRCA2, ATR e RAD51,
foi avaliada separadamente a marcacdo nuclear e a citoplasmatica nos tumores. ATM e
YH2AX mostraram marcagdo nuclear e marcagdo citoplasmatica fraca, aparentemente
inespecifica, a qual ndo foi considerada na avaliacdo. Os resultados imuno-histoquimicos nas

amostras tumorais estdo sumarizados abaixo (TABELA 9).
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Tabela 9. Achados imuno-histoquimicos nas amostras tumorais.

Resultado auséncia negativo positivo positivo com  positivo com total
imuno- completa de (£10% das (total) baixa alta
histoquimico no marcacao células) expressao expressao
tumor
p53 34 (28,10%) 54 (44,63%) 67 34 (28,10%) 33 (27,27%) 121
(55,37%)
CHK2 0 1 (0,83%) 120 69 (57,02%) 51 (42,15%) 121
(99,17%)
ATM 4 (3,36%) 7 (5,88%) 112 62 (52,10%) 50 (42,02%) 119
(94,12%)
BRCAL nuclear 12 (10,0%) 18 (15,00%) 102 56 (46,67%) 46 (38,33%) 120
(85,00%0)
BRCA1 4 (3,33%) 8 (6,61%) 113 59 (48,76%) 54 (44,63%) 121
citoplasmatico (93,39%)
BRCA2 nuclear 64 (52,89%) 77 (63,64%) 44 22 (18,18%) 22 (18,18%) 121
(36,36%)
BRCA2 71 (58,68%) 74 (61,16%) 47 26 (21,49%) 21 (17,36%) 121
citoplasmatico (38,84%)
ATR nuclear 44 (36,67%) 71 (59,17%) 49 29 (24,17%) 20 (16,67%) 120
(40,83%)
ATR 42 (35%) 75 (62,50%) 45 28 (23,33%) 17 (14,17%) 120
citoplasmaético (37,50%)
RADS1 nuclear 17 (14,29%) 22 (18,49%) 97 49 (41,18%) 48 (40,34%) 119
(81,51%)
RAD51 13 (10,92%) 19 (15,97%) 100 50 (42,02%) 50 (42,02%) 119
citoplasmaético (84,03%)
YH2AX 45 (37,19%) 57 (47,11%) 64 33 (27,27%) 31 (25,62%) 121
(52,89%)

O H-score mediano dos casos positivos para p53 (FIGURA 10) foi 160, e 0 maximo

foi 285 (marcagdo forte em 95% das células neoplésicas).
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Figura 10. Imuno-histoquimica para p53 nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacéo fraca. C:
marcagdo moderada. D: marcacéo forte. Setas indicam a marcacéo, nuclear. (Aumento de 400X.)
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O marcador CHK2 (FIGURA 11) foi considerado negativo em apenas um dos tumores
(0,83%), um adenocarcinoma difuso mucinoso em que havia marcagdo nuclear em cerca de
5% das células. O H-score mediano dos casos positivos foi 210, e 0 maximo foi 285

(marcacéo forte em 95% das células neoplésicas).
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Figura 11. Imuno-histoquimica para CHK2 nos adenocarcinomas. A: marcacdo fraca. B e C:
marcagdo moderada. D: marcacéo forte. Setas indicam a marcacéo, nuclear. (Aumento de 400X.)
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O H-score mediano dos casos positivos para ATM (FIGURA 12) foi 90, e 0 maximo
foi 285 (marcacéo forte em 95% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para BRCAL nuclear (FIGURA 13) foi 120, e
0 méximo foi 300 (marcacéo forte em 100% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para BRCA1 citoplasmatico (FIGURA 13) foi
180, e 0 maximo foi 300 (marcacdo forte em 100% das células neopléasicas).
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Figura 12. Imuno-histoquimica para ATM nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacéo fraca. C:
marcagdo moderada. D: marcacéo forte. Setas indicam a marcacéo, nuclear. (Aumento de 400X.)

O H-score mediano dos casos positivos para BRCA2 nuclear (FIGURA 14) foi 35, e 0
méaximo foi 210 (marcagéo forte em 70% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos foi para BRCAZ2 citoplasmaético (FIGURA 14)
foi 80, e 0 maximo foi 240 (marcag&o forte em 80% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para ATR nuclear (FIGURA 15) foi 60, e o
méaximo foi 270 (marcagéo forte em 90% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para ATR citoplasméatico (FIGURA 15) foi

60, e 0 maximo foi 285 (marcacdo forte em 95% das células neoplasicas).
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Figura 13. Imuno-histoquimica para BRCA1 nos adenocarcinomas. A: marcagdo principalmente
nuclear. B: marcacdo citoplasmatica. C e D: marcacdo nuclear e citoplasmatica. Setas: marcacao
nuclear. Pontas de seta: marcacéo citoplasmatica. (Aumento de 400X.)
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O H-score mediano dos casos positivos para RAD51 nuclear (FIGURA 16) positivos
foi 80, e 0 maximo foi 300 (marcacao forte em 100% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para RAD51 citoplasmatico (FIGURA 16) foi
155, e 0 maximo foi 300 (marcacdo forte em 100% das células neoplésicas).

O H-score mediano dos casos positivos para YH2AX (FIGURA 17) foi 70, e o
méaximo foi 210 (marcagéo forte em 70% das células neoplésicas).
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Figura 14. Imuno-histoquimica para BRCA2 nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacéo
principalmente nuclear. C: marcagdo citoplasmética. D: marcagdo nuclear e citoplasmatica. Setas:
marcacdo nuclear. Pontas de seta: marcacdo citoplasmatica. (Aumento de 400X.)
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Figura 15. Imuno-histoquimica para ATR nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacdo nuclear. C:
marcacdo citoplasmatica. D: marcagdo nuclear e citoplasmatica. Setas: marcagdo nuclear. Pontas de

seta: marcacao citoplasmatica. (Aumento de 400X.)
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Figura 16. Imuno-histoquimica para RAD51 nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacéo
principalmente nuclear. C: marcagdo citoplasmatica. D: marcagdo nuclear e citoplasmética. Setas:
marcacdo nuclear. Pontas de seta: marcacdo citoplasmatica. (Aumento de 400X.)
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Figura 17. Imuno-histoquimica para YH2AX nos adenocarcinomas. A: negativo. B: marcacdo fraca.
C: marcagdo moderada. D: marcacéo forte. Setas indicam a marcacdo, nuclear. (Aumento de 400X.)
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5.4 Achados imuno-histoquimicos nha mucosa nao neoplésica

Havia amostras de mucosa gastrica ndo neoplasica avaliaveis nos TMAs de 117 casos,
sendo 93 de mucosa oxintica, 10 de mucosa antral, 3 de mucosa cérdica, 3 de mucosa de
transicdo corpo-antral e 8 de mucosa de local indefinido.

Enquanto nos adenocarcinomas houve ampla variacdo de intensidade de marcacéo e
da proporc¢éo das células marcadas para todas as proteinas avaliadas, notando-se muitos casos
de marcagdo forte e difusa, a marcagdo na mucosa gastrica ndo neoplésica foi mais uniforme,
focal e fraca ou, no méximo, moderada (FIGURA 18).

Né&o houve nenhuma marcagdo para p53 nas amostras ndo tumorais.

Para todas as demais proteinas avaliadas, foi observada marcacdo nuclear em células
epiteliais foveolares ou glandulares (oxinticas, antrais ou cardicas). BRCAL1, ATM e RAD51
mostraram marcacao nuclear fraca a moderada no epitélio glandular e foveolar, em cerca de
30% das células. Para CHK2, houve marcacdo nuclear fraca a moderada difusa na porcao
inferior das fovéolas (compartimento proliferativo), e apenas em esparsas células na porcéao
superior das fovéolas e nas glandulas.

Tal tendéncia a marcacdo nuclear mais intensa e difusa na porcao inferior das fovéolas
foi também observada com BRCA2, ATR e YH2AX. Os resultados de marcacao nuclear para
estas trés proteinas foram variados e puderam ser classificados de acordo com o0s critérios
especificados previamente (TABELA 10), enquanto os dos demais marcadores foram

semelhantes em todas as amostras.

Tabela 10. Achados imuno-histoquimicos na mucosa ndo neoplasica.

Marcador na auséncia negativo positivo positivo com positivo com

mucosa gastrica completa de (<10% das (total) baixa alta

ndo neoplésica marcagao células) expressao expressao

BRCA2 40 (34,19%) 78 (66,67%) 39 33 (28,21%) 6 (5,13%)
(33,33%)

ATR 26 (22,22%) 43 (36,75%) 74 56 (47,86%) 18 (15,38%)
(63,25%)

YyH2AX 31 (26,5%) 60 (51,28%) 57 29 (24,79%) 28 (23,93%)

(48,72%)
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O H-score mediano dos casos positivos para BRCA2 foi 20, correspondente a
marcacdo fraca em cerca de 20% das células vista nos casos positivos com baixa expressao, e
0 maximo foi 40 (marcacdo moderada em 20% das células epiteliais).

O H-score mediano dos casos positivos para ATR foi 40 (38 casos apresentaram
marcacdo moderada em cerca de 20% das células), e 0 maximo foi 100 (marcagdo moderada
em 50% das células epiteliais).

O H-score mediano dos casos positivos para YH2AX foi 20, correspondente a
marcacdo fraca em cerca de 20% das células vista nos casos positivos com baixa expressao. e
0 méximo foi 100 (marca¢do moderada em 50% das células epiteliais).

Dos 40 casos em que a mucosa ndo neoplésica teve total auséncia de marcagdo nuclear
para BRCA2, houve total auséncia de marcacdo (nuclear ou citoplasmatica) no respectivo
tecido tumoral em 14. Para ATR, em 1 dos 26 casos. Para YH2AX, em 18 dos 31 casos.
Considerando-se os valores individuais de H-score, a marcacdo de BRCA2 na mucosa
mostrou correlagdo positiva significativa com BRCA2 nuclear no tumor (r de Spearman =
0,185, p = 0,045), mas ndo com BRCAZ2 citoplasmatico no tumor (r = -0,044, p = 0,640). A
marcacdo de ATR na mucosa mostrou correlacdo positiva significativa com ATR nuclear no
tumor (r = 0,402, p < 0,001), mas ndo com ATR citoplasmatico no tumor (r = 0,048, p =
0,612). A marcagdo de YH2AX na mucosa mostrou correlacdo positiva significativa com
YH2AX no tumor (r = 0,201, p = 0,030).

Além da marcacdo nuclear nas células epiteliais, foi vista marcacdo citoplasmatica
provavelmente inespecifica nas glandulas oxinticas, antrais ou cardicas, principalmente nas
células parietais. Tal marcagdo foi fraca a moderada com ATM, BRCA1, RADS1 e YH2AX; e
muito fraca e ocasional com CHK2, ATR e BRCAZ2.

Também ocorreu marcacao nuclear de linfécitos — numerosos com ATM, BRCAL e
RADS51; alguns com CHK2; raros com ATR e YH2AX. Marcagdo provavelmente inespecifica
no citoplasma de plasmacitos, histidcitos e neutréfilos foi vista com ATM, BRCA1L, RAD51,
YH2AX e, em menor grau, com CHK2 e BRCA2. Os feixes nervosos mostraram marcagao
nuclear e citoplasmatica para ATR.

Focos de metaplasia intestinal estavam presentes em 21 das 117 amostras de mucosa
ndo neoplasica. O padrdo de marcacdo na metaplasia foi semelhante ao da mucosa adjacente,
para todas as proteinas avaliadas.

Para comparacéo, fizemos adicionalmente a imuno-histoquimica em cortes de mucosa

gastrica normal oriundos de um caso de cirurgia bariatrica, que teve positividade com baixa
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expressdo para BRCA2, ATR e yH2AX, e resultados semelhantes as das amostras ndo

tumorais dos pacientes em estudo para os demais marcadores.

Figura 18. Imuno-histoquimica na mucosa nao neoplésica. As setas indicam marcagdo nuclear fraca a
moderada em células epiteliais. (Aumento de 400X.)

T R PP Iy '{"'\
N

Gt T
N T S
. g > / ®
ﬁl‘ « g‘ v;.} --:“7 ‘.' -

e — <




Resultados 69

Houve correlacdo estatisticamente significativa (p < 0,001) entre a imuno-
histoquimica para BRCA2 na mucosa ndo neoplasica e o tipo de mucosa avaliada, notando-se
maior frequéncia de positividade na mucosa antral (8/10; 80%) que na oxintica (22/93;
23,66%). Para ATR e YH2AX, ndo houve associagdo com o tipo de mucosa.

Os vérios parametros clinicopatologicos avaliados, incluindo a presenca de gastrite,
metaplasia intestinal ou infeccdo por Helicobacter pylori, ndo tiveram correlagdo com 0s

resultados da imuno-histoquimica na mucosa nao neoplasica.

5.5 Influéncia do tratamento neoadjuvante nos achados imuno-histoquimicos nos

adenocarcinomas

A terapia neoadjuvante levou a um aumento estatisticamente significativo no nimero
de tumores positivos para RAD51 nuclear — 77,01% (67/87) de positividade nos casos sem
tratamento neoadjuvante e 93,75% (30/32) naqueles pds-neoadjuvancia (p = 0,037).

Os outros marcadores imuno-histoquimicos nos tumores ndo mostraram correlacao

significativa com o tratamento neoadjuvante.

5.6 Correlacao dos resultados imuno-histoquimicos nos tumores dos varios marcadores

entre si

Foi calculado o coeficiente de correlacdo r de postos de Spearman dos valores de H-
score das amostras tumorais dos varios marcadores imuno-histoquimicos entre si (TABELA
11).

Houve fraca correlagdo positiva (r = 0,180, p = 0,048) entre a expressdo nuclear e a
citoplasmatica de RAD51 nos tumores. J& entre as respectivas marcagdes nuclear e
citoplasmatica de BRCAL, BRCA2 e ATR, néo se observou correlagéo (r = -0,007, p = 0,941,
r =-0,060, p = 0,515; r = 0,006, p = 0,945; respectivamente).

As expressdes citoplasmaticas dos marcadores BRCAL1, BRCA2, ATR e RAD51, que
sdo maiores no tipo histologico intestinal que no difuso, mostraram correla¢des positivas entre
si (TABELA 11).
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As mais fortes correlagdes vistas, todas positivas, foram entre ATM e BRCAL nuclear
(r=0,428, p <0,001), e entre yYH2AX ¢ as proteinas p53 (r = 0,407, p < 0,001), ATR nuclear
(r = 0,552, p < 0,001) e RAD51 nuclear (r = 0,491, p < 0,001).



Tabela 11. Coeficientes de correlagdo entre os varios marcadores nas amostras tumorais.

BRCA1 BRCA1 BRCA2 BRCA2 ATR ATR RAD51 RAD51
CHK2 ATM nuclear citoplasmatico nuclear citoplasmatico nuclear citoplasmatico nuclear  citoplasmatico yH2AX
p53 r 0,195 -0,029 -0,188 0,096 0,108 0,057 0,300 0,101 0,134 0,141 0,407
p 0,032 0,753 0,039 0,293 0,238 0,531 0,001 0,272 0,144 0,123 <0,001
CHK2 r 0,120 0,021 0,167 0,165 0,065 0,219 -0,027 0,163 0,106 0,195
p 0,189 0,820 0,066 0,070 0,482 0,016 0,767 0,073 0,249 0,032
ATM r 0,428 -0,206 0,126 -0,227 0,102 -0,137 0,332 -0,137 0,253
P <0,001 0,023 0,167 0,012 0,265 0,134 <0,001 0,133 0,005
BRCA1 r -0,007 0,133 -0,158 0,055 -0,134 0,255 -0,142 0,136
nuclear p 0,941 0,146 0,083 0,547 0,143 0,005 0,120 0,137
BRCA1 r -0,076 0,391 -0,008 0,275 -0,115 0,392 -0,127
citoplasméatico p 0,408 <0,001 0,930 0,002 0,209 <0,001 0,165
BRCA2 r -0,060 0,318 -0,140 0,227 -0,032 0,397
nuclear p 0,515 <0,001 0,127 0,012 0,727 <0,001
BRCA2 r 0,069 0,321 -0,072 0,308 -0,086
citoplasmatico p 0,451 <0,001 0,434 0,001 0,347
ATR r 0,006 0,306 0,114 0,552
nuclear p 0,945 0,001 0,215 <0,001
ATR r -0,137 0,307 -0,067
citoplasmatico p 0,135 0,001 0,466
RAD51 r 0,180 0,491
nuclear p 0,048 <0,001
RAD51 r 0,009
citoplasmético p 0,925

TL sopeynsay
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Houve ainda correlacdes positivas fracas de p53 com CHK2 e com ATR nuclear; de
YH2AX com CHK2, com ATM e com BRCA2 nuclear; e entre ATM e RAD51 nuclear;
CHK2 e ATR nuclear; BRCA1 nuclear e RAD51 nuclear; BRCA2 nuclear e ATR nuclear;
BRCAZ2 nuclear e RAD51 nuclear; ATR nuclear e RAD51 nuclear; e correlacdes fracas
negativas de ATM com BRCAL citoplasmética e com BRCAZ citoplasmaética. P53 teve fraca
correlagdo negativa com BRCA1 nuclear e ndo mostrou correlagdo com BRCA1
citoplasmatica (TABELA 11 e FIGURA 19).
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Figura 19. Imuno-histoquimica de um mesmo caso para 0s varios marcadores. (Aumento de 400X.)
Este caso teve alta expressdo de p53 e ATM; e baixa expressdao de CHK2, BRCAL nuclear e
citoplasmatico, BRCA2 citoplasmatico, ATR nuclear, RAD51 nuclear e YH2AX; foi negativo para
BRCAZ2 nuclear, ATR citoplasméatico e RAD51 citoplasmatico. Setas: marcacdo nuclear. Pontas de
seta: marcacao citoplasmatica.
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5.7 Correlacao da imuno-histoquimica nos adenocarcinomas com o tamanho tumoral

O tamanho médio no maior eixo foi maior, com significancia estatistica, nos tumores
negativos para RAD51 nuclear (7,33 cm nos negativos e 5,61 cm nos positivos, p = 0,015) e
nos negativos para ATR nuclear (6,63 cm nos negativos e 4,94 cm nos positivos, p = 0,002)
(TABELA 12).

Embora a positividade de RAD51 fosse mais frequente ap0s o tratamento
neoadjuvante, que causa reducdo tumoral (o tamanho médio foi de 4,61 cm nos casos com
neoadjuvancia e de 6,39 cm nos demais), observamos que a terapia neoadjuvante (p = 0,011)
e a positividade de RAD51 (p = 0,043) nuclear tiveram influéncia independente sobre o
tamanho tumoral.

Os demais marcadores ndo mostraram associa¢do com o tamanho tumoral.

Tabela 12. Correlagdo entre achados imuno-histoquimicos nas amostras neoplésicas e tamanho
tumoral.

Tamanho

Marcador Classe médio (cm) d.p. Minimo Méximo p
ATR Negativo 68 6,63 3,10 2,00 16,50 0,002
nuclear.
Positivo 49 4,94 2,55 1,20 10,50
A Negativo 22 7,33 19 3,00 10,50 0,015
nuclear
Positivo 94 5,61 3,11 1,20 16,50

5.8 Associacdo entre os marcadores imuno-histoquimicos nos tumores e varias

caracteristicas clinicopatoldgicas

Foi estudada a relagéo entre a expressao dos varios marcadores imuno-histoquimicos
nas amostras tumorais e o tipo histoldgico, grau histologico, presenca de componente
mucinoso, invasdo perineural, invasdo vascular, profundidade de invasdo, presenca de
metastase linfonodal e de metastase distante, estadio, histéria familiar de cancer gastrico e
presenca de Helicobacter pylori, gastrite e metaplasia intestinal.

Alta expressdo de p53 mostrou-se associada a maior propor¢do de tumores de tipo
intestinal e misto e menor de tumores difusos (TABELA 13). Os demais parametros
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clinicopatoldgicos avaliados ndo tiveram associacdo estatisticamente significativa com a

expressao de p53.

Tabela 13. P53 no tumor e tipo histoléogico.

P53 nos adenocarcinomas

Tipo Negativo Baixa expressdo Alta expresséo p =0,018
histolégico 30 (55,56%) 17 (50,00%) 9 (27,27%)
Difuso 17 (31,48%) 16 (47,06%) 16 (48,48%)
Intestinal 7 (12,96%) 1(2,94%) 8 (24,24%)
Misto

A expressdo de CHK2, a de ATM e a de BRCAL nuclear ndo mostraram correlagéo
estatisticamente significativa com as caracteristicas clinicopatoldgicas.

Todos os marcadores citoplasmaticos avaliados (BRCAL1, BRCA2, ATR e RAD51)
tiveram associacdo estatisticamente significativa com o tipo histolégico, notando-se maior
proporcéo de casos intestinais e menor proporcao de difusos nos casos com alta expresséo de
BRCAL citoplasmatico e nos positivos para BRCA2, ATR e RAD51 citoplasmaticos. Em
decorréncia direta disso, houve também menor proporcéo de grau histoldgico 3 dentre esses
casos (TABELA 14).
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Tabela 14. Correlagéo entre os marcadores citoplasmaticos e tipo e grau histologicos.

BRCA1 negativo ou baixa alta expressdo
citoplasmaético expressdo (n = 67) (n=54) P
Difuso 42 (62,69%) 14 (25,93%)
Intestinal 15 (22,39%) 34 (62,36%) <0,001
Misto 10 (14,93%) 6 (11,11%)
Grau 3 57 (85,07%) 24 (44,44%) < 0,001
BRCA2 negativo (n = 74) positivo (n = 47)
citoplasmaético
Difuso 43 (58,1%) 13 (27,7%)
Intestinal 21 (28,4%) 28 (59,6%) 0,002
Misto 10 (13,5%) 6 (12,8%)
Grau 3 58 (78,38%) 23 (48,94%) < 0,001
ATR negativo (n = 75) positivo (n = 45)
citoplasmatico
Difuso 43 (57,3%) 12 (26,7%)
Intestinal 19 (25,3%) 30 (66,7%) < 0,001
Misto 13 (17,3%) 3 (6,7%)
Grau 3 59 (78,67%) 21 (46,67%) < 0,001
RAD51 citoplasméatico  negativo (n = 19) positivo (n = 100)
Difuso 15 (78,9%) 40 (40%)
Intestinal 2 (10,5%) 47 (47%) 0,005
Misto 2 (10,5%) 13 (13%)
Grau 3 17 (89,47%) 62 (62%) 0,020

A positividade de BRCA2 nuclear teve correlacdo com o tipo histolégico difuso
(59,1% de tumores difusos e 25% de intestinais, dentre os casos positivos; 39% de difusos e
49,4% de intestinais, dentre os negativos; p = 0,031). Os casos positivos mostraram maior
proporcdo de graus histolégicos 3 e 1 e menor de grau 2, em comparagdo com 0s negativos,
na populacdo total (TABELA 12). No entanto, avaliando-se isoladamente os casos de tipo
histologico intestinal, ha maior propor¢éo de grau 1 e menor proporc¢do de graus 2 e 3 dentre
0s tumores positivos para BRCA2 nuclear (TABELA 15).
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Tabela 15. BRCAZ2 nuclear no tumor e correlacdo com tipo e grau histolédgicos.

BRCAZ2 nuclear

Negativo (n=77) Positivo (n=44)
Variavel n % n % p
Tipo histoldgico 0,031
Difuso 30 39,0 26 59,1
Intestinal 38 49,4 11 25,0
Misto 9 11,7 7 15,9
Grau histol6gico 0,003
1 5 6,5 7 15,9
2 25 32,5 3 6,8
3 47 61,0 34 77,3
Grau histol6gico — apenas no
tipo intestinal
1 5/38 13,16 7/11 63,64 0,003
2 25/38 65,79 3/11 217,27
3 8/38 21,05 1/11 9,09

Invasdo vascular foi mais frequente nos adenocarcinomas com alta expressao de
BRCAZ2 nuclear (95,45%) do que nos negativos ou com baixa expressao (76,77%, p = 0,047).
Este padrdo manteve-se na andlise separada por tipo histoldgico, embora com perda da
significancia estatistica, devida a reducdo do numero de casos (TABELA 16).

Tabela 16. BRCAZ2 nuclear no tumor e invasao vascular.

BRCAZ2 nuclear

Presenca de negativo ou positivo positivo com alta expressdo

invasdo vascular com baixa expressao P
Populacéo total 76,77% (76/99) 95,45% (21/22) 0,047
- Tipo difuso 85,71% (36/42) 92,86% (13/14) 0,484
- Tipo intestinal 65,91% (29/44) 100% (5/5) 0,117

- Tipo misto 84,62% (11/13) 100% (3/3) 0,468
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ATR nuclear teve correlagdo estatisticamente significativa com o grau histoldgico. A
quantidade de casos de grau 3 foi semelhante para 0s casos positivos e negativos, mas houve
maior propor¢do de casos de grau 2 entre 0s negativos e de grau 1 entre 0s positivos; isso se

mantém, como esperado, na avaliacdo isolada do tipo intestinal (TABELA 17).

Tabela 17. ATR nuclear no tumor e correlacdo com parametros patolégicos.

ATR nuclear
Negativo (n=71) Positivo (n=49)
Variavel n % n % p
Tipo histol6gico 0,953
Difuso 32 45,1 23 46,9
Intestinal 29 40,8 20 40,8
Misto 10 14,1 6 12,2
Grau histoldgico 0,013
1 3 4,2 9 18,4
2 21 29,6 7 14,3
3 47 66,2 33 67,3
Grau histolégico, apenas no tipo
intestinal 0,013
1 3/29 10,3 9/20 45
2 21/29 72,4 7/20 35
3 5/29 17,2 4/20 20

Os tumores negativos para RAD51 nuclear apresentaram maior frequéncia de invasao
vascular (95,5% contra 76,3% dos positivos, p = 0,044) e de metéastase em linfonodos
regionais (95,5% contra 61,9% dos positivos, p = 0,002) (TABELA 18).

Dada a influéncia da terapia neoadjuvante sobre a expressao de RAD51 nuclear,
fizemos também a avaliagdo com exclusdo dos casos com neoadjuvancia, com resultados
semelhantes (TABELA 18).
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Tabela 18. RAD51 nuclear no tumor e correlagdo com parametros patolégicos.

RADS51 nuclear na populacéo total
Negativo (n=22)

Positivo (n=97)

Variavel n
Invasdo vascular 21
Metastase linfonodal 21

RADS51 nuclear nos casos sem
neoadjuvancia

Negativo (n=20)

Variavel n
Invasdo vascular 19
Metastase linfonodal 19

Positivo (n=67)

0,044
0,002

P
0,124

0,008

Em comparacdo com os tumores negativos para YH2AX, os positivos tiveram maior

proporcéao de casos com grau histologico 3 e 1 e menor proporcdo de grau 2 (TABELA 19). A

maior proporcdo de grau 3 dentre os positivos reflete a maior ocorréncia do tipo histoldgico

difuso entre eles, que, no entanto, ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,089).

Analisando separadamente os casos de tipo histolégico intestinal, vemos que ha& dentre os

casos positivos para YH2AX ha maior propor¢édo de grau histologico 1 e menor proporcéo de

graus 2 e 3 (TABELA 19).

Tabelas extensas de correlacdo dos marcadores com os parametros clinicopatologicos

s&o mostradas nos Apéndices.

Tabela 19. yYH2AX no tumor e correlagdo com parametros patologicos.

Negativo (n=57)

YH2AX

Positivo (n=64)

Variavel

Tipo histoldgico
Difuso
Intestinal
Misto

Grau histologico
1
2

3
Grau histoldgico, apenas no tipo
intestinal

1
2
3

n

22
29
6

19
35

3/29
19/29
7129

%

38,6
50,9
10,5

53
33,3
61,4

10,3
65,6
24,1

n

34
20
10

46

9/20
9/20
2/20

%

53,1
31,3
15,6

141
141
71,9

45
45
10

0,089

0,021

0,019
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5.9 Correlagédo entre imuno-histoquimica e sobrevida, anélise univariada

De todos os marcadores avaliados, nos tumores e na mucosa ndo tumoral, apenas
RADS51 nuclear nos adenocarcinomas mostrou correlagdo estatisticamente significativa com a
sobrevida, na anélise univariada (APENDICES A4 e A5).

A sobrevida global média apds a cirurgia foi maior para 0s pacientes cujos tumores
eram positivos para RAD51 nuclear, sendo de 1073 dias para estes e de 684 dias para aqueles
com tumores negativos. A hazard ratio de morte do grupo positivo foi de 0,576 (p = 0,048)
em relagdo ao negativo. A sobrevida livre de doenga também foi maior para os tumores
positivos para RAD51 nuclear (HR = 0,531, p = 0,022). A curva de Kaplan-Meier (FIGURA
20) mostrou resultados semelhantes em relacdo a sobrevida global (teste de log-rank: p =
0,045) e a sobrevida livre de doenca (teste de log-rank: p = 0,018).

Para avaliar a possivel influéncia da expressdo das proteinas na resposta a
qguimioterapia ou radioterapia, analisamos separadamente a sobrevida global e a livre de
doenca dos pacientes que nao foram submetidos a nenhum tratamento aléem da cirurgia e
daqueles que passaram por tratamento adjuvante ou neoadjuvante (TABELAS 20 e 21 e
FIGURAS 21 e 22).
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global e da sobrevida livre de doenca, comparando
0s pacientes com tumores positivos e negativos para RAD51 nuclear, com valores de p calculados pelo
teste log-rank.

Probabilidade estimada de
sobrevida
Tempo (em RAD51n RAD51n
anos) Negativo Positivo
0 1,000 1,000
1 0,662 0,719
2 0,441 0,549
3 0,221 0,488
4 0,166 0,435
5 0,110 0,392
‘ ‘ ‘ ‘ . . . ‘ 7 0,110 0,300
] 1 2 3 4 5 6 7 8 10 - 0,300
Tempo (em anos)
RAD 51 nuclear ——Negativo —— Positivo
o Probabilidade estimada de
2 sobrevida livre de doenca
3 Tempo (em RAD51n RAD51n
3 p=0,018 anos) Negativo Positivo
§ 0 1,000 1,000
2 1 0,524 0,616
§ 2 0,116 0,487
E 3 0,116 0,436
g 4 0,116 0,396
T 5 0,116 0,350
=2 7 0,116 0,245
§ . . ‘ . . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ , 10 - 0,245
E 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Tempo (emanos)
RADS51 nuclear ——Negativo —=— Positivo

Nos pacientes sem tratamento adjuvante ou neoadjuvante, manteve-se a maior
sobrevida global estatisticamente significativa associada a positividade de RAD51 nuclear,
aparentemente de maneira mais acentuada que na populacdo total, i.e., com hazard ratio de
morte de 0,345 (p = 0,044), embora a diferenca entre os hazard ratios, observavel pelos
intervalos de confianca, ndo tenha sido estatisticamente significativa. Ja& nos pacientes com
tratamento adjuvante ou neoadjuvante, ndo foi estatisticamente significativo o aumento de
sobrevida associado a positividade de RAD51 nuclear (HR = 0,718, p = 0,327). O padrédo
observado na analise da sobrevida livre de doenca é semelhante; porém, em ambas as
subpopulacdes (com e sem tratamento), perde-se a significancia estatistica vista na populagédo
total (TABELA 21 e FIGURA 22).
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Tabela 20. RAD51 nuclear no tumor e sobrevida global. E mostrada a hazard ratio dos casos

positivos em relacdo aos negativos. RAD51n+: RADS51 nuclear positivo. RAD51n-: RAD51 nuclear
negativo. I.C.: intervalo de confianca.

Sobrevida global ap6s a RAD51n- RAD51n+ Hazard I.C. de 95% p
ci rurgia sobrevida média em sobrevida média ratio
dias (nimero de em dias (nimero
pacientes) de pacientes)

Pacientes sem tratamento 121 (n =6) 982 (n=21) 0,345 0,123-0,972 0,044
adjuvante ou neoadjuvante
Pacientes com tratamento 831 (n = 16) 1098 (n = 0,718 0,370-1,393 0,327
adjuvante ou neoadjuvante 76)

- Pacientes com 1479 (n=2)* 1123 (n = =¥ -* =%
tratamento neoadjuvante 30)

- Pacientes com 739 (n=14) 1082 (n = 0,745 0,343-1,616 0,416
tratamento adjuvante 46)
Populacéo total 684 (n = 22) 1073 (n= 0,576 0,334-0,995 0,048

97)

* Como ha apenas dois casos negativos neste grupo, ndo é possivel um resultado fiavel.

Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global, nos grupos sem e com tratamento adjuvante
ou neoadjuvante, comparando 0s pacientes com tumores positivos e negativos para RAD51 nuclear
(RAD51n), com valores de p calculados pelo teste log-rank.
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Tabela 21. RAD51 nuclear no tumor e sobrevida livre de doenca. E mostrada a hazard ratio dos
casos positivos em relacao aos negativos. RAD51n+: RAD51 nuclear positivo. RAD51n-: RAD51
nuclear negativo. I.C.: intervalo de confianca.

Sobrevida livre de doenga RADS51n- RADS51n+ Hazard I.C. de 95% p
sobrevida médiaem  sobrevida média em ratio
dias (nimero de dias (nGmero de
pacientes) pacientes)

Pacientes sem tratamento 226 (n=05) 949 (n=21) 0,332 0,110-1,005 0,051
adjuvante ou neoadjuvante
Pacientes com tratamento 549 (n = 16) 959 (n=75) 0,616 0,327-1,171 0,141
adjuvante ou neoadjuvante

- Pacientes com 1479 (n=2)* 1034 (n=30) -* -* -*
tratamento neoadjuvante

- Pacientes com 416 (n=14) 909 (n = 45) 0,581 0,261-1,294 0,113
tratamento adjuvante
Populacéo total 472 (n = 21*%) 957 (n= 0,531 0,308-0,914 0,022

96**)

* Como ha apenas dois casos negativos neste grupo, ndo é possivel um resultado fiavel.
**A sobrevida livre de doenca era desconhecida em dois casos, que foram desconsiderados, por isso 0
namero total € menor que o do calculo da sobrevida global.

Figura 22. Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida livre de doenca, nos grupos sem e com tratamento
adjuvante ou neoadjuvante, comparando 0s pacientes com tumores positivos e negativos para RAD51
nuclear (RAD51n), com valores de p calculados pelo teste log-rank.
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Por outro lado, fizemos também a avaliagdo da associacdo entre tipo de tratamento e
sobrevida nos grupos de pacientes separados de acordo com o resultado de RAD51 nuclear.
No grupo de pacientes com tumor negativo para RAD51 nuclear, o tratamento adjuvante ou
neoadjuvante (HR: 0,260, intervalo de confianga: 0,078-0,872, p = 0,004) ou exclusivamente
adjuvante (HR: 0,280, I.C.: 0,087-0,903, p = 0,008) foi associado a maior sobrevida global em
relacdo ao tratamento exclusivamente cirargico (TABELA 22 e FIGURA 23), 0 que nédo
ocorreu no grupo com tumor positivo para RAD51 nuclear (adjuvante ou neoadjuvante: HR:
0,739, 1.C.: 0,384-1,423, p = 0,322; adjuvante: HR: 0,900, I.C.: 0,472-1,714, p = 0,742). Para
o tratamento adjuvante isoladamente, os resultados ndo foram estatisticamente significativos
em nenhum dos dois grupos (TABELA 22). E importante considerar que, no grupo negativo

para RAD51 nuclear, apenas dois pacientes tinham tratamento neoadjuvante.

Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global, nos grupos com tumor negativo e positivo
para RAD51 nuclear, comparando 0s pacientes com e sem tratamento adjuvante ou neoadjuvante, com
valores de p calculados pelo teste log-rank.
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Tabela 22. Anélise da associacdo entre tipo de tratamento e sobrevida global e livre de doenca,
separadamente nos grupos de pacientes com tumor negativo e positivo para RAD51 nuclear
(RAD51n). Valores de hazard ratio em relagéo ao tratamento apenas cirdrgico.

Sobrevida global Sobrevida livre de doenca
Hazard 1.C.de95% p Hazard I.C. de 95% p
ratio ratio

RAD51n  Tratamento 0,260 0,078-0,872 0,004 0,427 0,097-1,887 0,152
negativo  adjuvante ou
neoadjuvante
n=16
Tratamento 0,280 0,087-0,903 0,008 0,485 0,116-2,034 0,238
adjuvante
n=14
Tratamento -* -* -* -* -* -*
neoadjuvante
n=2*
Tratamento 1 - - 1 - -
apenas
cirdrgico
n==6
RAD51n  Tratamento 0,739 0,384-1,423 0,322 0,890 0,458-1,730 0,722
positivo  adjuvante ou
neoadjuvante
n=76
Tratamento 0,900 0,472-1,714 0,742 1,103 0,568-2,142 0,777
adjuvante
n=46
Tratamento 0,567 0,255-1,261 0,142 0,706 0,320-1,561 0,375
neoadjuvante
n=30
Tratamento 1 - - 1 - -
apenas
cirtrgico
n=21

* Como ha apenas dois casos negativos neste grupo, nao é possivel um resultado fiavel.

Na andlise separada por tipo de tratamento, achados semelhantes aos de RAD51
nuclear sdo vistos com ATM, porém ndo sédo significativos estatisticamente (TABELA 23). A
hazard ratio de morte dos casos positivos, no grupo de pacientes sem tratamento adjuvante ou
neoadjuvante, mostra aparentemente menor valor que o da populacédo total ou dos pacientes

tratados, e é proxima da significancia estatistica (p = 0,066).
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Tabela 23. ATM no tumor e sobrevida global e livre de doenca.

Hazard ratio de morte

ATM e sobrevida global (positivos em relacdo aos Intervalo de confianca p
negativos)
Populacéo total 0,691 0,300-1,594 0,386
Pacientes sem tratamento
. . 0,222 0,044-1,107 0,066
adjuvante ou neoadjuvante
Pacientes com tratamento
0,939 0,339-2,602 0,904

adjuvante ou neoadjuvante

o Hazard ratio de morte ou
ATM e sobrevida livre de

recidiva  (positivos  em Intervalo de confianca p
doenca ) )

relacdo aos negativos)
Populacéo total 0,531 0,230-1,226 0,138
Pacientes sem tratamento

_ _ 0,339 0,070-1,641 0,179

adjuvante ou neoadjuvante
Pacientes com tratamento

0,672 0,242-1,861 0,444

adjuvante ou neoadjuvante

A expressdo de YH2AX nos adenocarcinomas ndo teve correlagdo estatisticamente
significativa com a sobrevida — a hazard ratio de morte dos tumores positivos em relacdo aos
negativos foi de 1,310 na populacdo total (p = 0,244), de 1,108 no grupo de pacientes sem
tratamento adjuvante ou neoadjuvante (p = 0,824), e de 1,396 no grupo com tratamento (p =
0,216).

Por haver correlagdo positiva entre a expressdo de RADS1 nuclear e YH2AX, e pelo
fato de este marcador ser indicativo de lesdo do DNA, avaliamos a rela¢do da sobrevida com
os resultados destes marcadores em conjunto (TABELA 24). A sobrevida global média foi
maior nos casos de tumores positivos para RADS51 nuclear e negativos para YH2AX (1295
dias, HR = 0,425), seguidos dos positivos para ambas as proteinas (930 dias, HR = 739), dos
negativos para ambas (733 dias, HR = 1) e dos negativos para RAD51 nuclear e positivos
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para YH2AX (376 dias, HR = 1,367, este grupo tinha apenas 3 casos); porém s6 houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos RAD51-/yH2AX- e RAD51+/yH2AX-
(p = 0,014). Tanto no grupo sem tratamento adjuvante ou neoadjuvante quanto no grupo com
algum desses tratamentos, os resultados foram semelhantes aos da populacao total.

Tabela 24. Anélise da sobrevida global considerando-se conjuntamente RAD51 nuclear (RAD51n) e
yH2AX nos tumores. +: positividade imuno-histoquimica. -: negatividade imuno-histoquimica.

Sobrevida global média apés a RADS51n-/ RAD51n-/ RAD51n+/ RAD51n+/
cirurgia (em dias) YH2AX+ YH2AX- YH2AX+ YH2AX-

sobrevida média em sobrevida média sobrevida média sobrevida média em
dias (nimero de em dias (numero em dias (nimero dias (nimero de
pacientes) de pacientes) de pacientes) pacientes)

Pacientes sem tratamento adjuvante 115 (n=1) 327 (n=5) 812(n=13) 1259 (n=28)
ou neoadjuvante

Pacientes com tratamento adjuvante 506 (n = 2) 878 (n=14) 963 (n=46) 1305 (n =30)
ou neoadjuvante

Populacéo total 376 (n=13) 733(n=19) 930(n=59) 1295 (n=238)
Hazard ratio de morte (populacdo 1,367 1,000 0,739 0,425

total) em relacdo ao grupo negativo (0,311-6,006) (0,406- (0,215-0,839)
para ambos os marcadores p=0,679 1,348) p=0,014
(intervalo de confianca de 95%) p=0,324

Por causa da correlacdo entre BRCA2 nuclear e tipo histolégico, avaliamos a
sobrevida relacionada a este marcador também separadamente por tipo histolégico (TABELA
25). Néo houve resultados estatisticamente significativos.

Tabela 25. BRCA2 nuclear no tumor e sobrevida global.

Hazard ratio de morte

BRCAZ nuclear e sobrevida . 3 Intervalo de

(positivo em relagdo ao ] p

global ) confianca de 95%
negativo)

Populacao total 1,401 0,877-2,237 0,159
Tipo difuso 1,600 0,821-3,116 0,149
Tipo intestinal 1,691 0,650-4,337 0,204
Tipo misto 0,374 0,108-1,294 0,138
Pacientes sem tratamento

1,323 0,499-3,505 0,574

adjuvante ou neoadjuvante

Pacientes com tratamento 1,482 0,866-2,536 0,152
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5.10 Analise multivariada da sobrevida
Na analise multivariada da sobrevida global pelo modelo de Cox, mostraram-se

associadas a sobrevida global: estadio, tratamento neoadjuvante e BRCA2 nuclear (TABELA
26).

Nessa andlise foram consideradas as varidveis: tipo de gastrectomia, tamanho tumoral,
tipo histologico, localizacdo tumoral, invasdo vascular, estadio, tratamento, infeccdo por
Helicobacter pylori, BRCA2 nuclear no tumor e RAD51 nuclear no tumor.

Os pacientes com estadio I11 ou IV apresentaram chance de ébito em 10 anos 2,7 vezes
maior do que a dos pacientes com estadio I ou Il.

Os pacientes sem tratamento neoadjuvante apresentaram chance de 6bito em 10 anos 2
vezes maior do que a dos pacientes com tratamento neoadjuvante.

Os pacientes com BRCA2 nuclear positivo no tumor apresentaram chance de 6bito em
10 anos 1,8 vezes maior do que a dos pacientes com BRCA2 nuclear negativo.

Tabela 26. Analise multivariada da sobrevida global. Sdo mostrados valores de hazard ratio de morte

com intervalos de confianca de 95% e valores de p.

Sobrevida global

Hazard ratio de morte
(intervalo de confianca) p

Anélise multivariada, etapa
inicial

Anélise multivariada, etapa
final

Positividade de BRCA2 nuclear
no tumor

Tratamento neoadjuvante
Estadio (I111-1V vs. I-11)
Gastrectomia total vs. subtotal
Positividade de RAD51 nuclear
no tumor

Cardia vs. antro-piloro
Corpo-fundo vs. antro-piloro
Mais de uma regido vs. antro-
piloro

Tamanho (por aumento de cm)
Tipo difuso vs. intestinal

Tipo misto vs. intestinal

Invas&o vascular

Infeccdo por Helicobacter pylori

1,761 (0,994-3,121) 0,053

0,482 (0,244-0,951) 0,035
1,688 (0,937-3,041) 0,081
1,996 (0,869-4,589) 0,104
0,695 (0,374-1,294) 0,251

1,084 (0,336-3,496) 0,893
0,679 (0,262-1,761) 0,426
0,613 (0,255-1,474) 0,274

1,036 (0,948-1,132) 0,436
1,288 (0,742-2,238) 0,368
1,061 (0,467-2,409) 0,888
2,235 (0,912-5,480) 0,079
0,644 (0,384-1,079) 0,095

1,764 (1,088-2,860) 0,021

0,483 (0,266-0,875) 0,017
2,663 (1,604-4,421) <0,001
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Na andlise multivariada da sobrevida livre de doenca pelo modelo de Cox, mostraram-

se associadas a sobrevida global: tipo de gastrectomia, estadio, tratamento neoadjuvante e

ATM (TABELA 27).

Nessa analise foram consideradas as variaveis: tipo de gastrectomia, tamanho tumoral,

localizacdo tumoral, invasdo perineural, invasdo vascular, estadio, tratamento, ATM nuclear

no tumor e RAD51 nuclear no tumor.

Os pacientes com gastrectomia total apresentaram chance de obito/recidiva em 10

anos 1,7 vezes maior do que a dos pacientes com gastrectomia subtotal.

Os pacientes com estadio 111 ou IV apresentaram chance de ébito/recidiva em 10 anos

3 vezes maior do que a dos pacientes com estadio | ou Il.

Os pacientes sem tratamento neoadjuvante apresentaram chance de 6bito/recidiva em

10 anos 2,5 vezes maior do que a dos pacientes com tratamento.

Os pacientes com ATM negativo apresentaram chance de 6bito/recidiva em 10 anos

2,5 vezes maior do que a dos pacientes com ATM positivo.

Tabela 27. Analise multivariada da sobrevida livre de doenca. S&o mostrados valores de hazard ratio
de morte ou recidiva com intervalos de confianca de 95% e valores de p.

Sobrevida livre de doenca

Hazard ratio de morte ou
recidiva
(intervalo de confianca) p

Anélise multivariada, etapa

inicial

Anélise multivariada, etapa
final

Positividade de ATM no tumor
Tratamento neoadjuvante
Estadio (I11-1V vs. I-11)
Gastrectomia total vs. subtotal
Positividade de RAD51 nuclear
no tumor

Cardia vs. antro-piloro
Corpo-fundo vs. antro-piloro
Mais de uma regido vs. antro-
piloro

Tamanho (por aumento de cm)
Invasdo perineural

Invasao vascular

0,430 (0,158-1,171) 0,099
0,443 (0,236-0,833) 0,011
2,292 (1,238-4,241) 0,008
2,089 (0,945-4,616) 0,069
0,803 (0,446-1,446) 0,465

1,021 (0,325-3,208) 0,972
0,806 (0,316-2,067) 0,652
0,654 (0,287-1,492) 0,313

1,031 (0,951-1,118) 0,458
1,156 (0,695-1,923) 0,578
1,476 (0,677-3,215) 0,328

0,358 (0,151-0,851) 0,020
0,447 (0,253-0,789) 0,006
3,063 (1,844-5,087) <0,001
1,749 (1,083-2,827) 0,022
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6. Discussao

As caracteristicas gerais da populacdo do presente estudo, como a idade (63,1 anos de
média) e o predominio do sexo masculino (2,36M:1F), sdo similares aos dados
epidemioldgicos de adenocarcinoma gastrico da literatura (LAUWERS et al., 2010; RODER,
2002).

O predominio do padréo histolégico difuso que observamos (46,3% dos casos, contra
40,5% de tipo intestinal e 13,2% de tipo misto) é tipico de regides com baixa incidéncia de
cancer gastrico, como Estados Unidos e Europa Ocidental, enquanto, em locais de alta
incidéncia, como o Leste Asiatico, predomina o tipo intestinal (FENOGLIO-PREISER et al.,
2003; LAUWERS et al., 2010). Estudos brasileiros mostram ampla variacdo das proporcdes
de tipos histoldgicos. Na casuistica de Lemes et al. (2002), de Belo Horizonte, 33% dos casos
eram difusos, e 54%, intestinais. Na de Abib et al. (1997), do Rio de Janeiro, 71% eram
difusos. Nosso achado é, portanto, intermediario em relacdo aos desses trabalhos, mas ja
tipico de uma regido nao endémica de cancer gastrico.

A distribuicdo de localizagbes do tumor vista, com predominio da regido
antral/pilérica (51,2%), é também a habitual de acordo com a literatura internacional
(LAUWERS et al., 2010), principalmente em regifes de alta incidéncia (CARNEIRO et al.,
2019) e semelhante a proporc¢édo de 62,8% observada por Moreno et al. (2005), na Santa Casa
de Séo Paulo.

Tiveram influéncia negativa na sobrevida global ou na livre de doenca o maior
tamanho tumoral, o tipo histoldgico difuso, a invasdo vascular linfatica ou sanguinea, a
invasdo perineural, a maior profundidade de invasdo, a presenca metastase linfonodal
regional, a presenca de metastase distante, 0 maior estadio e a localizacdo cérdica. 1sso
confirma o conhecimento prévio sobre fatores prognoésticos (CARNEIRO et al., 2019;
LAUWERS et al., 2010; ROSAI, 2011).

O padrdo de marcacdo imuno-histoquimica visto, nuclear ou citoplasmatico, é
compativel com a localizagdo celular ja conhecida das oito proteinas avaliadas em varios
tecidos — nucleoplasma para p53 e ATM; nucleoplasma e granulos intercromatinicos para
YH2AX; principalmente nucleoplasma e adicionalmente complexo de Golgi para CHK2 (que
se mostrou exclusivamente nuclear) e ATR (que apresentou ambas as marcagdes); nucleolar,
mitocondrial e citosélica para RAD51; nuclear e citoplasmatica para BRCAL1 e BRCA2 (THE
HUMAN PROTEIN ATLAS, 2019). Além disso, estudos prévios especificos de
adenocarcinoma gastrico descrevem como nuclear a marcacdo de ATM (ZHANG et al., 2013;



Discussdo 92

LEE et al., 2014; KIM et al., 2014), CHK2 (LEE et al., 2014), p53 (FENOGLIO-PREISER et
al., 2003) e yH2AX (SENTANI et al., 2008).

Na mucosa ndo neoplésica, ndo houve marcacdo para p53 e, para todos os demais
marcadores avaliados, ela foi exclusiva ou preponderantemente nuclear, sendo a
citoplasmatica mais fraca e possivelmente inespecifica. Ja era descrita a positividade imuno-
histoquimica da mucosa géastrica ndo neoplésica para ATM (KANG et al., 2008) e CHK2
(SHIGEISHI et al., 2002).

Ha grande controvérsia na literatura sobre a localizacao celular de BRCA1 na mucosa
e nos adenocarcinomas gastricos. Assim como Wang et al. (2018), observamos dois tipos de
marcacdo — nuclear e citoplasmatica — para a proteina nos tumores. Contudo, ela € apenas
nuclear segundo outros autores (KIM et al., 2013; ZHANG et al., 2013; ZHANG et al., 2018)
e, de acordo com Chen et al. (2013), é citoplasmatica no tumor e nuclear na mucosa normal.

A correlacdo que observamos entre a alta expressdo citoplasméatica de BRCAL e
menor grau histoldgico (1 ou 2), que na verdade decorre da maior propor¢do do tipo
histoldgico intestinal e menor propor¢do do tipo difuso dentre esses casos, € semelhante a
achados de Wang et al. (2018) e de Chen et al. (2013). Também os demais marcadores
citoplasmaticos avaliados por n6s (BRCA2, ATR e RAD51) mostraram-se associados ao tipo
intestinal, o que possivelmente reflete uma tendéncia geral de maior acimulo de proteinas no
citoplasma nesse tipo histoldgico, talvez relacionada ao fato de o citoplasma ser em geral mais
volumoso nesses tumores e escasso nos difusos.

Ja com relacdo a expressdo nuclear de BRCAL, que ndo mostrou correlacdo com
caracteristicas clinicopatoldgicas, divergimos tanto daqueles que associam varias
caracteristicas de pior progndstico a auséncia de BRCAL nuclear (KIM et al., 2013; ZHANG
et al., 2013) quanto dos que, em contrario, as associam a sua presenca (WANG et al., 2018).

Essas divergéncias de resultados provavelmente se devem a diferencas de
sensibilidade e especificidade dos anticorpos e métodos usados. Observamos total auséncia de
marcacgdo nuclear para BRCA1 em 10% dos adenocarcinomas, enquanto a proporcao descrita
por Zhang et al. (2013) é de 21,4%.

Também ¢é controversa a localizacéo celular de BRCAZ2; segundo Zhang et al. (2018),
a marcacdo imuno-histoquimica é nuclear e citoplasmatica, e, segundo Wang et al. (2018),
exclusivamente citoplasméatica. Assim como para BRCAL, detectamos e avaliamos
separadamente ambos os tipos de marcagao, nas amostras tumorais.

Graeser et al. (2010) avaliaram com imunofluorescéncia a formacdo de focos

nucleares de reparo de DNA contendo RAD51 em bidpsias de carcinoma mamario obtidas
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apos tratamento neadjuvante. No entanto, aparentemente nosso trabalho é o primeiro a
comparar a expressdo imuno-histoquimica de proteinas relacionadas a recombinagéo
homologa de pacientes submetidos previamente a tratamento neoadjuvante com a de pacientes
ndo tratados. Observamos maior proporcdo de adenocarcinomas gastricos positivos para
RADS51 nuclear dentre aqueles com tratamento neoadjuvante prévio. Supomos que haja uma
reacdo de defesa da neoplasia a lesdio do DNA ocasionada pelo tratamento que leve a
expressao de RAD51.

Em concordancia com a hipotese geral de que a perda de expressdo de uma proteina de
reparo do DNA favorega a progressdo tumoral, por causar acimulo de mutagdes e aberragdes
cromossdmicas, nossos achados sugerem que a negatividade de RAD51 nuclear, de ATR
nuclear ou de ATM se correlacione com tumores mais agressivos. A relacdo entre BRCA2
nuclear e as caracteristicas do adenocarcinoma gastrico mostrou-se complexa; no entanto, em
geral parece acontecer o contrario, i.e., a expressao ser caracteristica dos adenocarcinomas
géastricos mais agressivos.

A negatividade de RAD51 nuclear no adenocarcinoma mostrou-se associada a maior
tamanho tumoral (independentemente da influéncia do tratamento neoadjuvante sobre o
tamanho), maior frequéncia de invasdo vascular linfatica ou sanguinea e de metastase em
linfonodos regionais, e a menor sobrevida global e livre de doenca, na analise univariada.

Semelhante associacdo entre mau progndéstico e baixa expressdo imuno-histoquimica
de RADS51 ja havia sido descrita, para a marcacdo nuclear, citoplasmatica ou total, no
glioblastoma (WELSH et al., 2009) e, para a marcacdo nuclear, no carcinoma mamario
(ALSHAREEDA et al., 2016; SODERLUND et al., 2007) e no carcinoma pulmonar de ndo
pequenas células (GACHECHILADZE et al., 2017).

Vaérios estudos ha, contudo, que tiveram resultados opostos, encontrando correlacao
entre RAD51 e caracteristicas desfavoraveis, como alto grau histologico, metéstases
linfonodais ou menor sobrevida, no cancer de célon (TENNSTEDT et al., 2013; LI et al.,
2017), no carcinoma de mama (MAACKE et al., 2000; WIEGMANS et al., 2014), no
carcinoma espinocelular esofagico (NAKANOKO et al., 2014), em tumores de cabeca e
pescoco (CONNELL et al., 2006), no cancer pulmonar de ndo pequenas células (QIAQO et al.,
2005) e no adenocarcinoma prostatico (MITRA et al., 2009). Uma possivel causa para 0s
achados contrarios nesses tumores € o fato de RADS1 estimular a expressdo de EBPp, fator de
transcrigdo relacionado a transi¢do epitélio-mesenquimal e sintese de metaloproteinases
(WIEGMANS et al., 2014), o que pode facilitar a disseminagdo tumoral. Também existe a
hipdtese de que o excesso de RAD51 promova instabilidade cromossémica por recombinagéo
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excessiva (WIEGMANS et al., 2014). Os mecanismos que controlam a expressédo de RAD51
sd80 pouco conhecidos, sua baixa expressdo em alguns carcinomas mamarios pode ser
resultado da presenca do microRNA 155 (miR-155) (GASPARINI et al., 2014). Schmutte et
al. (1999) nao detectaram mutagdes nem metilagdo do RAD51 em tumores de mama primarios
nem em metastases cerebrais de diversas neoplasias.

Poucos séo os trabalhos em que se avaliaram separadamente a marcacgdo nuclear e a
citoplasmatica de RAD51. De acordo com Alshareeda et al. (2016), os carcinomas mamarios
mais agressivos tendem a ser negativos para RAD51 nuclear e positivos para RAD51
citoplasmatica. Nossos resultados, porém, indicam que a expressao nuclear e a citoplasmatica
tendem fracamente a coincidir, embora apenas a primeira tenha tido correlacdo com
prognostico. Também Welsh et al. (2009) e Soderlund et al. (2007) notaram que a expressao
citoplasmatica tende a acompanhar a nuclear, respectivamente no glioblastoma e no cancer de
mama.

Varios experimentos com culturas de células cancerosas diversas demonstraram que
RAD51 promove resisténcia a agentes que lesam o DNA, incluindo mostardas nitrogenadas,
compostos de platina, inibidores da histona desacetilase, inibidores de PARP, inibidores da
timidilato sintase, radiagdo ionizante e mitomicina (GACHECHILADZE et al., 2017).
Especificamente em culturas de cancer gastrico, a proteina foi associada a resisténcia a
cisplastina, 5-fluorouracil e doxorrubicina (TAN et al., 2020).

Corroborando esses achados in vitro prévios, notamos que o tratamento adjuvante (ou
0 adjuvante e o neoadjuvante avaliados em conjunto) foi associado a aumento da sobrevida
global (em relacdo ao tratamento apenas cirlrgico) apenas para pacientes com tumor negativo
para RAD51 nuclear. Isso sugere que a imuno-histoquimica de RAD51 possa ser usada para
determinar a necessidade de tratamento adjuvante ou para indicar tipos especificos de terapia,
dependendo dos resultados de pesquisas adicionais. Uma das limitacGes deste estudo é incluir
diversos esquemas terapéuticos diferentes, com um pequeno nimero de pacientes para
permitir a analise separada de cada um.

O tratamento neoadjuvante, como o adjuvante, ndo mostrou efeito estatisticamente
significativo de aumento da sobrevida dentre os pacientes com tumor positivo para RAD51
nuclear. Ja a avaliacdo do seu efeito no grupo negativo para o marcador foi impossibilitada
pelo reduzido nimero de casos — apenas dois pacientes com neoadjuvancia no grupo. E
necessario considerar que o resultado imuno-histoquimico de RAD51 nuclear dos pacientes

com terapia neoadjuvante estava presumivelmente sob influéncia da exposicdo prévia ao
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tratamento e provavelmente ndo corresponde ao que seria observado em bidpsias pré-
tratamento, em que esperariamos maior propor¢do de casos negativos.

Uma analise inversa, separando a populacdo total pelo tipo de tratamento, também
forneceu um indicio, indireto, da quimiorradiorresisténcia causada por RAD51: a auséncia de
correlagéo estatisticamente significativa entre RAD51 nuclear e sobrevida global no grupo de
pacientes submetidos a tratamento adjuvante ou neoadjuvante, em contraste com a
significativa associacdo entre a expressdo nuclear da proteina e maior sobrevida global
observada nos pacientes tratados exclusivamente com cirurgia. Embora a diferenca de hazard
ratio entre os dois grupos ndo seja significativa estatisticamente, os dados sugerem que a
susceptibilidade ao tratamento dos tumores negativos para RAD51 nuclear atenue ou até
anule a reducéo de sobrevida normalmente associada a perda de expressao.

Os resultados de Gachechiladze et al. (2017), no carcinoma pulmonar de ndo pequenas
células, sdo muito semelhantes — observaram pior prognostico relacionado a auséncia de
RAD®51 nuclear apenas no grupo de pacientes tratados exclusivamente com cirurgia.

Num recente trabalho, Tan et al. (2020) analisaram a expressao imuno-histoquimica de
RAD51 em 52 casos de adenocarcinoma gastrico e ndo detectaram associacdo com sobrevida
na populacdo total, mas observaram pior prognéstico dos pacientes com tumores positivos
para RAD51 dentre aqueles tratados com 5-fluorouracil. Esse achado, no sentido de ser
também sugestivo de resisténcia ao tratamento ocasionada pela RAD51, corrobora 0s nossos.

Ademais, note-se que a maior sobrevida associada a positividade de RAD51 que
demonstramos ndo € atribuivel a correlacdo entre RAD51 e neoadjuvancia, ja que é vista
também no grupo de pacientes sem tratamento.

A anélise conjunta da expressdo de RADS1 nuclear e de YH2AX nos adenocarcinomas
gastricos e sua relacdo com a sobrevida global sugeriu, apesar da ndo significancia estatistica,
que a expressdo de RAD51 seja benéfica mesmo quando associada a presenca de quebra do
DNA, indicada pela YH2AX, em comparagdo com a situagdo em que ndao ha nem expressao de
RADS51 nem de YH2AX. Uma possivel explicagdao € que, apesar de haver lesao do DNA
presente, a expressdo de RADS51 levaria ao seu reparo correto. A melhor situagdo, no entanto,
parece ser a de expressdo de RADS51 nuclear combinada a presumida e possivelmente
decorrente auséncia de lesdo do DNA (negatividade de YH2AX). Este grupo (pacientes com
tumor positivo para RAD51 nuclear e negativo para yH2AX) teve maior sobrevida
estatisticamente significativa, em comparagdo com 0 grupo negativo para ambas as proteinas.

A negatividade de ATR nuclear nas amostras neoplasicas mostrou-se associada a

maior tamanho tumoral e, no tipo histologico intestinal, a maior grau histoldgico (i.e., maior
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proporcdo de grau 2 menor de grau 1 em comparagdo com 0S casos positivos). Zhang et al.
(2013), no entanto, ndo haviam detectado correlacdo entre a expressdao de ATR no cancer
gastrico e caracteristicas clinicopatologicas, e nossos achados contrastam com a associacdo
entre a expressdao de ATR e maior agressividade tumoral no cancer de mama (ABDEL-
FATAH et al., 2015).

A andlise multivariada mostrou que a perda de expressdo de ATM no adenocarcinoma
gastrico correlaciona-se com menor sobrevida livre de doenca. A correlacdo entre baixa
expressdao de ATM e menor sobrevida foi também notada por Abdel-Fatah et al. (2013), Lee
etal. (2014) e Kim et al. (2014).

Nossa andlise univariada da sobrevida global e da livre de doenca com separagdo dos
grupos com e sem tratamento, embora ndo estatisticamente significativa, sugere, como no
caso da proteina RAD51, que o ganho de sobrevida relacionado a positividade de ATM seja
mais pronunciado nos pacientes sem tratamento adjuvante ou neoadjuvante, 0 que pode ser
interpretado como evidéncia de que a presenca de ATM cause alguma resisténcia a terapia,
como observado por Lee et al. (2014) e Kim et al. (2014).

A positividade de BRCA2 nuclear correlacionou-se com menor sobrevida global na
analise multivariada. Além disso, a alta expressdo de BRCAZ2 nuclear nas amostras
neoplasicas mostrou-se associada a maior frequéncia de invasdo vascular linfatica ou
sanguinea, em compara¢do com 0s casos negativos ou com baixa expressdo. 1sso corrobora,
de certo modo, os achados de Zhang et al. (2018), que correlacionaram a expressao nuclear de
BRCA2 com maior frequéncia de metastase linfonodal.

A positividade de BRCA2 nuclear no adenocarcinoma gastrico foi mais frequente no
tipo histolégico difuso que no intestinal. Na populacdo total, dentre os tumores positivos para
BRCA2 nuclear, os graus histoldgicos 3 e 1 foram vistos em maior propor¢do, em
comparagdo com 0s negativos, e 0 grau 2, em menor. Tal associacdo com o grau 3 foi
consequéncia direta da correlagdo entre positividade imuno-histoquimica e tipo histolégico
difuso (sempre de grau 3). Avaliando-se isoladamente os casos de tipo histologico intestinal,
nota-se maior proporgdo relativa de grau 1 e menor propor¢do de graus 2 e 3 dentre oS
tumores positivos para BRCA2 nuclear.

Em decorréncia dessa associagdo com 0s tumores intestinais bem diferenciados,
poder-se-ia supor que a relacdo entre BRCA2 nuclear e os fatores indicativos de agressividade
tumoral seria, no grupo de tumores de padrdo intestinal, contréria a observada na populagéo
total. Contudo, parece ndo ser esse 0 caso: a ocorréncia de invasdo vascular foi maior dentre

0s tumores com alta expressé@o do marcador também na avaliagdo de cada tipo histoldgico
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separadamente, embora com perda da significancia estatistica, dada a reducdo do nimero de
casos nos subgrupos. Também a anélise univariada da sobrevida mostrou valores de hazard
ratio maiores que 1 tanto no grupo de tumores intestinais quanto dentre os difusos (ambos
sem significancia estatistica). Portanto, o papel da expresséo de BRCAZ2 nuclear nos
adenocarcinomas gastricos de padrdo intestinal possivelmente € complexo, com a expressao
sendo associada aos tumores bem diferenciados, e a alta expressao, a tumores agressivos.

Pode-se concluir que, em geral, a relacdo entre BRCA2 nuclear e 0 comportamento
neoplasico do adenocarcinoma gastrico é oposta a de ATM, ATR nuclear e RAD51 nuclear;
no caso destes trés marcadores, é a negatividade que é vista nos tumores mais agressivos.
Apesar disso, houve correlacdo positiva entre a expressdao de BRCA2 nuclear e a de cada uma
dessas outras proteinas, sé ndo estatisticamente significativa no caso de ATM.

N&o se pode atribuir, a0 menos exclusivamente, o pior progndstico associado a
positividade tumoral para BRCA2 nuclear a sensibilidade reduzida a quimioterapia ou
radioterapia, porque, na andlise univariada, embora os resultados ndo tivessem sido
estatisticamente significativos, notamos que 0s casos positivos para o marcador tiveram pior
prognostico tanto no grupo com tratamento adjuvante ou neoadjuvante quanto no grupo sem
tratamento.

Também ndo é explicavel o pior progndstico apenas pela associacdo entre BRCA2
nuclear e tipo histolégico difuso, ja que o tipo histologico foi considerado na analise
multivariada, e ainda pelo resultado da analise univariada separada por tipo histoldgico, que
mencionamos acima.

A proporcdo de casos positivos para p53 nas amostras tumorais (55,37%) foi
semelhante a de varios outros trabalhos (FENOGLIO-PRAISER et al., 2003). A mucosa
gastrica ndo neoplasica foi negativa em todas as amostras, como na maioria dos estudos
(FENOGLIO-PRAISER et al., 2003), mesmo em éareas de metaplasia intestinal. Alguns
pesquisadores, em contrrio, relatam a ocorréncia de expressao imuno-histoquimica de p53 na
mucosa gastrica normal e na metaplasica, porém em baixos niveis na maioria dos casos
(BUSUTTIL et al., 2014).

A maior expressdo de p53 que vimos nos tumores de padrdes histologicos intestinal e
misto esta de acordo com o observado em trabalhos anteriores (GABBERT et al., 1995; LIU
et al., 2001), e reflete a maior frequéncia de mutacbes do TP53 do tipo intestinal, em
comparacdo com o difuso (FENOGLIO-PREISER et al., 2003).

J& os outros pardmetros clinicopatoldgicos avaliados ndo mostraram associagao

estatisticamente significativa com p53. Assim, embora a metanalise de Yildirim et al. (2015)
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tenha concluido que a positividade imuno-histoquimica de p53 é um fator de pior prognostico
no cancer gastrico, nds, como varios estudos anteriores (FENOGLIO-PREISER et al., 2003),
ndo conseguimos demonstra-lo.

Notamos que os tumores positivos para YH2AX tiveram maior propor¢ao de grau
histoldgico 3 que os negativos; isso reflete a maior ocorréncia do tipo histolégico difuso entre
0S positivos, que, no entanto, ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,089). No tipo
histolégico intestinal, analisado isoladamente, a positividade para YH2AX mostrou-se
associada a menor grau histolégico. Assim, embora a interpretacdo da razao biologica desses
resultados seja dificil, eles sdo conciliaveis, quando consideramos apenas 0s casos de padréo
intestinal, com os de Guo et al. (2015), que observaram maior marca¢ao imuno-histoquimica
nos tumores moderadamente diferenciados que nos pouco diferenciados, e também com os
achados de Hussein et al. (2018), que encontraram correlagio entre altos niveis de YH2AX e
alto grau tumoral, quando consideramos a populacéo total. A maior expressao de YH2AX no
adenocarcinoma que na mucosa gastrica ndo neoplasica, como observamos, também ja tinha
sido descrita previamente (GUO et al., 2015; XIE et al., 2014).

Observamos uma alta expressdo de CHK2 nos adenocarcinomas gastricos, com
positividade em 99,17% dos casos, achado similar ao de Arai et al. (2018), que tiveram cerca
de 95% de tumores positivos.

Diferentemente de Lee et al. (2014), que demonstraram correlacdo entre a
negatividade de CHK2 e pior progndstico, ndo detectamos nenhuma associa¢do entre a
expressao da proteina e caracteristicas clinicopatoldgicas. O nimero de casos avaliados por
essees pesquisadores era, contudo, bem maior que o deste trabalho.

Houve correlacdo positiva entre a respectiva marca¢do no tumor e na mucosa nao
neoplésica no caso de ATR nuclear, YH2AX e BRCAZ2 nuclear. Isso pode ser entendido como
indicio de que a expressdo em ambos os tecidos esteja sujeita a influéncia de fatores
ambientais comuns, mas também pode ser interpretado como sinal de que ha tendéncia de a
neoplasia manter o padréo de expressao proteica da mucosa que a originou.

Houve correlagédo positiva entre as expressoes de p53 e YH2AX nas amostras tumorais.
Considerando que YH2AX seja indicativa da presenca de quebras bifilamentares do DNA
(ALTAN et al., 2016), e que a positividade imuno-histoquimica de p53 comumente reflita a
presenca de proteina mutante disfuncional (FENOGLIO-PREISER et al., 2003), podemos
atribuir a associacdo entre os marcadores a provavel tendéncia ao acimulo de quebras do
DNA em tumores com mutacdo de p53, devida & ndo ocorréncia de apoptose ou parada do

ciclo celular que a proteina normal induziria em resposta a dano do DNA. Outra explicagédo
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possivel para a correlacdo, mais direta, é que a quebra dupla do DNA leva tanto a fosforilagdo
de H2AX quanto & reducdo da ubiquitinacdo da proteina p53 pela MDM2, por varios
mecanismos (CHENG e CHEN, 2010). Essa reducdo da ubiquitinacdo, apesar de acontecer
também com a p53 mutada, da-se principalmente com a proteina selvagem (LUKASHCHUK
e VOUSDEN, 2007), que normalmente é rapidamente degradada, e pode fazé-la alcancar
niveis detectaveis pela imuno-histoquimica (FENOGLIO-PREISER et al., 2003). Outra
possivel relacdo entre yH2AX e p53 ¢ o fato de que H2AX ¢ fosforilada, independentemente
da presenca de quebra do DNA, durante a apoptose induzida pela caspase-3 (SENTANI et al.,
2008), mecanismo apoptético que pode ser secundario a atividade da p53 (SCHULER et al.,
2000).

Em contrapartida, a associacdo, nas amostras tumorais, de YH2AX com ATR nuclear,
RADS51 nuclear, CHK2, ATM e BRCAZ2 nuclear sugere a hipotese de que haja um estimulo a
expressdo reacional dessas proteinas em situacdes de alta ocorréncia de lesdo do DNA, de
causa a ser esclarecida (talvez a propria mutacdo de p53). De certo modo, esses achados
contrariam o de Altan et al. (2016), que detectaram menores niveis de YH2AX nos
adenocarcinomas gastricos com maior expressdo do complexo MRN, concluindo que maior
presenca das proteinas de reparo do complexo favoreceria um pronto reparo das quebras.

Supomos que a presenca de maior nimero de quebras do DNA, evidenciada pela
presenca de YH2AX, ndo implique necessariamente auséncia do seu efetivo reparo. Parece
corroborar tal hipotese nossa anélise conjunta de RAD51 nuclear e yYH2AX e sua relagdo com
a sobrevida, em que 0s casos positivos simultaneamente para ambos os marcadores tiveram
melhor progndstico, embora ndo estatisticamente significativo, que os negativos.

H4 que considerar, ainda, a hipotese de que a auséncia de YH2AX, em alguns casos,
possa decorrer de perda ou disfuncdo de ATM mais que da real auséncia de quebra do DNA.
Isso parece improvavel, no entanto, como a fosforilacdo de H2AX néo é todo dependente de
ATM, mas também efeito da acdo redundante de DNA-PKcs (subunidade catalitica da
proteina quinase dependente de DNA), que atua na NHEJ, e, em menor grau, de ATR (STIFF
et al., 2004).

Note-se que a correlagdo positiva entre ATM e YH2AX foi também vista no carcinoma
de tireoide por Hu et al. (2015).

P53 teve fraca correlagdo negativa com BRCA1 nuclear e ndo mostrou correlagdo com
BRCAL1 citoplasmatica, nas amostras neoplasicas. Esse resultado é inesperado e contrario ao
observado no carcinoma de mama (JIANG et al., 2011) — como p53 promove o transporte da

proteina BRCA1 do nucleo para o citoplasma, por inibir diretamente a associagdo entre esta e
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a proteina BARDL, tinhamos a hipotese de que tumores com maior expressdao de p53,
presumivelmente mutada e ndo funcionante, teriam mais BRCAL nuclear e menos BRCA1
citoplasmatica. Além disso, como BRCAL € necessaria para que ATM fosforile e estabilize
p53, uma correlacdo positiva entre BRCAL nuclear e p53 seria esperada, teoricamente,
mesmo em casos sem mutacdo de p53. Uma possivel explicacdo para o achado € que a
expressdo imuno-histoquimica de p53 pode correponder, em alguns casos, na verdade a
presenca da proteina ndo mutada acumulada (FENOGLIO-PREISER et al., 2003), que atuaria
no transporte de BRCAIL. Saliente-se, ademais, que a correlacdo negativa observada,
conquanto significativa estatisticamente, foi fraca.

P53 também mostrou correlagdo positiva fraca com CHK2 e com ATR nuclear. O fato
de ambas as proteinas estabilizarem p53 — CHK2 por fosforilagdo direta e ATR por
fosforilacdo de MDM2 (CHENG e CHEN, 2010) — é possivel explicacdo para o achado,
situacdo em que haveria acimulo de p53 mesmo na forma selvagem, além da hipdtese
supramencionada de que a mutacdo de p53 possa levar a uma expressao reacional de proteinas
do reparo. A associacdo entre CHK2 e p53 ja fora demonstrada no cancer gastrico
(SHIGEISHI et al., 2002).

Em geral, conclui-se que tende a haver concordancia na expressdo nuclear de varias
proteinas de reparo avaliadas.

A auséncia de correlacdo entre a expressdo nuclear e a citoplasmatica de BRCAL no
adenocarcinoma gastrico, em nossos resultados, contrasta com a correlacao inversa entre as
duas descrita por Wang et al. (2018).

As correlacdes positivas dos marcadores citoplasmaticos BRCAL, BRCA2, ATR e
RADS51 entre si, nas amostras tumorais, provavelmente se explicam pela associagdo deles

com o tipo histolégico, ja discutida.
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7. Conclusoes

- Nos adenocarcinomas gastricos, hd expressdo nuclear variavel de p53, CHK2, ATM e
YH2AX, e expressao nuclear e citoplasmatica variavel de RAD51, ATR, BRCA1 e BRCA2.

- Na mucosa géastrica ndo neoplasica, os marcadores CHK2, ATM, RAD51 e BRCA1 sdo
positivos; BRCA2, ATR e YH2AX tém expressao variavel; p53 € negativo.

- A negatividade imuno-histoquimica para RAD51 nuclear nos adenocarcinomas gastricos
correlaciona-se com menor sobrevida global e livre de doenga na anélise univariada. Também
¢ associada a maior frequéncia de invasdo vascular e de metastase em linfonodos regionais e a
maior tamanho tumoral.

- A correlagdo com menor sobrevida da-se principalmente nos pacientes ndo submetidos a
tratamento adjuvante ou neoadjuvante. Naqueles com tratamento, ndo ha correlacdo
estatisticamente significativa. O tratamento adjuvante correlaciona-se com maior sobrevida
global nos pacientes com tumor negativo para RAD51 nuclear, mas ndo nos positivos. Tais
achados sugerem que a presenca de RAD51 nuclear promova resisténcia a quimioterapia ou
radioterapia.

- A proporcao de adenocarcinomas gastricos positivos para RAD51 nuclear € maior dentre
aqueles com quimioterapia neoadjuvante prévia.

- A negatividade imuno-histoquimica para ATR nuclear nos adenocarcinomas gastricos
correlaciona-se com maior tamanho tumoral e, no tipo histol6gico intestinal, com maior grau
histoldgico.

- A negatividade imuno-histoquimica para ATM nos adecarcinomas gastricos correlaciona-se
com menor sobrevida livre de doenga, na analise multivariada.

- A positividade imuno-histoquimica para BRCA2 nuclear nos adenocarcinomas gastricos
correlaciona-se com menor sobrevida global na analise multivariada e com o tipo histologico
difuso. Além disso, sua alta expressdo associa-se a maior frequéncia de invasdo vascular. No
tipo histologico intestinal, contudo, BRCAZ2 nuclear correlaciona-se com baixo grau
histologico.

- Nos adenocarcinomas gastricos de tipo histoldgico intestinal, a positividade para yYH2AX é
associada a menor grau histologico.

- A expressdo citoplasmatica de BRCALl, BRCA2, ATR e RAD51 é maior nos

adenocarcinomas gastricos de padréo intestinal.
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- Nos adenocarcinomas gastricos, hé correlagéo positiva relativamente forte entre a expressao
de ATM e a de BRCAI nuclear, entre YH2AX e p53, entre yH2AX e ATR nuclear, e entre
YH2AX e RAD51 nuclear.

Em suma, nosso trabalho sugere a importancia dos marcadores imuno-histoquimicos
nucleares ATM, RAD51 e BRCAZ2, estes dois Ultimos particularmente pouco estudados
previamente, como indicadores prognosticos do adenocarcinoma géastrico. Adicionalmente,
corrobora estudos prévios, em sua maioria in vitro, que associam a proteina RAD51 a
resisténcia a quimiorradioterapia, e sugere que o tratamento adjuvante ou neoadjuvante possa

n&o ser efetivo nos pacientes cujo tumor expresse RAD51 nuclear.
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Apéndices

Tabela Al. Correlacdo entre as expressdes de RADS51 nuclear, ATR nuclear, ATM e BRCA2 nuclear e parametros clinicopatolégicos no

adenocarcinoma gastrico.

RADS51 nuclear ATR nuclear ATM BRCAZ2 nuclear
positivo  negativo p positivo  negativo p positivo  negativo p positivo  negativo p
n =97 n=22 n =49 n=71 n=112 n=7 n =44 n=77
Tipo 0,840 0,953 0,758 0,031
histol6gico
- difuso 44 (45,4) 11 (50,0) 23 (46,9) 32(45,1) 52 (46,4) 4 (57,1) 26 (59,1) 30(39,0)
-intestinal 40 (41,2)  9(40,9) 20 (40,8) 29 (40,8) 46 (41,1)  2(28,6) 11 (25,0) 38(49,4)
- misto 13 (13,4) 2(9,1) 6 (12,2) 10 (14,1) 14 (12,5) 1(14,3) 7 (15,9) 9(11,7)
Grau 0,098 0,013 1,000 0,003
-1 12 (12,4) 0 9(18,4) 34,2 12 (10,7) 0 7 (15,9) 5 (6,5)
-2 20(20,6) 8(36,4) 7(14,3)  21(29,6) 25(22,3) 2(28,6) 3(6,8) 25 (32,5)
-3 65 (67,00 14 (63,6) 33(67,3) 47 (66,2) 75 (67,00 5(71,4) 34 (77,3) 47 (61,0)
Invaséo 74 (76,3) 21(955) 0,044 39(79,6) 57(80,3) 0,926 89(79,5  6(857) 1000 35(79,5 62(80,5 0,897
vascular
Invaséo 49 (50,5) 15(68,2) 0,134 24(49,00 40(56,3) 0,427 57(50,9) 5(71,4) 0442 24(545) 40(51,9) 0,783
perineural
pT2 17 (17,5) 2(9,1) 0,521 12(245) 8(11,3) 0,056 19(17,0) 1(14,3) 1,000 8(18,2) 12 (15,6) 0,711
pT3-4 80 (82,5) 20(90,2) 37 (75,5) 63(88,7) 93(83,00 6(85,7) 36 (81,8) 65(84,4)
Metastase 60 (61,9) 21(955) 0,002 30(61,2) 51(71,8) 0,223 76(67,9 5(71,4) 1,000 28(63,6) 54(70,1) 0,462
linfonodal
Metastase  15(15,5) 6(27,3) 0,218 8(16,3) 13(18,3) 0,779 19(17,00 2(28,6) 0,605 6 (13,6) 15(19,5) 0,414
distante
Estadio 0,102 0,158 1,000 0,729
- 1-11 45 (46,4)  6(27,3) 25 (51,00 27 (38,0) 48 (42,9)  3(42)9) 18 (40,9) 34 (44,2
- HI-1v 52 (53,6) 16 (72,7) 24 (49,0) 44 (62,0) 64 (57,1) 4 (57,1) 26 (59,1) 43 (55,8)
Tamanho  5,61+3,11 7,33£1,96 0,015 4,94+255 6,63+3,10 0,002 5,93+3,03 5,55+2,23 0,762 6,08£3,44 5,82+2,71 0,675
tumoral
(cm) -
médiaxD.P.
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Tabela A2. Correlacdo entre as expressoes de p53, yH2AX, CHK2 e BRCAL nuclear e parametros clinicopatoldgicos no adenocarcinoma gastrico.

p53 vYH2AX CHK2 BRCAL nuclear
. . . . alta baixa s .
positivo  negativo positivo  negativo x x positivo  negativo
n=67 n=54 P ‘n=e4 n=57 P CXPIENVA0 SPTEREO P o103 n=18
n =67 n =54

Tipo 0,152 0,089 0,297 0,230
histolégico
- difuso 26 (38,8) 30 (55,6) 34 (53,1) 22(38,6) 24 (47,1) 31(44)9) 51 (49,5 5(27,8)
- intestinal 32 (47,8) 17 (31,5) 20 (31,3) 29 (50,9) 23 (45,1) 26 (37,7) 39 (37,9) 10(55,6)
- misto 9(13,4) 7 (13,0) 10 (15,6) 6 (10,5) 4 (7,8) 12 (17,4) 13 (12,6) 3(16,7)
Grau 0,323 0,021 0,393 0,265
-1 8(11,9 4(79 9(14,1) 33 7(13,7) 5(7,2) 11 (10,7) 1(5,6)
-2 18 (26,9) 10 (18,5) 9(14,1) 19 (33,3) 13(25,5) 15(21,7) 21(20,4) 7(38,9)
-3 41(61,2) 40 (74,1) 46 (71,9) 35(61,4) 31(60,8) 49 (71,0) 71(68,9) 10 (55,6)
Invasdo 53(79,1) 44(815) 0,745 50(78,1) 47(825) 0551 38(745) 58(84,1) 0,196 83(80,6) 14(77,8) 0,755
vascular
Invasao 35(52,2) 29(53,7)7 0,873 29(453) 35(61,4) 0,077 24(47,1) 40(58,00 0,236 52(50,5) 12(66,7) 0,205
perineural
pT2 12 (17,9) 8(14,8) 0,649 12(18,8) 8(14,0) 0,486 10(19,6) 9(13,0) 0,330 16(15,5) 4(22,2) 0,496
pT3-4 55(82,1) 46 (85,2) 52 (81,3) 49 (86,0) 41 (80,4) 60 (87,0) 87 (84,5) 14 (77,8)

Metastase 41(61,2) 41(75,9) 0,085 40(62,5) 42(73,3) 0,189 32(62,7) 49(71,00 0,339 68(66,00 14(77,8) 0,325
linfonodal

Metastase 11(16,4) 10(185) 0,762 11(17,2) 10(17,5 0,959 9(17,6) 12 (17,4) 0,971 17(16,5 4(22,2) 0,515
distante

Estadio 0,236 0,359 25(49,0) 26(37,7) 0,214 46(447) 6(33,3) 0,370
- 1-11 32 (47,8) 20 (37,0 30 (46,9) 22 (38,6) 26 (51,0) 43 (62,3) 57 (55,3) 12 (66,7)

- HI-1v 35(52,2) 34(63,0) 34 (53,1) 35(61,4)

Tamanho 6,18+3,29 5,57+254 0,271 5,65+3,08 6,20+2,86 0,318 6,16+3,32 5,74+2,73 0,458 5,74+2,90 7,01+3,36 0,105
tumoral

(cm) -

médiaxD.P.

6TT S2Ipugdy



Tabela A3. Correlacdo entre as expressdes dos marcadores citoplasmaticos e parametros clinicopatolégicos no adenocarcinoma gastrico.

RADS51 citoplasmatico

ATR citoplasmatico

BRCAL1 citoplasmético

BRCAZ2 citoplasmético

positivo negativo p positivo negativo p  positivo negativo p positivo  negativo p

n =100 n=19 n =45 n=75 n=113 n=38 n =47 n=74
Tipo <0, 0,208 0,002
histologico 40 (40) 15 (78,9) 001
- difuso 47 (47) 2 (10,5) 0,005 12 (26,7) 43(57,3) 50 (44,2) 6 (75) 13 (27,7) 43 (58,1)
- intestinal 13 (13) 2 (10,5) 30 (66,7) 19 (25,3) 48 (42,5) 1(12,5) 28 (59,6) 21 (28,4)
- misto 3(6,7) 13 (17,3) 15(13,3) 1(12,5) 6(12,8) 10(13,5)
Grau 0,0 0,156 0,003
-1 12 (12) 0 0.069 7(15,6) 5(6,7) 02 12(10,6) O 8(17,00 44
-2 26 (26) 2 (10,5) ’ 17 (37,8) 11 (14,7) 28(248) 0 16 (34,0) 12 (16,2)
-3 62 (62) 17 (89,5) 21 (46,7) 59 (78,7) 73 (64,6) 8 (100) 23 (48,9) 58 (78,4)
Invaséo 82 (82) 13 (68,4) 0,213 35(77,8) 61(81,3) 0,6 92(81,4) 5(625) 0,194 38(80,9) 59 (79,7) 0,880
vascular 37
Invaséo 53 (53) 11 (57,9) 0,695 24 (53,3) 40(53,3) 1,0 62(54,9) 2(25) 0,146 28 (59,6) 36 (48,6) 0,241
perineural 00
pT2 17 (17) 2 (10,5) 0,734  7(15,6) 13(17,3) 0,8 18(15,9) 2(25) 0,618 6(12,8) 14(18,9) 0,375
pT3-4 83 (83) 17 (89,5) 38 (84,4) 62(82,7) 00 95(84,1) 6(75) 41 (87,2) 60 (81,1)
Metastase 68 (68) 13 (68,4) 0,971  28(62,2) 53(70,7) 0,3 78(69,0) 4(50) 0,270 34 (72,3) 48(64,9) 0,391
linfonodal 39
Metastase 17 (17) 4 (21,1) 0,734 4 (8,9) 17 (22,7) 0,0 20(17,7) 1(125) 1,000 9(19,1) 12(16,2) 0,678
distante 55
Estadio 0,563 0,5 0,724 0,228
- 1-11 44 (44) 7 (36,8) 21 (46,7) 31 (413) 68 48(42,5) 4(50) 17 (36,2) 35 (47,3)
- HI-1v 56 (56) 12 (63,2) 24 (53,3) 44 (58,7) 65 (57,5) 4 (50) 30 (63,8) 39 (52,7)
Tamanho 5,88+2,98 6,24+3,16 0,645 6,03£3,4 5,85%2,69 0,7 6,03£3,0 4,06x 0,090 6,19+25 5,73+3,2 0,421
tumoral 6 53 2 1,49 6 2
(cm)
média+D.P.

6TT Sa21puady



Tabela A4. Anélise uni e multivariada da sobrevida global.

Analise univariada Analise multivariada**

Com terapia adjuvante ou

Sobrevida global

Sem terapia adjuvante ou

Hazard ratio (intervalo de Populacéo total

confianga) p

neoadjuvante

neoadjuvante

RAD5L1 nuclear 0,345 (0,123-0,972) 0,044 0,718 (0,370-1,393) 0,327 8812 (0,334-0,995)
RADO5L citoplasmético 2,318 (0,925-5,808) 0,073 1,056 (0,477-2,339) 0,893 éggg (0,537-2,045)
ATR nuclear 1,049 (0,421-2,617) 0,918 1,136 (0,649-1,990) 0,655 6%471‘51 (0,714-1,835)
ATR citoplasmético 1,547 (0,574-4,169) 0,388 0,601 (0,344-1,050) 0,074 8{3% (0,449-1,178)
ATM (nuclear) 0,222 (0,044-1,107) 0,066 0,39 (0,339-2,602) 0,904 822% (0,300-1,594)
BRCAZ2 nuclear 1,323 (0,99-3,505) 0,574 1,482 (0,866-2,536) 0,152 ééllg% (0,877-2,237) 1,764 (1,088-2,860) p=0,021
BRCAZ2 citoplasmatico 2,318 (0,925-5,808) 0,073 0,609 (0,344-1,078) 0,089 8?28 (0,537-1,392)
YH2AX (nuclear) 1,108 (0,449-2,735) 0,824 1,396 (0,824-2,366) 0,216 5241191 (0,831-2,066)
p53 (nuclear) 1,324 (0,530-3,308) 0,549 1,092 (0,643-1,854) 0,746 éigg (0,745-1,856)
CHK2 (nuclear)* 0,698 (0,249-1,958) 0,494 1,205 (0,711-2,042) 0,489 688? (0,631-1,592)
BRCAL nuclear 0,950 (0,340-2,653) 0,923 1,319 (0,597-2,914) 0,494 éggg (0,587-2,023)
BRCAL citoplasmatico el 1,818 (0,656-5,038) 0,250 égg(z) (0,704-5,293)
Estadio (111-1V vs. I-11) 2,699 (1,638-4,447) 2,663 (1,604-4,421) p<0,001
Terapia neoadjuvante §%§§ ' (0,270-0,864) 0,483(0,266-0,875) p=0,017

*Para CHK?2, hazard ratio dos casos com alta expressao em relacao aos de baixa expressao; para 0s outros marcadores, de casos positivos em relacao aos

negativos.

**As varigveis avaliadas foram tipo de gastrectomia, tamanho tumoral, tipo histoldgico, localizagdo tumoral, invasao vascular, estadio, terapia neoadjuvante,

infeccdo por Helicobacter pylori, BRCA2 nuclear e RAD51 nuclear. e RAD51 nuclear.

***Apenas casos positivos neste grupo.
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Tabela A5. Anélise uni e multivariada da sobrevida livre de doenca.

Sobrevida livre de doenga

Hazard ratio (intervalo de

Sem terapia adjuvante ou

Analise univariada
Com terapia adjuvante ou

Populacéo total

Analise multivariada**

confianca) p neoadjuvante neoadjuvante
RADSL nuclear 0,332 (0,110-1,005) 0,610 (0,327-1,171) 0,531 (0,308-0,014)
0,51 141 0,022
RAD51 citoplasmatico 0,578 (0,165-2,018) 0,390 1,205 (0,572-2,540) 1,081 (0,570-2,049)
ATR nuclear 0,812 (0,317-2,078) 0,665 (1)858 (0,582-1,717) 88%% (0,620-1,569)
ATR citoplasmatico 1,339 (0,469-3,827) 0,586 %989 (0,475-1,339) 882@ (0,547-1,373)
ATM (nuclear) 0,339 (0,070-1,641) 0,179 82% (0,242-1,861) 8?3% (0,230-1,226) 0,358 (0,151-0,851) p=0,020
BRCAZ2 nuclear 1,435 (0,532-3,870) 0,475 %%‘? (0,748-2,111) 2;%3% (0,812-2,028)
BRCA2 citoplasmatico 1,723 (0,667-4,447) 0,261 8385 (0,471-1,359) 833613 (0,620-1,551)
yH2AX (nuclear) 1,039 (0,411-2,628) 0,936 %gg (0,642-1,758) %gﬁ (0,669-1,619)
p53 (nuclear) 1,377(0,542-3,498) 0,501 88%% (0,574-1,580) (1)84512 (0,671-1,631)
CHK2 (nuclear)* 0,757(0,267-2,143) 0,600 cl)ggzlt (0,634-1,752) 88@% (0,605-1,494)
BRCAL nuclear 1,017 (0,332-3,115) 0,976 813291 (0,415-1,714) 8351 (0,486-1,598)
BRCAL citoplasmatico Ak cl):g%g (0,547-2,971) %%% (0,563-2,988)
0,574 0,542

Estadio (I11-1V vs. I-11) 31400 (2,080-5,589) 3,063 (1,844-5,087) p<0,001
<0,001

8’82}1 (0,289-0,868) 0,447 (0,253-0,789) p=0,006

Tipo de gastrectomia (total vs. 1,961 (1,241-3,098) 1,749 (1,083-2,827) p=0,022
subtotal) 0,004

Terapia neoadjuvante

*Para CHK2, hazard ratio dos casos com alta expressao em relagdo aos de baixa expressao; para os outros marcadores, de casos positivos em relacao aos
negativos.

**As variaveis avaliadas foram tipo de gastrectomia, tamanho tumoral, localizagdo tumoral, invasdo perineural, invasédo vascular, estadio, terapia
neoadjuvante, ATM e RAD51 nuclear.

***Apenas casos positivos neste grupo.
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Anexos 123

Anexo A. Aprovacio da pesquisa pelo Comité de Etica do HCFMRP-USP.

aas=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA o g
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO gupmn Use

Oficio n* 329172017
CEPMGY

Rbawrso Preto, 01 de novembro de 2017
Processo HCRP n* 1234302017
Prezados Pesqusadores,

O trabalho mtidado “IMPACTO DO PERFIL PROTEICO-MOLECULAR

Etica em Pesquisa e enguadrado na categona APROVADO, bem como a solicitacio de
dispensa de aplicagio do Termo de Consentiments Livre e Esclarecido.

Da acordo com Carta Cicular n* 003201 1/CONEP/CNS, datada de
21/03/2011, 0 sujeillo de pesquisa ou Seu represantanie, QUaNdo for 0 €50, doverd rubncse
lodas as folhas do Termo de Consentimento Livre ¢ Esdlarcodo ~ TCOLE -~ apondo sus
sssinalurs na diims do refendo Tenmo, 0 PesquIsSdor responsavel devers da mesma forma,
rubicar fodas as fohas do Termo de Consenfimento Livre e Esclsrecido — TCLE — apondo
sus gssinstura ng ditma paging do refendo Tenmo.

Este Comitd segwe infograimenie a Cooferéocie Infermmacional oe
Harmonizagso de Boas Priticas Clinicas (IGH-GCF), bem como & Resolugso n® 46672012
CNSMS. ’
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