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RESUMO
O cancer gastrico € a quarta neoplasia mais comum em todo o mundo, representando a
segunda causa de mortalidade por cancer. Apesar do tratamento com cirurgia e quimioterapia,
a sobrevida global em cinco anos de pacientes com cancer gastrico permanece baixa. Uma
possivel explicacdo para ineficicia da terapia € a presenca de células-tronco cancerosas, uma
subpopulacdo de células tumorais que apresentam caracteristicas de células-tronco. Estas
células, assim como as células tronco embrionérias, sdo consideradas imortais, podem se auto-
renovar e se transformar em qualquer célula do corpo. Varios marcadores, incluindo CD44 e
CD133, tém sido relatados como marcadores de células-tronco, normais e cancerosas, e
utilizados para isolar células cancerosas de tumores sélidos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a expressdo de CD44 e de CD133, no céancer gastrico primario e metastases
linfonodais, através de imunohistoquimica, e relaciona-la com as variaveis clinico-patoldgicas
de tipo histoldgico, sexo, idade, localizacdo anatémica, dimensdo do tumor, invasdo
angiolinfatica, infiltracdo perineural, classificagio TNM (TN) e acometimento linfonodal.
Este estudo foi desenvolvido a partir de um conjunto de 72 casos de adenocarcinoma gastrico,
dos Arquivos do Servico de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard
(DPML-UFC). Utilizou-se a técnica de tissue microarray asociada & imunohistoquimica com
anticorpo monoclonal anti-CD44 e policlonal anti-CD133. Foram considerados positivos 0s
casos que apresentaram uma ou mais células com imunomarcacdo citoplasmatica e/ou
membranar. Foi observado que 30% das amostras foram positivas para 0 CD44. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre as varidveis clinico-patoldgicas
estudadas e a imunoexpressdo de CD44. A imunoexpressdo do CD133 foi positiva em 24%
das amostras. O grau de invasdo do tumor apresentou dados com tendéncia estatisticamente
significante (p=0,0505), de forma inversa. Nas demais variaveis, ndo foi encontrada nenhuma
diferenca estatisticamente significante. A imunoexpressdo de CD133 na mucosa
histologicamente normal foi maior do que no tumor primario e na metaplasia intestinal, com
diferenca estatistica significante (p=0,0159 e p=0,0058, respectivamente). A imunoexpressao
de CD133 no adenocarcinoma gastrico tipo intestinal foi significativamente maior na mucosa
histologicamente normal do que na metaplasia (p=0,0260). A frequéncia da expressdo desses
marcadores € muito variavel, e mesmo nas amostras consideradas positivas, o percentual de

células coradas também € variavel, e em geral muito baixo.

Palavras-chave: Cancer gastrico. Células-tronco. CD44. CD133.



ABSTRACT
Gastric cancer is the fourth most common cancer worldwide, accounting for the second
leading cause of cancer mortality. Despite treatment with surgery and chemotherapy, the
overall five-year survival of patients with gastric cancer remains low. One possible
explanation for the ineffectiveness of therapy is the presence of cancer stem cells, a
subpopulation of tumor cells that have stem cell characteristics. It has been reported that
these, as well as embryonic stem cells, are immortal, can self-renew and to differentiate to be
transformed in any cell type in the body. Several markers, including CD44 and CD133, have
been reported as stem cell markers in both normal and cancerous cells and have been used to
isolate cancer cells from solid tumors. The aim of this study was to evaluate the expression of
CD44 and CD133 in primary gastric cancer and lymph node metastases by
immunohistochemical and to relate it to clinicopathologic variables as histological type,
gender, age, anatomical site, tumor size, angiolymphatic invasion, infiltration perineural,
TNM classification (TN) and lymph node involvement. This study was developed from a set
of 72 cases of gastric adenocarcinoma, from the Archives of Pathology and Forensic
Medicine of the Federal University of Ceara Service (DPML-UFC). Tissue microarray and
immunohistochemistry were utilized, with anti-CD44 monoclonal antibody and polyclonal
anti-CD133. The cases with one or more cells with cytoplasmic and / or membrane
immunostaining were considered positives. It was observed that 30% of the samples were
positive for CD44. No statistically significant differences were found between the clinical and
pathological variables studied and the immunoreactivity of CD44. Regarding the
immunoreactivity of CD133, the present study showed that 24% of samples were positive.
The degree of tumor invasion presented data showing a statistically significant trend (p =
0.0505), in reverse. The other variables, we found no statistically significant difference. The
immunoreactivity of CD133 in histologically normal mucosa was higher than in the primary
tumor and intestinal metaplasia, with statistically significant difference (p = 0.0159 and p =
0.0058, respectively). The CD133 immunostaining in intestinal type gastric carcinoma was
significantly higher than in the histologically normal mucosal metaplasia (p = 0.0260). The
frequency of expression of these markers is highly variable, and even in the samples

considered positive, the stained cells percentage is also variable, and very low overall.

Keywords: Gastric cancer. Stem cells. CD44. CD133.
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ANEXOS

| - Quadro geral — Dados brutos Imunoexpressao de CD44 e CD133 em carcinomas gastricos

primarios e respectivas metéstases linfonodais.
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1 INTRODUCAO

1.1. Cancer Gastrico — Epidemiologia

O cancer gastrico € a quarta neoplasia mais comum e a segunda causa de mortalidade
por cancer em todo o mundo. E precedido em homens por cancer de pulmao, prostata e cancer
colorretal. Nas mulheres € o quinto mais comum, sucedendo cancer de mama, colorretal, colo
do utero e pulméo. Estima-se que, em 2012, o cancer gastrico foi responsavel pela morte de
464 mil homens e 273 mil mulheres. E responsavel por 10% dos casos de morte por cancer,
apesar de sua menor prevaléncia em relagdo aos tumores de mama e préstata e de vir
apresentando declinio em suas taxas de incidéncia e mortalidade (DHINGRA, 2011;
GLOBOCAN, 2012; GUGGENHEIM e SHAH, 2012).

A incidéncia do cancer gastrico varia em diferentes partes do mundo e em Vvarios
grupos étnicos. As maiores taxas sdo encontradas no Japdo, China, América do Sul, Europa
Oriental, e Oriente Médio (SAIKAWA et al., 2010; LIN et al., 2011; YAMASHITA et al.,
2011; NAGINI, 2012).

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, aparece em quarto lugar
na incidéncia entre homens, precedido por prostata, pulmao e cancer colorretal, e em sexto
entre as mulheres, sucedendo mama, colo de Gtero, cancer colorretal, pulmao e tiredide. O
pico de incidéncia se da em sua maioria em homens, por volta dos 70 anos. Cerca de 65% dos
pacientes diagnosticados com cancer de estdmago tém mais de 50 anos. No Brasil, a
estimativa de novos casos em 2014 foi de 20.390 casos, sendo 12.870 homens e 7.520
mulheres, sendo a razdo M/l (mortalidade por incidéncia) de 0,7 (INCA,2014).

No Ceard, a estimativa de incidéncia para 100 mil habitantes, em 2014, foi de 1.230
novos casos, sendo 750 no sexo masculino e 480 no sexo feminino, e 280 em Fortaleza, 150
em homens e 130 em mulheres (INCA, 2014).

1.2. Classificacao

Sdo trés os tipos histoldgicos mais comuns de cancer gastrico: adenocarcinoma,
linfoma e leiomiossarcoma. Aproximadamente 95% dos casos de cancer gastrico sdo
adenocarcinomas (INCA, 2014).
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Foram descritos cerca de 40 subtipos histologicos em mais de uma dezena de
classificacfes de carcinoma gastrico, inclusive o sistema da OMS (CARNEIRO et al., 1995;
WHO, 2010).

A classificagdo de Lauren descreve os dois tipos principais de adenocarcinoma
gastrico, intestinal e difuso, que compreendem cerca de 90% de sua casuistica, e tem sido
utilizada preferencialmente, de forma universal, por sua abordagem clinica, epidemioldgica e
histologica, além de grande simplicidade e reprodutibilidade, tendo sido por isso utilizada
neste trabalho (LAUREN, 1965). O tipo intestinal, bem diferenciado, contém células
neopléasicas coesas e forma estruturas tubulares tipo glandulas, bem definidas, que
frequentemente ulceram. E mais prevalente em pessoas idosas do sexo masculino, em regides
de alto risco, e possui melhor prognostico. Surge a partir de lesGes pré-cancerosas e €
influenciado por fatores ambientais. O tipo difuso, pouco diferenciado, é caracterizado pela
infiltracdo e espessamento da parede do estdbmago. As células neopléasicas encontram-se
dispersas ou formando pequenos cachos, os chamados “clusters”. E mais frequente em
mulheres e em pacientes jovens, e é mais prevalente em individuos do tipo sanguineo A, e

parece ter uma associa¢do com a susceptibilidade genética (NAGINI, 2012).

1.3. Carcinogénese

A carcinogénese gastrica € um processo multifatorial, de vérias etapas, que leva ao
acumulo de multiplas alteracbes genéticas e epigenéticas (DHINGRA et al., 2011;
WAKAMATSU et al., 2011). Além da aquisi¢do dessas mutagoes, interacfes entre as células
tumorais e o0 seu microambiente (estroma, vasculatura e células inflamatorias) desempenham
uma profunda influéncia sobre o processo de tumorigénese (VISVADER e LINDEMAN,
2008).

O adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal é precedido por um longo processo pré-
canceroso, que inclui, gastrite crénica atrofica multifocal, metaplasia intestinal, displasia de
baixo grau, displasia de alto grau (carcinoma in situ), e finalmente o carcinoma invasivo,
associado a degradacdo da matriz intercelular (CORREA; PIAZUELO, 2012). Surge muitas
vezes no contexto da inflamacéo cronica pelo Helycobacter pylori (H. pylori) (WANG et al.,
2011). Essa infeccdo é um forte fator de risco para o cancer gastrico, provavelmente devido a
extensa inflamacdo causada por essa bactéria na mucosa gastrica. Entretanto, considerando

gue somente uma pequena porcdo de sujeitos infectados por H. pylori eventualmente
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desenvolve cancer gastrico, admite-se que esse processo dependa de alguns fatores, como a
variabilidade da cepa do H. pylori e outros relacionados ao hospedeiro (KIM et al., 2012;
CORREA; PIAZUELO, 2012).

Na carcinogénese do carcinoma géstrico tipo difuso, a infec¢éo pelo H. pylori parece
ter papel de menor relevancia. Neste caso, fatores ambientais ou do estilo de vida dos
pacientes (por exemplo, tabagismo, baixo consumo de frutas e vegetais, alta ingesta de sodio)
sdo da maior importancia, e sobretudo, fatores genéticos bem determinados, como as
mutacbes do gene da caderina-E em carcinomas difusos esporadicos e hereditarios
(SHIMOYAMA,; HIROHASHI, 1991; WHO, 2010).

Dados disponiveis sugerem uma associacdo entre dieta a base de alimentos ricos em
nitritos, nitrosaminas, carne, carne processada, alimentos em conserva e defumados, e um
aumento no risco de desenvolvimento de cancer gastrico (JAKSZYN; GONZALEZ, 2006). A
ingestdo de carne vermelha, em relacdo a carne branca, contribui de forma significativa para a
producédo enddgena de compostos nitrosos (BINGHAM et al., 1996). Os alimentos asiaticos,
em relacdo aos alimentos ocidentais, apresentam nitrosaminas em maior concentracdo e em
maior frequéncia (HOTCHKISS, 1998). Agentes nitrosantes também sdo produzidos em
condic@es inflamatorias cronicas (BARTSCH; SPIEGELHALDER, 1996).

Outro fator que indica a associacdo entre habitos de vida e cancer gastrico € que a
incidéncia da doenca em determinados grupos étnicos varia de acordo com o local em que
esses imigrantes vivem (TSUGANE; SASAZUKI, 2007).

Entretanto, apesar de convencionalmente aceito que dieta e nutricdo desempenham um
papel importante na carcinogénese gastrica, ainda nao foram estabelecidos os mecanismos
para os padrdes de incidéncia e geogréaficos observados (VISVADER; LINDEMAN, 2008).

1.4 Diagndstico, tratamento e fatores prognosticos

Apesar dos avancos no diagnéstico, a deteccdo da doenca ocorre em geral mais
tardiamente, ap0s a invasdo da muscular propria, mesmo em alguns paises desenvolvidos.
Nos estagios iniciais da doenca, os pacientes apresentam sintomas vagos e inespecificos. A
triade classica anemia, perda ponderal e recusa de alimentos a base de carne s6 é observada

nos estagios mais avancados da doenca (NAGINI, 2012).
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A despeito dos avangos nas abordagens terapéuticas, tratamento cirargico e terapias
adjuvantes, o cancer gastrico continua a ser um problema de saude publica global. A
resseccdo cirargica € o melhor tratamento curativo para os casos de diagnostico precoce, com
sobrevida global em cinco anos variando de 50% a 70%. Entretanto, a maior parte dos casos €
diagnosticado no seu estado avangado, quando entdo a sobrevida cai para 4% a 10%. Para
estes pacientes, a quimioterapia é a principal opcao de tratamento (DURAES et al., 2014).

A quimioterapia tem sido utilizada no cancer gastrico avancado, com aumento da
sobrevida, tendo por referenciais a cisplatina e a fluoropirimidina (GARRIDO et al., 2014). A
cisplatina é um importante farmaco quimioterapico utilizado no tratamento para o cancer
gastrico avancado, e combinado com S-1 (combinagdo de tegafur, gimeracil e oteracil),
demonstrou aumento da sobrevida global mediana em 76%, com toxicidade toleravel
(KOIZUMI et al., 2003). O tratamento cirargico associado a quimioterapia com S-1 mostrou
uma maior taxa de sobrevivéncia global em um ano do que o tratamento cirurgico isolado, e a
sobrevida em 3 anos foi de 80,1% em um grupo de pacientes tratados com S-1 e cirurgia,
enquanto que a de pacientes tratados apenas com cirugia a sobrevida foi de 70,1%
(SAKURAMOTO et al., 2007). A taxa de resposta ao tratamento com S-1 associado a
cirurgia, nos casos de cancer gastrico avancgado, foi superior a 40% (SAKATA et al., 1998;
KOIZUMI et al.,, 2000). Em uma revisdo sistematica, observou-se uma reducdo da
mortalidade de cancer gastrico em mais de 40% em pacientes submetidos a QT tradicional
(LACOVELLI et al., 2014). Observou-se também elevacdo na sobrevida de pacientes com
cancer gastrico avancado, através da utilizacao de trastuzumab (THIEL et al., 2015). O
Ramucirumab, outro anticorpo monoclonal, também mostrou resultados promissores (THIEL
etal., 2015;SHITARA et al., 2015).

Os principais fatores progndsticos em pacientes com cancer gastrico, como nos demais
tipos de cancer, dependem do estadiamento do tumor, através do sistema TNM (invasdo local
pelo tumor, status linfonodal e sobretudo metéstases a distancia, por via hematogénica
(SOBIN et al., 2009; WU et al., 1997; WAKAMATSU et al., 2011). A disseccdo estendida de
linfonodos melhora de forma significativa a sobrevida a longo prazo de pacientes com
tumores estagio Il, e ndo aumenta a taxa de morbidade ou mortalidade. O volume tumoral
também ¢é considerado outro fator prognostico independente. A analise univariada de
possiveis fatores relacionados ao prognostico de 101 pacientes submetidos a resseccao
curativa para cancer gastrico demonstrou diferencas significativas na sobrevida dos pacientes,
com relacdo a profundidade de invasdo do tumor, status linfonodal, didmetro e volume do
tumor (KIKUCHI, 2000).
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A invasdo direta e a carcinomatose peritoneal sdo os sitios mais comuns de metastases
da doenca. A disseminacdo hematogénica € menos frequente, ocorrendo para figado (40%),
pulméo (20%) e o0ssos (2%) (BRUCKNER et al., 1997)

Muitos pacientes morrem em consequéncia de metastases ou recorréncia, mesmo apos
rigorosa terapia. Até hoje, os mecanismos de controle da invasdo e metéstase continuam a ser
estudados (YANG et al., 2011).

Uma possivel explicacdo para ineficacia da terapia é a presenca de células-tronco
cancerosas (SIMON et al., 2012). Evidéncias sugerem que o tumor é um conglomerado de
populacdes de células heterogéneas. Somente uma subpopulacdo desse conglomerado mantém
a capacidade de formacéo de col6nias, e dai a recorréncia e metastase (SIMON et al., 2012,
NAGINI, 2012).

Em virtude da insuficiéncia dos tratamentos tradicionais, as células-tronco cancerosas
vém recebendo grande atencdo na investigacdo oncoldgica, sendo descritas como potenciais

alvos terapéuticos no tratamento do cancer gastrico (SINGH, 2013).

1.5. Células-tronco cancerosas

Células-tronco sdo células indiferenciadas, capazes de proliferacdo, auto-renovacéo,
producdo de descendentes com funcgdes diferenciadas, regeneracdo de tecidos apds uma lesao
e flexibilidade na utilizagcdo dessas reagdes (ROEDER e LOEFFLER, 2002). Quando
presentes no embrido,sdo designadas células-tronco embrionérias, podendo também ser
encontradas em tecidos adultos, sendo entdo denominadas células-tronco adultas (VOGEL,
2000).

As células-tronco gastricas desempenham um papel essencial na auto-renovacgdo
e na homeostase da mucosa gastrica, sendo cruciais no reparo do epitélio apos lesdo. Essas
células-tronco normais, indiferenciadas e multipotentes, foram caracterizadas na regido do
istmo e criptas profundas da mucosa, na regido do antro ou fundo gastrico (MILLS et al.,
2011; HOFFMANN, 2011; HOFFMANN, 2012; ZHAO, Y. et al., 2015).

Células-tronco cancerosas sdo uma subpopulacdo de células tumorais que apresentam
caracteristicas de celulas-tronco (LEE et al., 2012). Tem sido relatado, a semelhanca das
células-tronco normais, que as células-tronco cancerosas, assim como as células-tronco
embrionarias, sdo imortais, podem se auto-renovar e se transformar em qualquer célula do
corpo (ISHIGAMI et al., 2010). Teriam sua origem a partir de células-tronco especificas do

tecido normal, com capacidade de iniciagdo tumoral, mas em contraste com as células-tronco
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normais, exibem uma maneira desregulada de se auto-renovar e se diferenciar, resultando na
producéo de tumores solidos (JIANG et al, 2011).

Existem dois modelos para explicar a propagacdo e heterogeneidade tumoral: o
modelo estocastico (ou probabilistico) e o modelo hierarquico (das células-tronco). No
primeiro, todas as células possuem capacidade tumorigénica similar. J& no modelo
hierarquico, apenas as células-tronco tem a capacidade de gerar um novo tumor, em virtude
de suas propriedades de se auto-renovar e do seu enorme potencial proliferativo. Entretanto,
as células-tronco cancerosas ndo surgem necessariamente a partir da transformacdo de
células-tronco normais. Elas podem surgir de progenitores restritos ou de células mais
diferenciadas que adquiriram a capacidade de se auto-renovar (VISVADER; LINDEMAN,
2008).

Recentemente, o interesse em células-tronco no cancer gastrico surgiu no contexto
mais amplo da hipotese da presenca dessas células em tumores sélidos (DHINGRA et al.,
2011). Essas células, inicialmente detectadas em leucemias e tumores cerebrais, foram
posteriormente descritas em cancer de pancreas, prostata, carcinoma hepatocelular, cancer
colorretal (ISHIGAMI et al., 2010), além de cancer de mama e de cabeca e pescoco (WANG
etal., 2011).

1.6. Marcadores de células-tronco e cancer gastrico

H& uma expectativa de que moléculas expressas em células-tronco normais possam
servir como marcadores de células-tronco cancerosas (WANG et al., 2011). Varios possiveis
marcadores ja foram descritos. Estudos in vitro tém demonstrado o Lgr5 como um marcador
de celulas-tronco em intestino, colon e foliculo capilar em camundongos (BARKER et al.,
2007). Foi mais recentemente relatado no antro gastrico, na base da glandula pildrica, sendo
as células Lgr5 positivas identificadas como células estaminais multipotentes, responsaveis
pela renovacdo a longo prazo do epitélio gastrico (BARKER et al., 2010). No cancer gastrico,
foi identificado na superficie luminal, no centro de tumor e nas células da frente da invasdo
tumoral (SIMON et al., 2012). O Musashi-1, expresso na regido do istmo do antro no
estdbmago humano normal, mostrou-se fracamente expresso no cancer gastrico inicial, mas
elevado no cancer gastrico invasivo (AKASAKA et al., 2005; WANG et al., 2010). O Sox2
teve sua expressdo associada a invasdo tumoral e metastase linfonodal (ARNOLD et al.,

2011), sendo por vezes fortemente expresso em amostras de cancer gastrico primario



19

(KIMURA et al., 2011), enquanto que o Sox9, fracamente expresso na regido do istmo do
corpo gastrico normal, e moderadamente no antro, teve forte expressao identificada através de
imunohistoquimica, em 46 amostras de mucosa gastrica neoplasica (KIMURA et al, 2011).
Outro candidato a biomarcador, o Aldhl, identificado no citoplasma de células parietais, teve
alta expressdo no cancer gastrico e em les6es metaplasicas (ZHI et al., 2011; WAKAMATSU
et al., 2011; NISHIKAWA et al., 2013). O Oct4, considerado um marcador de pluripoténcia,
identificado na regido do istmo do antro em estbmago humano, através de imunocoloracao,
teve sua expressdo aumentada nos casos de no cancer gastrico (AL-MARZOQEE, 2012).

Os marcadores CD44 e CD133 tém sido relatados como marcadores de células-tronco,
normais e cancerosas, e utilizados para identificar e isolar células cancerosas de tumores
solidos (WAKAMATSU et al., 2011). A alta expressdo de CD44 e CD133 em amostras de
cancer gastrico mostraram valor prognoéstico de pior sobrevida do paciente (p = 0,014 e P =
0,019, respectivamente) (WANG et al., 2011).

CD44 é uma glicoproteina transmembrana classe I, que pode atuar como um receptor
para componentes das matrizes extracelulares, como o acido hialurénico (YAMAGUCHI et
al., 2002; QIAO; GUMUCIO, 2011). Este marcador é expresso na superficie das células
sanguineas e no endotélio e participa de muitos processos celulares, incluindo crescimento,
sobrevivéncia, diferenciacdo e mobilidade, apresentacdo de quimiocinas e fatores de
crescimento, absorcdo e degradacdo celular de acido hialurdnico e transmissdo de sinais de
apoptose e que medeiam a hematopoiese (NAOR et al., 1997; NORASTI et al., 2014). E uma
molécula de adesdo que desempenha um papel na migracao de células cancerosas e na adesao
da matriz em resposta ao microambiente celular, aumentando assim a agregacao celular e o
crescimento da célula tumoral (DHINGRA et al., 2011).

Diferentes isoformas do CD44 tem sido detectadas numa variedade de tumores
humanos, como colorretal, mama, pulméo e estomago (YAMAGUCHI et al., 2002). Estudo
recente identificou 0 CD44 como um marcador de células-tronco em cancer gastrico. Células
do cancer gastrico CD44 positivas demonstraram propriedades de quimio e radio-resisténcia,
0 que provavelmente é responsavel pela refratariedade desse tipo de tumor aos protocolos de
tratamento padrdo (SUBRAMANIAM et al., 2010). Essas células mostraram ter propriedades
de celulas-tronco, incluindo a habilidade de iniciacdo tumoral, proporcionando um
reservatorio que pode causar recorréncia tumoral apos terapia (RYU et al., 2012).

Estudo realizado por Norasti et al., em 95 amostras de adenocarcinoma gastrico,
demonstrou que a frequéncia de amostras de células tumorais positivas para CD44 foi de

60%, enquanto que todas as amostras de tecido ndo tumoral foram negativas para CD44.



20

CD133 é uma proteina transmembranar de cinco dominios, composta por uma cauda
extracelular N-terminal, dois pequenos lacos citoplasmaticos, dois lacos extracelulares
grandes contendo sete potenciais locais de glicosilacdo, e uma cauda C - terminal curta
intracelular (CORBEIL et al., 2001). Foi identificada pela primeira vez como um marcador de
uma subpopulacao de células hematopoiéticas e clonado em 1997 (MIRAGLIA et al., 1997).

Apesar de sua funcdo bioldgica permanecer desconhecida, a expressao de CD133 esta
associada com altas taxas de metabolismo da glicose celular (YANG et al., 2007). Em nivel
molecular interage com o colesterol e pode ser localizada dentro de micro dominios lipidicos
(ADIKIBI, 2011).

BOURSEAU-GUILMAIN et al., 2011, estudando captacdo da transferrina em células
neoplésicas de colon humano, investigaram uma possivel funcdo do CD133 no processo de
endocitose, através da observagdo da acumulacdo intracelular de compostos extracelulares
marcados com fluorescéncia. Esse marcador, localizado nas saliéncias da membrana
plasmatica, mostrou ligar-se ao colesterol. A privacdo da expressdao de CD133, através da
utilizacdo de anticorpo monoclonal, melhorou a absorcdo da transferrina nessas células. A nao
privagdo dessa expressdo mostrou um papel de inibi¢do da endocitose de transferrina, mas ndo
estimulou a exocitose. Esse estudo também sugeriu um papel do colesterol no efeito inibitério
do CD133 na endocitose. Estes dados estabeleceram pela primeira vez 0 CD133 como um
modulador de acumulacdo intracelular de compostos exdgenos, tendo em vista que esse
marcador parecia ser um inibidor da captacdo da transferrina.

Tem sido demonstrado que o CD133 que € produzido e ndo é transportado até a
membrana celular pode conduzir a degeneracdo da retina humana (MAW et al., 2000).

Tem sido identificado como um marcador de células-tronco em diferentes tipos de
tecidos (KEYSAR; JIMENO, 2010; SNIPPERT, 2009). A positividade do CD133 na
membrana celular foi encontrada em cerca de 30% de amostras de cancer gastrico, e
demonstrou relagdo com a profundidade do tumor, o envolvimento linfonodal, o estagio
clinico e a invasao vascular (ISHIGAMI et al., 2010). Pode ser um marcador util de células-
tronco cancerosas para predizer o risco de recorréncia tumoral (a sobrevida de pacientes em 5
anos é significativamente pior no grupo de pacientes com expressdo positiva para CD133-
47,5% vs 74% p=0,037 (LEE et al., 2012).

SING et al., em 2004 demonstraram que apenas uma pequena quantidade de células
CD133 positivas (100 células), implantadas em ratos diabéticos ndo obesos, imunodeficientes,

séo suficientes para iniciar um tumor semelhante ao tumor original.
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A dificuldade na caracterizacdo diferencial através de marcadores moleculares, entre
células-tronco normais e tumorais, a importancia das células-tronco na carcinogénese, a
escassez de estudos com os marcadores CD44 e CD133 em tumores soélidos, sobretudo
gastricos, a escassez de trabalhos que investigam a presenca de células-tronco nas metastases
linfonodais, e a alta incidéncia desse tipo de cancer em nosso meio, motivaram a realizacéo

desse estudo.
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2 OBJETIVOS

Geral

e Avaliar a expressdo de marcadores de células-tronco, CD44 e CD133, no
cancer gastrico primario e metastases linfonodais, através de imunohisto-

quimica.

Especificos

e Determinar a prevaléncia da expressdo destes marcadores nos tumores

primarios e nas respectivas metastases linfonodais;

e Correlacionar a expressdo desses marcadores com 0s tipos histologicos

intestinal e difuso (Lauren) de carcinoma gastrico;

¢ Relacionar a expressao desses marcadores no carcinoma gastrico primario e na

mucosa ndo neoplasica distante do tumor;

e Avaliar a possivel correlacdo anatomoclinica entre a expressao de células
CD44 e/ ou CD133 positivas e varidveis como idade, sexo e estadiamento

tumoral, entre outras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Casos e material utilizado

Este estudo, de carater transversal, foi desenvolvido a partir de um conjunto de 72
casos de adenocarcinoma gastrico, utilizando material referente a pecas de gastrectomia
realizadas no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), no periodo de 2011 a 2014,
registradas e integrantes dos Arquivos do Servico de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceard (DPML-UFC). Foram incluidas amostras dos tumores
primarios coletadas durante o ato cirdrgico, fixadas em formalina a 10%, processadas
automaticamente e incluidas em parafina. Selecdo de mucosa gastrica normal distante do
tumor (margem cirurgica) e de linfonodos com metastase foram feitas a partir dos arquivos do
mesmo Servico de Patologia. Foram excluidos todos 0s casos com amostras insuficientes, mal
fixadas ou inadequadas, por exemplo com predominio de areas necroticas ou de muco.

Dos 72 casos, 55 apresentavam metastases em linfonodos.

Os casos foram reclassificados de acordo com a classificagdo de Lauren, nos tipo
intestinal e difuso. O tipo intestinal apresenta lesdo macroscopicamente bem delimitada, em
geral localizada na incisura angular e a microscopia, tem aspecto bem diferenciado, contém
células neoplésicas coesas e forma estruturas tubulares tipo glandulas, bem definidas, com
ulceracdo frequente. O tipo difuso, pouco diferenciado, é caracterizado pela infiltracdo e
espessamento de toda a parede do estdmago. As células neoplasicas encontram-se dispersas
ou formando pequenos cachos, os chamados “clusters” (LAUREN, 1965).

Os casos de metaplasia intestinal foram caracterizados em cortes corados por HE,
pela presenca de células caliciformes, tipicas destas lesdes (AKIYAMA e UEMURA, 2009).
A mucosa histologicamente normal foi assim caracterizada pela auséncia de lesdes
neoplésicas, metaplasicas ou de qualquer outra natureza, obtidas preferencialmente das
margens cirargicas livres de neoplasia. Os implantes metastaticos nos linfonodos foram
caracterizados também a partir da HE, pela presenca de células neoplésicas isoladas ou
agrupadas, distorcendo a arquitetura linfonodal.

Foi utilizada a técnica de tissue microarray (TMA) para o estudo dos casos.
Durante a analise das laminas, foram excluidos os casos que apresentavam menos de cem
células tumorais, casos autolisados e casos com material insuficiente. Houve também perda de
alguns cilindros, e consequentemente de casos, durante o corte do TMA e sua fixagdo na

lamina, levando a casuistica final de, para o CD44, 69 amostras de tumor primario, 17
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amostras de metaplasia intestinal, 54 de mucosa normal e 25 amostras de linfonodos com
metéstase. Para 0 CD133, a casuistica foi de 68 amostras de tumor primario, 15 de metaplasia

intestinal, 48 amostras de mucosa normal e 30 de linfonodos.

3.2 — Tissue Microarray

Foi realizada a analise do material a ser estudado (mucosa normal, metaplasia
intestinal, mucosa neoplasica e linfonodos), através das laminas coradas pelo método HE, a
fim de delimitar a area representativa do material em cada bloco doador, e dessa forma
permitir a retirada dos cilindros no local exato onde se encontrava o tecido a ser analisado.

A construcdo dos blocos de tissue microarray (TMA) seguiu a técnica modificada de
Kononen e colaboradores (1998), utilizando uma base fixa a partir de um kit comercial
(Arraymold®). Foram confeccionados 8 blocos com 16 amostras do material a ser estudado,
com um total de 36 cilindros no bloco receptor, com espacamentos de 2,2 mm de distancia
entre os centros dos cilindros.

Durante a retirada dos tecidos dos blocos doadores, o punch era inserido de forma
perpendicular a fim de proporcionar a adequada retirada do cilindro com a parte previamente
selecionada e representativa da amostra.

As amostras tissulares parafinadas do “bloco doador” foram retiradas com o auxilio de
um punch de bidpsia de 2mm de diametro (BiopsyPunch - Miltex), inserido na area
previamente selecionada do bloco. Essas amostras foram retiradas da agulha e inseridas no
“bloco receptor” com auxilio de um bastdo apropriado e encaixado no bloco receptor com
auxilio de uma lamina.

Em cada vértice dos array foi colocada seccdo histoldgica distinta das estudadas, para
servir de controle interno dos casos. Foram inseridos controles internos de carcinoma
colorretal e linfonodos normais, do CD133 e do CD44 respectivamente. Para controle externo,
foram utilizadas amostras de tecido renal e linfonodo normal, para 0 CD133 e o CD44
respectivamente de acordo com estudos prévios (GHAFARZADEGAN, 2008; KIM et al,
2011; SCHWARTZ et al, 2013). Dessa forma, cada array construido contem 36 cilindros,
sendo 16 do material objeto da pesquisa (cada tumor com duas amostras, mucosa normal e
linfonodo com metéstase), e quatro amostras de dois tecidos diferentes como controles

internos positivos a serem testados.
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Apbs o preenchimento do “bloco receptor” com todos os cilindros dos “blocos
doadores”, foi despejada uma fina camada de parafina derretida sobre o bloco, que foi
posteriormente aquecido em uma estufa a 60 °C durante 15 minutos, e depois resfriado a
temperatura ambiente, a fim de se obter uma melhor aderéncia dos cilindros no bloco
receptor.

Os cortes dos blocos de TMA foram realizados em micrétomo Leica RM2235, com 4
um de espessura, colocados em laminas silanizadas e encaminhados para realizacdo de

imunohistoquimica.

3.3 - Imunohistoquimica

As laminas silanizadas foram colocadas em um suporte plano e levadas para a
estufa, com temperatura estabilizada a 60°C, durante uma hora, a fim de derreter 0 excesso de
parafina e melhorar a aderéncia dos tecidos a lamina.

Ao mesmo tempo, iniciou-se a preparacdo do tampdo de recuperacao antigénica,
utilizando-se o tamp&o Envision Flex Target Retrieval Solution, pH=9, cddigo de referéncia
K8000 — Dako®, na diluicio 1:50, que foi conservado em geladeira a 8°C. Em seguida, essa
solucédo de 1500 ml (30 ml de tamp&o de recuperacédo antigénica + 1470 ml de agua destilada)
foi colocada em um tanque do modulo de pré-tratamento Dako PT Link®, aparelho que
proporciona um banho maria fechado, com temperatura monitorizada e controlada por
computador. Foi realizado o pré-aquecimento do sistema até 65°C durante trinta minutos.

ApOs retiradas da estufa, as laminas foram colocadas em prateleiras, as quais
foram posicionadas no tanque do Dako® PT Link, e o sistema aquecido até a temperatura de
97°C, permanecendo nessa temperatura por trinta minutos. A seguir, o sistema foi novamente
resfriado até 65°C, com o tempo total do processo de aproximadamente uma hora e meia.
Dessa forma, ha a recuperacdo dos epitopos antigénicos e a reidratacdo dos cortes
histologicos, permitindo, assim, uma melhor ligacdo dos anticorpos aos epitopos (SHI; SHI,;
TAYLOR, 2011).

O material entdo foi retirado dos tanques, e as laminas colocadas em um borrel
contendo tampdo de lavagem, durante trés minutos, por trés vezes. Para a lavagem das
laminas foi utilizado o Wash Buffer Envision Flex, pH=7,6, Dako®, na diluicdo de 1:20.

Apds essa etapa de lavagem, as laminas foram retiradas do tampéo de lavagem e
marcadas com uma caneta especial hidrofobica (Dako® Pen — referéncia S2002), que delimita

a area em torno do corte histologico, impedindo o escoamento das solu¢des. Foram entéo
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submetidas ao bloqueio da peroxidase com peroxido de hidrogénio a 5% durante dez minutos,
com o objetivo de bloquear a peroxidase dos tecidos e evitar reacdo de fundo quando da etapa
de coloracéo.

Posteriormente, foi efetuada nova lavagem das laminas com tampdo de lavagem
por mais trés minutos, e entdo as laminas foram colocadas nas camaras de incubacéo, onde foi
realizada a incubagdo com o anticorpo primario.

Foram utilizados o anticorpo policlonal de coelho anti-CD133 da Biorbyt®
(ORB99113), em diluicdo de 1:100, e anticorpo monoclonal de camundongo anti-Hu CD44
(Clone DF 1485) Dako®, em diluicdo de 1:50. Foi realizada a aplicagdo do anticorpo
primario, lamina por lamina, e o conjunto permaneceu em incubac¢do por uma hora, sendo
realizadas trés lavagens seguidas com o Wash Buffer Envision Flex Dako®, durante trés
minutos cada lavagem.

As laminas entdo foram colocadas na prateleira e foi realizada a incubagdo com o
Linker Envision Flex Mouse, cddigo de referéncia K8012/K8022 - Dako®, durante trinta
minutos.

A etapa seguinte se deu através da incubacdo com o polimero Dako® Envision +
Dual Link System — HRP. A incubacdo do polimero foi realizada durante trinta minutos. Em
seguida, foram realizadas mais trés lavagens com o tampéo de lavagem, durante trés minutos
cada lavagem, e, logo ap0s, foi feita a coloragdo com a incubagdo do cromégeno Dako® DAB
durante cinco minutos e posterior lavagem das laminas em &gua corrente.

A seguir, foi feita a contracoloragdo com hematoxilina (EnVision Flex
Hematoxylin) e realizadas trés passagens das laminas em alcool absoluto, para desidratacéo e
trés passagens em xilol, para diafanizacdo ou clareamento. Por Gltimo, foram realizadas as

montagens das laminulas utilizando o Balsamo do Canada.

3.4 — Escores

A grande maioria dos trabalhos tem mostrado que as células-tronco sdo pouco
frequentes em relagdo ao total de células da massa tumoral. Admite-se que novos clones vdo
surgindo durante a progressdo tumoral, e que esses clones podem surgir de uma unica célula
neoplasica. Assim, neste modelo de progressdo, a presenca de uma Unica célula-tronco é
capaz de gerar uma linhagem de células com potencial maior de sobrevivéncia ou
metastizagdo (VISVADER; LINDEMAN, 2008). Por isso achamos importante considerar a

amostra positiva como aquela que apresentava ao menos uma célula com marcagédo
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membranar ou citoplasmatica, baseado em estudos prévios (CHOI et al, 2009; ISHIGAMI et
al, 2010).

Foi realizada a contagem de células coradas em 1000 células. Os campos foram
contados em sequéncia, a partir de um ponto aleatério (HASHIMOTO et al., 2014), em
aumento de 400X, até atingir-se um total em torno de mil células no dltimo campo

microscopico avaliado.

3.5 - Controles

Os controles positivos para CD133 foram obtidos a partir de seccbes de tecido
renal normal (KIM et al, 2011; SCHWARTZ et al, 2013). Os controles positivos para CD44
foram obtidos a partir de seccGes de linfonodos (GHAFARZADEGAN, 2008). Os controles
negativos foram obtidos a partir da supressdo do anticorpo primario durante a realizagdo da

imunohistoquimica.

3.6 - Avaliacao individual e entre observadores

Os preparados histologicos para CD44 e CD133 foram estudados detalhadamente pelo
autor deste trabalho e analisados por um patologista experiente, sempre em microscopio
Olympus BX41°®.

3.7 - Andlise Estatistica

Utilizou-se o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher, a depender do tamanho da
amostra dos sub-grupos comparados, a partir das tabelas de contingéncia, na avaliagdo da
imunoexpressdo dos diversos marcadores, e nas correlagdes clinico-patologicas. Também foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparar as medianas das amostras.
O valor de p< 0,05 foi definido como estatisticamente significante. Foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5 para realizacdo dos testes estatisticos e confeccdo dos graficos.

3.8 - Aprovagdo no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido a Plataforma Brasil, e registrado sob o
numero CAAE 32108314.8.0000.5054, sendo avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, em 11/07/2014, nimero do parecer 727.346.
Foram tomados os cuidados necessarios para a preservacao de condi¢fes de biosseguranca,
incluindo a prevencdo de acidentes em laboratorio, e 0 manejo e acondicionamento correto
dos materiais utilizados. A utilizacdo das amostras do arquivo foi feita apds a assinatura do

Termo de Fiel Depositario das amostras.
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4 RESULTADOS
4.1 Controles
Foram utilizados o linfonodo como controle para o CD44, e o tecido renal para o

CD133 (GHAFARZADEGAN et al., 2008; KIM et al., 2011; SCHWARTZ et al., 2013). A

figura 1 representa os controles externos positivos e negativos.

S A

Figura 1. A-CD44 Controle negativo, auséncia de marcacdo em linfocitos; B-CD44 Controle positivo,
imunomarcacdo membranar e citoplasmatica em linfdcitos; C-CD133 Controle negativo, auséncia de
marcagdo em células tubulares renais; D-CD133 controle positivo, imunomarcacdo citoplasmatica em
células dos tubulos renais (A, B, C, D: 400X).

4.2 Imunomarcacédo de CD44 e Variaveis Clinico-Patolégicas

A tabela 1 mostra a imunoexpressdao de CD44 em células neoplasicas no tumor
primario, e as variaveis clinico-patolégicas citadas. Observa-se o predominio de pacientes do

sexo masculino (58%), com idade superior ou igual a 50 anos (87%), tumor localizado
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principalmente em corpo ou antro gastricos (81%) e dimensdo maior ou igual a 5 cm (71%),
com auséncia de invasao angiolinfatica (52,2%) e perineural (34,8%). A maioria é de tumores
em estagio mais avancado, T2 a T4 (86%) e com presenca de metastases linfonodais (74%).
Com relagdo a estas varidveis, ndo encontramos nenhuma diferenca estatisticamente

significante (tabela 1).



Tabela 1 — Imunoexpressdo de CD44 no tumor primario e variaveis clinico-patolégicas

Variaveis clinico-patoldgicas

Imunoexpressdo de CD44 — tumor primario

n POSITIVA | NEGATIVA p
Tipo histoldgico (Lauren)
Intestinal 36 9 (25%) 27 (75%) 0,4326
Difuso 33 12 (36%) 21 (64%)
Sexo
Masculino 41 13 (32%) 28 (68%) 1,0000
Feminino 28 8 (29%) 20 (71%)
Idade
<50 9 4 (44%) 5 (56%) 0,4392
>50 60 17 (28%) 43 (72%)
Localizacdo anatdbmica
Cérdia 0 0 0,4470
Fundo 0 0
Corpo 34 9 (26%) 25 (74%)
Antro 19 5 (26%) 14 (74%)
Corpo+Antro 3 2 (67%) 1 (33%)
# 13 5 (38%) 8 (62%)
Dimensdo do tumor
<5cm 20 3 (15%) 17 (85%) 0,0874
>5cm 48 18 (38%) 30 (62%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Invasdo angiolinfatica
Ausente 36 12 (33%) 24 (67%) 0,7935
Presente 32 9 (28%) 23 (72%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Invasdo perineural
Ausente 24 6 (25%) 18 (75%) 0,3220
Presente 17 7 (41%) 10 (59%)
# 28 8 (29%) 20 (71%)
Grau de invasdo
T1 9 2 (22%) 7 (78%) 0,7102
T2-T4 59 19 (32%) 40 (68%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Metéastases linfonodais
NO 17 6 (35%) 11 (65%) 0,7635
N1-N3 51 15 (29%) 36 (71%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Total 69 21 (30%) 48 (70%)

# nao avaliavel
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A tabela a seguir apresenta de forma sucinta a imunomarcacdo de CD44 nos quatro

tipos de tecidos e locais estudados: mucosa histologicamente normal, metaplasia intestinal,

tumor primario e metastase linfonodal:

Tabela 2 - Expressdo de CD44 em mucosa histologicamente normal, metaplasia intestinal, tumor
primarioe metastase linfonodal, em pacientes com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso.

Lauren Mucosa Metaplasia Tumor Metéastase LN
Histol.normal Intestinal primario
N (%) N (%) N (%) N (%)
Intestinal 6 (19) 1(8) 9 (25) 3 (27)
Difuso 6 (26) 1 (25) 12 (33) 2 (14)
Total 12 (22) 2 (12) 21 (30) 5 (20)

4.3 Distribuicdo da imunoexpressdo de CD44 em células tumorais, metaplasicas e

epiteliais histologicamente normais

A comparacdo da expressdo de CD44 nas celulas tumorais, considerando o tipo

histolégico, demonstrou que o tipo difuso apresenta um maior nimero de amostras positivas
(12/33=33%) do que o tipo intestinal (9/36=25%). Contudo essa diferenca ndo foi

significativa (p= 0,4326, tabela 3).

Tabela 3 — Expressdo de CD44 em células neoplasicas do tumor primario e metastase linfonodal em pacientes

com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso.

Carcinomas gastricos Imunoexpressdo de CD44
(células neoplésicas)
n POSITIVA | NEGATIVA P
Tumor primario
Intestinal 36 9 (25%) 27 (75%) 0,4326
Difuso 33 12 (33%) 21 (67%)
Total 69 21 (30%) 48 (70%)
Metastase linfonodal
Intestinal 11 3 (27%) 8 (73%) 0,6232
Difuso 14 2 (14%) 12 (86%)
Total 25 5 (20%) 20 (80%)

As figuras 2 e 3 representam a imunoexpressdo citoplasmatica e membranar de CD44

em amostras de tumor primario difuso e intestinal.
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Figura 2 — Imunoexpresséo citoplasmatica e membranar de CD44 em tumor géstrico
primério do tipo difuso. 400X.

. - - -
Imunoexpressdo de CD44 em tumor primario tipo intestinal. 400X

Figura 3 -

Das 25 amostras de linfonodos analisados, 5 (20%) foram positivas, e 20 (80%) foram
negativas. Houve predominancia de positividade no adenocarcinoma géastrico do tipo
intestinal (3/11=27%) em relacdo ao tipo difuso (2/14=14%), sem diferenca estatistica
significante (p=0,6232).

As figuras 4 e 5 representam a expressdo de CD44 em metastases linfonodais de

adenocarcinoma intestinal e difuso, respectivamente.
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Figura 4- Imunoexpressdo membranar e citoplasmatica de CD44 em metastase
linfonodal de um caso de adenocarcinoma do tipo intestinal. 400X

Figura 5- Imunoexpressdo membranar e citoplasmatica de CD44 em metastase

linfonodal de um caso de adenocarcinoma do tipo difuso. 400X.
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Quando se compara a expressao de CD44 no tumor primario, independentemente do

tipo histolégico, com a imunomarcacdo das metastases linfonodais, observa-se que a

expressdo € maior no tumor primario (21/69=30%) do que nas metastases linfonodais

(5/25=20%), também sem valor estatistico (p=0,4357).
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N&do houve diferenca estatistica significante na expressdao de CD44 dos tumores
primarios gastricos (21/69=30%) e na metaplasia intestinal (2/17=12%, p=0,1403, tabela 4).
A comparagao entre a imunoexpressdo nas lesdes gastricas e metaplasicas, nos tipos intestinal
(9/36=25% vs 1/13=8%, p=0,2528) e difuso (12/33=33% vs 1/4=25%, p=1,0000) tambem
ndo mostrou diferenca significante.

Tabela 4 - Expressdo de CD44 em células neoplasicas do tumor primario e metaplasia intestinal em pacientes
com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais Imunoexpressdo de CD44
n POSITIVA | NEGATIVA P

Tumor primario
Intestinal 36 9 (25%) 27 (75%) 0,2528
Difuso 33 12 (33%) 21 (67%)

Total 69 21 (30%) 48 (70%0)
Metaplasia intestinal*
Tumor tipo intestinal 13 1 (8%) 12 (92%) 1,0000
Tumor tipo difuso 4 1 (25%) 3 (75%)

Total 17 2 (12%) 15 (88%)

*Presente associada ao tumor

Na figura seguinte pode-se observar a auséncia de imunoexpressdo de CD44 na
metaplasia intestinal, contrastando com a positividade na mucosa normal adjacente.

-“ ¥
Figura 6- Imunoexpressdo membranar de CD44 em mucosa gastrica normal
(glandulas menores, acima, a direita), em contraste com a negatividade de

expressdo na metaplasia intestinal (glandulas maiores, centrais, a esquerda). 400X.
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A expressdo de CD44 no tumor primario, sem considerar o tipo histolégico, foi maior

do que no tecido normal, mas sem significancia estatistica (21/69=30% vs 12/54=22%,

p=0,4124). A tabela 5 mostra que ndo houve diferenca estatisticamente significante na

expressdo de CD44 entre o tumor primario e o tecido normal, no carcinoma do tipo intestinal
(9/36=25% vs 6/31=19%, p=0,7699) e no difuso (12/33=33% vs 6/23=26%, p=0,5628).

Tabela 5 - Expressdo de CD44 em células neoplasicas do tumor priméario e tecido histologicamente normal em

pacientes com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais Imunoexpressdo de CD44
n POSITIVA | NEGATIVA P

Tumor primario
Intestinal 36 9 (25%) 27 (75%) 0,7699
Difuso 33 12 (33%) 21 (67%)

Total 69 21 (30%) 48 (70%0)
Mucosa histologicamente normal*
Tumor tipo intestinal 31 6 (19%) 25 (81%) 0,5628
Tumor tipo difuso 23 6 (26%) 17 (74%)

Total 54 12 (22%) 42 (78%)

*Presente associada ao tumor

Na figura 7 pode-se observar expressdo positiva e negativa de CD44 em amostra de
mucosa gastrica histologicamente normal.

Figura 7 — Imunomarcacdo membranar e citoplasmatica de CD44 em mucosa
gastrica histologicamente normal, a direita. 400X

A expressdo de CD44 no tecido histologicamente normal foi maior do que na

metaplasia intestinal (12/54=22%

vs  2/17=12%,

p=0,4930),

mas estatisticamente
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insignificante. Comparando a imunoexpressdo de CD44 na metaplasia e no tecido normal, 0s
resultados foram: intestinal (1/13=8% vs 6/31=19%, p=0,6542) e difuso (1/4=25% vs
6/23=26%, p=1,0000), também sem significancia estatistica (tabela 6).

Tabela 6 — Expressdo de CD44 em metaplasia intestinal e mucosa histologicamente normal nos carcinomas
géstricos dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais Imunoexpressdo de CD44
n POSITIVA | NEGATIVA P

Metaplasia intestinal™
Intestinal 13 1 (8%) 12 (92%) 0,6542
Difuso 4 1 (25%) 3 (75%)

Total 17 2 (12%) 15 (88%)
Mucosa histologicamente normal*
Tumor tipo intestinal 31 6 (19%) 25 (81%) 1,0000
Tumor tipo difuso 23 6 (26%) 17 (74%)

Total 54 12 (22%) 42 (78%)

*Presente associada ao tumor

4.4 Imunomarcacdo de CD133 e Variaveis Clinico-Patoldgicas
A tabela 7 mostra a expressdao de CD133 em células neoplésicas no tumor

primario, e as variaveis clinico-patoldgicas citadas.




Tabela 7 — Imunoexpressdo de CD133 no tumor primario e variaveis clinico-patologicas

Variaveis clinico-patol6gicas

Imunoexpressdo de CD133 — tumor primario

n POSITIVA | NEGATIVA P
Tipo histolégico (Lauren)
Intestinal 35 9 (26%) 26 (74%) 0,7776
Difuso 33 7 (21%) 26 (79%)
Sexo
Masculino 40 8 (20%) 32 (80%) 0,5624
Feminino 28 8 (29%) 20 (71%)
Idade
<50 9 4 (44%) 5 (56%) 0,1985
>50 59 12 (20%) 47 (80%)
Localizagdo anatdmica
Cardia 0 0 0 0,3163
Fundo 0 0 0
Corpo 32 6 (19%) 26 (81%)
Antro 20 5 (25%) 15 (75%)
Corpo+Antro 3 2 (67%) 1 (23%)
# 13 3 (23%) 10 (77%)
Dimenséo do tumor
<5cm 21 3 (14%) 18 (86%) 0,3544
>5cm 46 13 (28%) 33 (72%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Invaséo angiolinfatica
Ausente 37 8 (22%) 29 (78%) 0,7746
Presente 30 8 (27%) 22 (73%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Invaséo perineural
Ausente 24 4 (17%) 20 (83%) 0,6905
Presente 16 4 (25%) 12 (75%)
# 28 8 (29%) 20 (71%)
Grau de invasdo
Tl 10 5 (50%) 5 (50%) 0,0505*
T2-T4 57 11 (19%) 46 (81%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Metéstases linfonodais
NO 18 4 (22%) 14 (78%) 1,0000
N1-N3 49 12 (24%) 37 (76%)
# 1 0 (0%) 1 (100%)
Total 68 16 (24%) 52 (76%)

*diferenca marginalmente significante # ndo avaliavel
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Observa-se 0 predominio de pacientes do sexo masculino (57%), com idade
superior ou igual a 50 anos (87%), com tumor localizado principalmente em corpo ou antro
gastricos (81%) e maior ou igual a 5 cm (68%), com auséncia de invasdo angiolinfatica (54%)
e perineural (35%). A maioria é de tumores em estdgio mais avancado, T2 a T4 (84%) e com
presenca de metéstases linfonodais (72%).

Com relagéo a estas variaveis, o grau de invasdo do tumor apresentou diferenca
marginalmente significante (p=0,0505), com maior expressao proporcional nos tumores T1 do
que no grupo de tumores T2-T4. Dos 10 casos de tumor em estagio T1, 5 (50%) apresentaram
expressao positiva, enquanto que dos 57 casos classificados como T2 a T4, apenas 11 (19%)
foram positivos. Nas demais variaveis, ndo encontramos nenhuma diferenca estatisticamente

significante (tabela 7).

A tabela seguinte mostra de forma sucinta a imunomarcacdo de CD133 nos quatro
tipos de tecidos e locais estudados: mucosa histologicamente normal, metaplasia intestinal,

tumor primario e metastase linfonodal:

Tabela 8 - Expressdo de CD133 em mucosa histologicamente normal, metaplasia intestinal, tumor
primarioe metastase linfonodal, em pacientes com carcinoma géastrico dos tipos intestinal e difuso.

Lauren Mucosa Metaplasia Tumor Metastase LN
Histol.normal Intestinal primario
N (%) N (%) N (%) N (%)
Intestinal 14 (52) 1(9) 9 (26) 4 (31)
Difuso 8 (38) 0 (0) 7 (21) 3(18)
Total 22 (46) 1(7) 16 (24) 7 (23)

4.5 Distribuicdo da imunoexpressdo de CD133 em células tumorais, metaplasicas e
epiteliais histologicamente normais

A comparacdo da expressao de CD133 nas células tumorais, considerando o tipo
histologico, demonstrou que o tipo intestinal apresenta um maior nimero de amostras
positivas (9/35=26%) do que o tipo difuso (7/33=21%). Contudo, essa diferengca nao foi
significativa (p=0,7776, tabela 9).
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Tabela 9 — Expressdo de CD133 em células neoplasicas do tumor primario e metastase linfonodal em pacientes
com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso

Carcinomas gastricos Imunoexpressdo de CD133
(células neoplésicas)
n POSITIVA | NEGATIVA P
Tumor primario
Intestinal 35 9 (26%) 26 (74%) 0,7776
Difuso 33 7 (21%) 26 (79%)
Total 68 16 (24%) 52 (76%0)
Metastase linfonodal*
Intestinal 13 4 (31%) 9 (69%) 0,6656
Difuso 17 3 (18%) 14 (82%)
Total 30 7 (23%) 23 (77%)

A figura 8 mostra a imunomarcacdo membranar e citoplasmatica de CD133 nos
tumores gastricos primarios intestinal e difuso.

Figura 8-A- Imunoexpressdo citoplasmatica de CD133 em adenocarcinoma géstrico primario tipo intestinal
(seta); B- Imunomarcagdo membranar de CD133 em adenocarcinoma gastrico primario difuso. (setas).
Ae B : 400X.

Das 30 amostras de linfonodos analisados, 7 (20%) foram positivas, e 23 (80%) foram
negativas. Houve predominancia de positividade no adenocarcinoma géastrico do tipo
intestinal (4/13=31%) em relac&o ao difuso (3/17=18%), sem significancia estatistica.

As figuras 9 mostram a imunoexpressdo de CD133 em metastases linfonodais, de
carcinomas gastricos do tipo intestinal e difuso, respectivamente.




Figura 9 — Imunomarcagéo citoplasmatica e membranar de CD133 em metéstase
linfonodal de um adenocarcinoma géstrico do tipo intestinal (setas). 400X.

Quando se compara a expressdao de CD133 no tumor primario, independentemente do
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tipo histologico, com a imunomarcacdo das metastases linfonodais, observa-se que ndo ha

diferenca estatisticamente significante entre a expressdao no tumor primario (16/68=24%) e
nas metastases linfonodais (7/30=23%), p=1,0000.

A expressdao de CD133 foi maior no tumor priméario (16/68=24%) do que na

metaplasia intestinal (1/15=7%), mas sem diferenga estatistica significante (p=0,2861).

Também ndo houve diferenca significativa na comparacdo da imunoexpressao de CD133 das

lesGes gastricas e metaplésicas, nos carcinomas do tipo intestinal (9/35=26% vs 1/11=9%,

p=0,4103) e difuso (7/33=21% vs 0/4=0%, p=0,5697) (tabela 10).

Tabela 10 - Expressédo de CD133 em células neoplasicas do tumor primario e metaplasia intestinal em pacientes

com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais

Imunoexpressao de CD133

n POSITIVA | NEGATIVA P

Tumor primario
Intestinal 35 9 (26%) 26 (74%) 0,4103
Difuso 33 7 (21%) 26 (79%)

Total 68 16 (24%) 52 (76%)
Metaplasia intestinal
Intestinal 11 1 (9%) 10 (91%) 0,5697
Difuso 4 0 (0%) 4 (100%)

Total 15 1 (7%) 14 (93%)
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A imunoexpressdo de CD133 na mucosa normal foi maior do que no tumor primario,
com diferenca estatistica significante (22/48=46% vs 16/68=24%, respectivamente, p=0,0159,

tabela 11).

Tabela 11 - Expressdo de CD133 em células neoplasicas do tumor primario e mucosa histologicamente normal

em pacientes com carcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais Imunoexpressdo de CD133
n POSITIVA | NEGATIVA P

Tumor primario
Intestinal 35 9 (26%) 26 (74%) 0,7776
Difuso 33 7 (21%) 26 (79%)

Total 68 16 (24%) 52 (76%)
Mucosa histologicamente normal*
Intestinal 27 14 (52%) 13 (48%) 0,2201
Difuso 21 8 (38%) 13 (62%)

Total 48 22 (46%) 26 (54%) 0,0159*

* positividade em células da mucosa histologicamente normal (46%) comparada com a positividade total em
células tumorais (24%); p=0,0159, teste exato de Fisher

A figura 10 ilustra de forma evidente esta diferenca significante entre a expressao do

CD133 na mucosa histologicamente normal e a mucosa tumoral, em pacientes com

adenocarcinoma gastrico.

Tumor vs Mucosa histologicamente normal

80

(2]
o
1

Frequéncia (%)
s
o
1

Il rositiva
= Negativa

20-‘
0= T T

Tumor Normal

Células epiteliais

Figura 10 - Expressdo do CD133 no tumor priméario e no tecido normal em pacientes com adenocarcinoma
gastrico. * comparar com 0s casos positivos tumorais (teste exato de Fisher, p=0,0159).
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A tabela 11 mostra que ndo houve diferenca estatisticamente significante na expressédo
de CD133 entre o tumor primario e o tecido normal no carcinoma do tipo intestinal
(9/35=26% Vs 14/27=56%, p=0,0623) e no difuso (7/33=21% vs 8/21=38%, p=0,2201).

A figura 11 representa a imunoexpressdo de CD133 restrita aos ter¢os profundo e
médio, na mucosa gastrica histologicamente normal.

"3

Figura 11- Imunomarcacdo citoplasmética de CD133 na mucosa gastrica histologicamnete
normal. Observar que a marcacdo esta restrita aos ter¢os profundo e médio (asteriscos),
enquanto o terco superficial é negativo.

A expressdo de CD133 no tecido normal foi maior do que na metaplasia intestinal,
com diferenca estatisticamente significante (22/48=46% vs 1/15=7%, respectivamente,
p=0,0058, tabela 12).

Tabela 12 — Expressdo de CD133 em metaplasia intestinal e mucosa histologicamente normal nos carcinomas
géstricos dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais Imunoexpressao de CD133
N POSITIVA | NEGATIVA P

Metaplasia intestinal
Intestinal 11 1 (9%) 10 (91%)
Difuso 4 0 (0%) 4 (100%)

Total 15 1 (7%) 14 (93%)
Mucosa histologicamente normal
Intestinal 27 14 (52%) 13 (48%) 0,0260*
Difuso 21 8 (38%) 13 (62%)

Total 48 22 (46%0) 26 (54%) 0,0058**

* positividade em células da mucosa histologicamente normal (52%) comparada com a positividade em células
metaplasicas em casos de carcinoma intestinal (9%)

** positividade em células da mucosa normal (46%) comparada com a positividade total em células metaplasicas
(7%)
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A figura 12 mostra de forma conspicua esta diferenca.

Metaplasia vs Mucosa histologicamente normal
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Figura 12 - Expressdo do CD133 na metaplasia intestinal e na mucosa histologicamente normal em pacientes
com adenocarcinoma gastrico. * comparar com 0S casos positivos metaplasicos (teste exato de Fisher,
p=0,0058).

A imunoexpressdo de CD133 no adenocarcinoma gastrico tipo intestinal foi
significativamente maior na mucosa histologicamente normal do que na metaplasia (1/11=9%
vs 14/27=52%, p=0,0260), representado na figura 13. Contudo, o difuso ndo apresentou
diferenca estatistica significante (0/4=0% vs 8/21=38%, p=0,2689) (tabela 12).

Metaplasia vs Mucosa histologicamente normal (casos do tipo intestinal)
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Figura 13 - Expressdo do CD133 na metaplasia intestinal e na mucosa histologicamente normal em pacientes
com adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal. * comparar com 0s casos positivos metaplasicos (teste exato de
Fisher, p=0,0260).

Foi realizada a contagem de células imunomarcadas com CD44 e CD133, nos casos
positivos, numa amostragem aleatoria de cerca de mil células (quadros 1 e 2).
A percentagem de células com imunomarcacdo de CD44 variou de 0% a 41% nos

tumores primarios, e de 0% a 85% nas metastases linfonodais, como ilustrado no quadro 1.



Quadro 1- nimero de células positivas para 0 CD44, por grupo de mil células
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CD44 - N° DE CELULAS POSITIVAS EM 1000 CELULAS
ESTOMAGO LINFONODO
Ordem | CASO | SEXO | IDADE | LAUREN | CELULAS % CELULAS %
POSITIVAS POSITIVAS

1 9 M 86 | INT 8 0,8% - #

2 10[M 73 [ INT - NEGATIVA 4 0,4%

3 12F 62 | INT 15 1,5% - #

4 24| F 50 | INT 21 1,7% - #

5 27 [ M 65 | INT 340 30,9% - #

6 29 [ M 72 | INT 36 3,6% - #

7 31| M 81 | INT 10 0,9% - #

8 32| M 61 | INT 73 7,2% 3 0,4%

9 4 F 68 | INT 36 1,9% 178 17,8%

10 36 | M 68 | INT 1 0,1% - #

11 39 [ M 40 | DIF 80 11,8% - NEGATIVA

12 40 [ M 50 | DIF 30 2,8% - NEGATIVA

13 42 [ F 42 | DIF 16 1,6% - #

14 43 [ F 42 | DIF 30 2,8% - #

15 44 M 45 | DIF 7 0,6% - #

16 49 [ M 68 | DIF - # 870 84,5%

17 50 [ M 74 | DIF 420 41,2% - #

18 51 | M 55 | DIF 5 1,3% - #

19 52| F 63 | DIF 166 16,1% - #

20 53 | M 69 | DIF 46 11,4% - #

21 55 | M 51 | DIF 33 3,1% - NEGATIVA

22 69 | F 60 | DIF 1 0,1% - #

23 71|F 55 | DIF 25 2,5% 68 13,4%

A maioria dos casos de tumor primario positivos para CD44 (15/21=71%) incluiam

menos de 3% de células marcadas. A percentagem de células positivas no tipo intestinal

variou de 0,1% a 30,9%, enguanto que a variacdo nos casos do tipo difuso foi de 0,6% a 41%.

O total de células positivas do histotipo difuso foi de 728/9340=7,8%, enquanto o total de

celulas positivas dos carcinomas intestinais foi de 540/9965=5,4%, diferenca estatisticamente

significante (p<0,0001). Ao se excluir os valores extremos referentes a quantidade de células

marcadas, em cada histotipo separadamente, e realizando novo calculo estatistico, essa

diferenga se mantém (intestinal 199/7815=2,5% ; difuso 438/8902=5,2% ; p<0,0001).
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Em relacdo aos linfonodos, o total de células positivas do histotipo difuso foi de
938/1540=60,9%, enquanto o total de células positivas dos carcinomas intestinais foi de
185/2755=6,7%, diferenca também estatisticamente significante (p<0,0001).

Utilizando-se o teste de Mann-Whitney para comparar a quantidade de células
imunomarcadas para o CD44, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante na
quantidade de células marcadas entre os dois histotipos (p=0,7761), nem mesmo quando se
retiram os valores extremos (p=0,7325).

No caso do CD133, a percentagem de células com imunomarcacdo variou de 0% a
64% no tumor primario e de 0% a 39% nas metastases linfonodais, como ilustrado no quadro
2.

Quadro 2- nimero de células positivas para 0 CD133, por grupo de mil células

CD133 - N° DE CELULAS POSITIVAS EM 1000 CELULAS
ESTOMAGO LINFONODO
Ordem | CASO | SEXO | IDADE | LAUREN | CELULAS % CELULAS %
POSITIVAS POSITIVAS

1 2|F 72 | INT 9 0,9% - #

2 7|F 69 | INT 30 14,6% - #

3 10[M 73 [ INT 28 2,7% - NEGATIVA

4 1m|F 70 [ INT 15 1,5% - #

5 14F 68 | INT 3 0,3% - #

6 16 | F 81 | INT 3 0,3% - #

7 21| F 63 | INT - NEGATIVA 15 1,3%

8 23| M 75 [ INT - NEGATIVA 2 0,2%

9 24| F 50 | INT 1 0,1% - #

10 4 F 68 | INT 730 64% - NEGATIVA

11 Y, 78 | INT - NEGATIVA 6 0,6%

12 36 | M 68 | INT 9 1% - #

13 38| M 54 | DIF - NEGATIVA 1 0,3%

14 39 [ M 40 | DIF 34 5,9% - #

15 40 [ M 50 | DIF 26 2,4% - NEGATIVA

16 42 [ F 42 | DIF 4 0,4% - #

17 44 M 45 | DIF 0,1% - NEGATIVA

18 49 [ M 68 | DIF - # 4 0,4%

19 54 | M 59 | DIF 11 1,1% 86 38,4%

20 59 [ M 41 | DIF 5 0,4% - #

21 65 | M 66 | DIF 23 2% - #

incluiam menos de 3% de células marcadas. A percentagem de células positivas no tipo

A maioria dos casos de tumor primario positivos para CD133 (13/16=81%)
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intestinal variou de 0,1% a 64%, enquanto que a varia¢do nos casos do tipo difuso foi de 0,1%
a 5,9%. O total de células positivas do histotipo difuso foi de 70/6575=1,1%, enquanto o total
de células positivas dos carcinomas intestinais foi de 797/8389=9,5%, diferenca
estatisticamente significante (p<0,0001). Entretanto, ao se excluir os valores extremos
referente a quantidade de células marcadas, em cada histotipo separadamente, e realizando
novo célculo estatistico, essa diferenca nao se mantém (intestinal 97/6265=1,5% ; Difuso
69/5545=1,3% ; p=0,1862).

Da mesma forma que foi realizado para o CD44, utilizando-se o teste de Mann-
Whitney para comparar a quantidade de células imunomarcadas para o CD133, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significante na quantidade de células marcadas entre os
dois histotipos (p=0,9577), nem mesmo quando se retira os valores extremos (p= 1,0000).

Em relacdo aos linfonodos, o total de células positivas para CD133 do histotipo difuso
foi de 91/1624=5,6%, enquanto o total de células positivas dos carcinomas intestinais foi de
23/3242=0,7%, diferenca estatisticamente significante (p<0,0001).

Foi aplicado o teste de Mann-Whitney para realizar comparacao entre: a quantidade
total de células marcadas (histotipos intestinal + difuso) para o CD44 vs CD133; intestinal
(CD44 + CD133) vs difuso (CD44 + CD133); CD44 (intestinal vs difuso); CD133 (intestinal
vs difuso); intestinal (CD44 vs CD133); difuso (CD44 vs CD133), ndo sendo encontrada

diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, considerou-se como amostra positiva aquela com presenca de ao
menos uma célula com imunomarcacdo membranar e/ou citoplasméatica para ambos o0s
marcadores. Apesar de parecer permissivo considerar a positividade da amostra com apenas
uma célula marcada, resolveu-se adotar esse critério, considerando a raridade de células-
tronco descritas nas neoplasias, e também baseado em estudos que utilizaram previamente
esses critérios (CHOI et al., 2009; ISHIGAMI et al., 2010). Foi observado que 30% das
amostras foram positivas para 0 CD44, resultado semelhante ao de Kurozumi et al., 1998, que
estudando amostras de cancer gastrico, encontraram positividade em 38% dos casos.

Nesse aspecto, a literatura apresenta dados muito variados, com positividade de 11% a
77% (KIM et al., 2009; YAMAGUCHI et al., 2002; DHINGRA et al., 2011; NORASTI et
al., 2014; WAKAMATSU et al., 2011; GHAFARZADEGAN et al., 2008; WANG et al.,
2011).

Essa ampla gama de frequéncias indicadas na expressao positiva do CD44 pode ser
explicada em parte pelos diferentes critérios utilizados para considerar a amostra como
negativa ou positiva, como também pode ser reflexo de variagcdo geogréafica e das diferentes
sensibilidades dos anticorpos utilizados, tendo em vista as diferentes isoformas de CD44 e a
existéncia de variados protocolos (GHAFFARZADEHGAN et al., 2008).

Mesmo nas amostras consideradas positivas, o percentual de células coradas também
foi muito varidvel. A percentagem de células com imunomarcagdo variou de 0% a 41% nos
tumores primarios, e de 0% a 85% nas metastases linfonodais, como ilustrado no quadro 1. A
maioria dos casos de tumor primario (71%) incluiam menos de 3% de células positivas.

Visvader e Lindeman, em 2008, realizaram uma revisdo sistematica que resume e
avalia evidéncias para a existéncia de células-tronco cancerosas em tumores solidos. A
frequéncia destas células nesses tumores parece ser mais elevada do que em leucemias,
classicamente tumores em que as células-tronco foram inicialmente identificadas. Contudo,
dentro de um mesmo tipo de tumor, essa frequéncia apresenta variagdo. A percentagem de
células imunomarcadas para CD133 variou de 1,8% a 25%, em casos de cancer de colon e de
0,32% a 42% nos casos de cancer de pulmao (O’Brien et al., 2007; ERAMO et al., 2008),
enguanto que a porcentagem de células imunomarcadas para CD44 variou de 0,1% a 42%, em
amostras de tumores do tipo carcinoma de cabeca e pescoco (PRINCE et al., 2007). Em se
tratando de casos de cancer gastrico, a porcentagem de células positivas para o CD133 variou
de 0% a 18,3% e de 0% a 40% (HASHIMOTO et al., 2014; WAKAMATSU et al., 2012), e
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para 0 CD44, a variacao observada foi de 0% a 90% de células coradas (WAKAMATSU et
al., 2012).

Wakamatsu et al., em 2011, encontraram percentagem de células tumorais positivas
para 0 CD44 variando de 0% a 90%, com a maioria dos casos apresentando mais de 50% de
células positivas. Considerando os casos positivos aqueles com >10% de células marcadas,
obteve 62% das amostras positivas. Estudo realizado por Cao et al., em 2014 observou que
dos 58 casos positivos, em 98% a percentagem de células positivas foi menor que 15%, e em
62%, a percentagem de células com imunoexpressdo foi menor do que 5%. Kurozumi et al.,
em 1998, considerou como positivas as amostras com mais de 80% de células imunocoradas.

A expressao de CD44 foi detectada em 22% das amostras de mucosa gastrica normal e
em algumas células do estroma tumoral. Han et al., 2011, também evidenciou imunomarcacéo
no estroma, entretanto dificilmente identificou expressdo no epitélio gastrico normal.
Dhimgra et al., em 2011, evidenciou que a positividade do CD44 é maior nas amostras de
tecido tumoral do que nas de mucosa gastrica normal (51% vs 31%), com diferenca estatistica
significante, dados diferentes dos evidenciados nesse estudo. Ao contrario dos dados
encontrados em nosso trabalho, a expressdo de CD44 ndo foi detectada no epitélio gastrico
normal em alguns estudos (WAKAMATSU et al., 2011; NORASTI et al., 2014).

Este trabalho ndo evidenciou dados estatisticamente significantes entre as variaveis
clinico-patologicas estudadas e a imunoexpressao de CD44. Dhingra et al.,, em 2011,
encontrou dados semelhantes, exceto pela frequéncia de positividade maior no tipo intestinal
do que no difuso, dados ndo encontrados em nossa casuistica.

Neste estudo, quando analisados a quantidade de casos positivos de tumores primarios,
ndo houve diferenca significativa na imunoexpressdo de CD44 entre os tipos histoldgicos de
Lauren, achados consistentes com Wakamatsu et al., 2012. Nesse ponto, a literatura é
controversa, apresentando trabalhos que evidenciam expressdo aumentada nos
adenocarcinomas gastricos tipo intestinal (NORASTI et al.,, 2014) ou nos difusos
(YAMAGUCHI et al., 2002; WANG et al., 2011).

Ao ser avaliado o nimero de células positivas para 0 CD44, no conjunto de casos de
cada tipo histoldgico, encontrou-se um nimero maior de células marcadas no tipo difuso do
gue no intestinal, com diferenca altamente significativa. Estes dados estdo de acordo com o
papel atribuido as células-tronco tumorais, de conferir maior agressividade a neoplasia, tendo-
se em vista que o tipo difuso é mais indiferenciado e de pior prognostico do que o intestinal.
N&o foram encontrados relatos de avaliagdo do numero de células positivas por caso, para

esse marcador de células-tronco, no levantamento bibliografico realizado neste estudo.
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Wakamatsu et al., em 2011, estudando 190 amostras de tumor primario, coletadas de
pacientes diagnosticados com cancer gastrico, observaram que a expressao do CD44 nas
metéstases linfonodais tende a ser a mesma encontrada no tumor primario, achados
semelhantes aos do presente estudo. Dos 190 casos, 117 (62%) foram positivos para 0 CD44,
com expressao membranar principalmente. Essa positividade esteve relacionada ao estagio N
mais avancado e a0 TNM, mas ndo ao estagio T isolado.

Cao et al., em 2014, estudando uma série de 203 pacientes submetidos a gastrectomia
por cancer gastrico evidenciaram relacdo direta entre a imunoexpressao de CD44 e o tamanho
do tumor maior ou igual a 5 cm, presenca de metastase linfonodal e tipo histolégico pouco
diferenciado. N&o houve relagdo da imunoexpressdo com a idade, 0 sexo, a localiza¢éo e nem
com a profundidade da invasdo, esses Ultimos achados semelhantes aos de nosso estudo.

Kurozumi et al., em 1998 estudando imunoexpressdo de CD44v6 em 98 pacientes com
cancer gastrico, submetidos a gastrectomia, observou que ndo houve relacdo dessa expressao
com idade, sexo, tipo histoldgico, profundidade da invaséo, envolvimento vascular ou invasdo
linfatica, dados semelhantes ao nosso estudo. Dos casos negativos para CD44v6, uma das
isoformas do CD44, apenas 13% apresentavam metastase linfonodal, enquanto que dos casos
onde a imunoexpressdo foi positiva, 88% apresentavam acometimento dos linfonodos,
sugerindo que a expressao de CD44v6 € um importante fator para a presenca de metastase
linfonodal.

Yamaguchi et al., em 2002, também estudando a expressdo de CD44v6, em 201 casos
de céncer gastrico avancado, encontrou imunoexpressdo positiva em 47,3% dos casos. Assim
como em nosso estudo, ndo evidenciou relagdo significante entre a essa expressao e a
profundidade do tumor, a invasdo linfatica, e nem com a presenca de metastase em
linfonodos.

Norasti et al., em 2014, estudando amostras de 95 pacientes submetidos a gastrectomia
entre os anos de 2006 a 2012, obtiveram positividade de 60% para imunoexpressao de CD44.
Esta expressao também foi associada ao tipo intestinal, ao tamanho do tumor entre 4-8 cm, e a
invasdo da serosa sem invasdo linfatica ou vascular, resultados diferentes dos encontrados em
nosso trabalho.

Quanto a imunomarcacao nas amostras de metastases linfonodais de nosso estudo,
assim como no tumor primario, ndo houve diferenca significativa nos casos positivos dos dois
histotipos. No entanto, quando realizada a contagem de células positivas, foi observada

novamente uma grande diferenca, com maior positividade nas metastases de carcinomas
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difusos. Ndo foram encontrados novamente dados na literatura para comparacdo com estes
resultados.

Dessa forma, ao comparar 0s nossos resultados para o CD44 com a literatura, observa-
se que ha grande variabilidade nos critérios de positividade, uma grande variagdo no nimero
de células marcadas em cada amostra, assim como nas correlagdes anatomo-clinicas.

Em relacdo a imunoexpressdao do CD133, o presente estudo evidenciou que 24% das
amostras foram positivas. Estes achados estdo de acordo com os estudos de Lee et al. (2012),
Ishigami et al. (2010) e Hashimoto et al. (2012), que evidenciaram tanto expressao
membranar quanto citoplasmatica nas células neoplasicas, em 23%, 28% e 30% dos casos,
respectivamente. Achados diferentes sdo evidenciados na literatura, com expressao variando
de 18% a 57% (WAKAMATSU et al., 2011; WANG et al., 2011; NORASTI et al., 2014;
ZHAO et al., 2010).

Essa variacdo na percentagem de amostras positivas também pode ser explicada em
parte pelos diferentes critérios utilizados para considerar a amostra como negativa ou positiva
ou as demais argumentacdes utilizadas para o CD44.

Assim como para o0 CD44, mesmo nas amostras consideradas positivas, o percentual
de células coradas para o CD133 foi muito varidavel. A percentagem de células com
imunomarcacdo variou de 0% a 64% no tumor primario e de 0% a 39% nas metastases
linfonodais, como ilustrado no quadro 2. A maioria dos casos de tumor primario (13/16=81%)
incluiam menos de 3% de células positivas.

Wakamatsu et al., em 2011, encontraram percentagem de células tumorais positivas
para o CD133 variando de 0% a 40%, com a maioria dos casos apresentando menos de 20%
de células positivas. Considerando os casos positivos aqueles com >10% de células marcadas,
obteve 18% das amostras positivas. Hashimoto et al., em 2012, encontrou variacdo de células
neoplésicas positivas de 0% a 18,3%, com expressdo observada em 67,7% dos casos.
Considerando como amostra positiva a presenca de imunoexpressdo em mais de 5% das
células neoplésicas, observou positividade em 29,6% dos casos.

No presente estudo, comparou-se o grau de invasdo tumoral com a imunoexpressao de
CD133 e foram encontrados resultados marginalmente significantes (p=0,0505). Dos 10 casos
de tumor em estagio T1, 5 (50%) apresentaram expressao positiva, enquanto que dos 57 casos
classificados como T2 a T4, apenas 11 (19%) foram positivos. No entanto, ao se comparar
T1-T2 com T3-T4, ndo se identifica diferenca estatisticamente significante (p= 0,5056). Dos
16 casos de tumor em estagio T1-T2, 5 (31%) apresentaram expressdo positiva, enquanto que

dos 51 casos classificados como T3-T4, apenas 11 (22%) foram positivos.
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Neste ponto, a literatura apresenta dados controversos. Uma série de estudos néo
evidenciou diferenca estatisticamente significante entre a imunoexpressdo de CD133 e o
estagio T tumoral (YU et al., 2010; WAKAMATSU et al.,, WANG et al., 2011; LEE et al.,
HASHIMOTO et al., 2012), entretanto, Ishigami et al., em 2010, estudando uma série
consecutiva de 97 pacientes submetidos a gastrectomia curativa, observaram relagdo direta
entre o grau de invasdo tumoral e a positividade do CD133. Dados compativeis com 0s
achados de Zhao et al., em 2010.

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa na imunoexpresséo de CD133 entre 0s
tipos histolégicos de Lauren, achados consistentes com Ishigami et al., em 2010 e Wang et
al., 2011. Nesse ponto, a literatura também é controversa, apresentando trabalhos que
evidenciam expressao aumentada nos adenocarcinomas gastricos intestinais (LEE et al., 2012;
WAKAMATSU et al., 2012; NORASTI et al., 2014) e nos difusos (JIANG et al., 2011).

A contagem do nimero de células positivas para 0 CD133, no conjunto dos casos de
cada tipo histologico, revelou um numero maior de células marcadas no tipo intestinal do que
no difuso, com diferenca altamente significativa, o contrario do que foi observado para o
CD44. Houve um dos casos com elevado numero de células que modificou substancialmente
a média e mediana do grupo, se excluido este caso aberrante, ndo haveria essa diferenca
significante. Nao foram encontrados relatos de avaliacdo do nimero de células positivas para
esse marcador de células-tronco, no levantamento bibliografico realizado neste estudo.

N&o houve diferenca estatisticamente significante na expressao de CD133 entre 0s
sexos, em acordo com os dados de Ishigami et al., 2010, Jiang et al., 2011 e Wang et al.,
2011.

Nosso trabalho também néo evidenciou diferenca significante na expressdo de CD133
relacionada a idade dos pacientes, de forma similar aos achados de Wang et al., 2011, Lee et
al., 2012 e Hashimoto et al, 2014. Todavia, Norasti et al., em 2014, encontrou relagéo
significante entre a imunoexpressdo de CD133 e a idade. Na casuistica daqueles autores, dos
pacientes com idade menor do que 65 anos, 29% foram positivos, enquanto que essa
expressdo foi de 71% nas amostras de pacientes com idade maior ou igual a 65 anos
(p<0,001).

Em se tratando da relacéo entre a presenca de metastase linfonodal e a imunoexpressao
de CD133, este trabalho ndo evidenciou dados significantes. Esse achado esta de acordo com
Wang et al.,, 2011 e Lee et al.,, 2012, contudo alguns trabalhos obtiveram dados que
relacionam de forma direta 0 acometimento linfonodal e expressdo aumentada de CD133
(WAKAMATSU et al.; ISHIGAMI et al.; ZHAO et al., 2010).
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Né&o foi observada relacdo entre invasdo angiolinfatica e imunoexpressdo de CD133,
da mesma maneira do que foi encontrado por Wang et al., 2011 e Norasti et al, em 2014.
Alguns estudos, entretanto, observaram relacdo entre a presenca de invasdo angiolinfatica e
aumento da expressdo de CD133 (ISHIGAMI et al., YU et al., 2010; HASHIMOTO et al.,
LEE et al., 2012).

O presente estudo ndo encontrou diferenca estatisticamente significante entre a
imunoexpressdo de CD133 e as varidveis clinico patologicas de localizacdo anatémica,
dimenséo do tumor e invaséao perineural.

A expressdo de CD133 também foi encontrada em amostras de mucosa géstrica ndo-
neoplésica histologicamente normal, assim como identificado por Norasti et al., 2012, ao
contrario de alguns estudos em que ndo foi detectada essa expressdo (WAKAMATSU et al.,
2011; LEE et al., 2012; HASHIMOTO et al., 2012).

Em nosso estudo, a imunoexpressaio de CD133 na mucosa ndo-neoplésica
histologicamente normal, foi maior do que no tumor primario e do que na metaplasia
intestinal, com diferenca estatisticamente significante, assim como foi maior também na
mucosa normal de casos de adenocarcinoma do tipo intestinal, em relacdo a metaplasia
intestinal desse mesmo tipo, achados ndo encontrados na literatura.

A imunoexpressdo na mucosa nao-neoplasica histologicamente normal, esteve
presente na maioria dos casos nas células da camada basal, de forma similar aos achados de
Pan et al., 2013. Em apenas 2 casos estudados houve expressdo na superficie. Este achado
esta de acordo com a localiza¢do habitual de células tronco normais e células progenitoras nas
regibes mais profundas das criptas gastricas. Além disso, a mucosa nao-neoplasica, apesar de
histologicamente normal, pertence a um paciente com cancer e pode representar campo
potencial neoplésico, sujeito a transformacbes a nivel molecular que nem sempre séo
detectadas pelas coloragdes habituais, ao microscopio. Avaliacdo da expressdo de CD44 e
CD133 em amostras de mucosa normal (em pacientes sem cancer ou outra patologia gastrica)
seria importante para comparagdo com 0s casos deste estudo.

Em relagcdo a imunomarcagdo de CD133 nas amostras de metéstases linfonodais de
nosso estudo, ndo houve diferenca significativa nos casos positivos dos dois histotipos.
Contudo, ao ser realizada a contagem de células positivas, no conjunto de casos, foi observada
novamente uma grande diferenca, com maior positividade nas metastases de carcinomas
difusos, comparados aos intestinais, de forma similar ao encontrado para o0 CD44. Isso pode
indicar o papel das células-tronco na progressdo tumoral, favorecendo um crescimento mais

agressivo do tumor, tendo em vista que os carcinomas gastricos do tipo difuso possuem pior
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prognostico do que os do tipo intestinal. Ndo foram encontrados relatos na literatura para
comparagdo com estes resultados.

Na pesquisa bibliografica realizada neste estudo, ndo foram encontradas descricdes de
marcadores especificos para células-tronco tumorais. Os marcadores CD44 e CD133,
isolados, parecem ser bons marcadores de celulas-tronco normais e tumorais, sem contudo
distingui-las entre si. Apesar disso, tém sua utilidade no estudo da carcinogénese e da
progressao tumoral, ja que é muito facil distinguir células tumorais de células normais em
coloracbes de H&E em secgdes histologicas de carcinomas gastricos, ou seja, 0 encontro
destes biomarcadores em células que fazem parte da massa tumoral, s6 podem representar
células tronco-cancerosas. Contudo, € necessario que se busquem novos biomarcadores, mais

especificos de células tronco tumorais e que ndo estejam presentes nas células tronco normais.
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6 CONCLUSOES

Os marcadores CD44 e CD133 foram detectados em uma minoria dos
casos de cancer gastrico primario e respectivas metastases linfonodais e o
percentual de células-tronco positivas é variavel, em geral muito baixo;

e A imunoexpressdo de CD44 e de CD133 é semelhante no tumor primario e
nas metéastases linfonodais;

e Na&o houve diferenca na imunomarcacdo de CD44, no conjunto de casos
positivos, entre os dois histotipos, contudo, o nimero total de células
marcadas do tipo difuso foi muito superior ao total de células positivas dos
carcinomas intestinais, nos tumores gastricos primarios e metastases
linfonodais;

e N&o houve diferenca na imunomarcacdo de CD133, no conjunto de casos
positivos, entre os dois tipos histoldgicos, porém, o nimero total de células
marcadas do tipo intestinal foi superior ao total de celulas positivas dos
carcinomas difusos, nos tumores gastricos primarios; nas metastases
linfonodais houve maior nimero de células positivas nos tumores difusos;

o A expressdo de CD44 na amostra tumoral foi mais frequente do que na
mucosa ndo-neoplasica histologicamente normal, mas sem diferenca
significante; a positividade do CD133 foi significativamente superior na
amostra de mucosa nao-neoplasica histologicamente normal, em relacéo a
tumoral e a metaplasica, nesta apenas nos casos de carcinomas do tipo
intestinal;

e N&o houve correlagéo entre a expressdo de CD44 no adenocarcinoma
gastrico primario e as variaveis clinico-patoldgicas estudadas (sexo, idade,
localizagdo anatdémica, tamanho do tumor, invasdo angiolinfatica, invasdo
perineural e profundidade do tumor);

e Das variaveis clinico-patolégicas estudadas, em relacdo ao CD133, apenas

0 grau de profundidade do tumor apresentou diferenca marginalmente

significante, com relacdo inversa entre o grau de invasividade local e a

expressao deste biomarcador;
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IMUNOEXPRESSAO DE CD44 E CD133 EM CARCINOMAS GASTRICOS PRIMARIOS E RESPECTIVAS METASTASES LINFONODAIS — QUADRO GERAL — DADOS BRUTOS

IMUNOEXPRESSAO DE CD44

IMUNOEXPRESSAO DE CD133

CASO | SEXO | IDADE | LAUREN | M.N. M.1. EST LINF M.N. M.1. EST. LINF. PTN (M) LOCAL TUMOR I.LANG. | L.PER.
1|F 72 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 CORPO 25cm A A
2 | F 72 | INT # # NEGATIVA | # # # POSITIVA # Tib N2 CORPO >5cm P #
3|F 48 | INT # # NEGATIVA | NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 CORPO >5cm A A
4| M 48 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 NO ANTRO >5cm A A
5| M 71 | INT # NEGATIVA | NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 N3a CORPO >5cm A P
6| M 65 | INT POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 N1 ANTRO <5cm A A
7|F 69 | INT NEGATIVA | # # # POSITIVA # POSITIVA # Tib NO ANTRO <5cm A A
8| M 66 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA | # T2 N2 CORPO 25cm P A
9| M 86 | INT NEGATIVA | # POSITIVA # POSITIVA # NEGATIVA | # T3 NO CORPO >5cm A #

10 | M 73 | INT POSITIVA # NEGATIVA | POSITIVA POSITIVA # POSITIVA NEGATIVA T3 N2 ANTRO >5cm P #
11 | F 70 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # Tlb NO ANTRO <5cm A A
12 | F 62 | INT NEGATIVA | # POSITIVA # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T3 NO CORPO >5cm P A
13| M 57 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T2 N2 CORPO 25cm A A
14 | F 68 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # POSITIVA # T3 N2 CORP+ANTR >5cm P #
15 | F 68 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 N1 ANTRO >5cm A #
16 | F 81 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # T1 NO CORPO >5cm A #
17 | F 73 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N1 CORPO >5cm P #
18 | F 70 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # # POSITIVA # # T2 N1 CORPO 25cm P A
19 | M 72 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 CORPO >5cm P A
20 | M 66 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # NEGATIVA | # T3 NO CORPO 25cm A A
21 | F 63 | INT # # NEGATIVA | NEGATIVA | # # NEGATIVA | POSITIVA T2 N3 ANTRO >5cm A A
22 | M 63 | INT POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N3a ANTRO <5cm A A
23 | M 75 | INT # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA T3 N3a CORPO >5cm P P
24 | F 50 | INT NEGATIVA | # POSITIVA # NEGATIVA | # POSITIVA # Tib NX CORPO >5cm A A




25 | F 72 | INT POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # T2 NO ANTRO <5cm A A
26 | M 75 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T2 N1 CORPO 25cm P #
27 | M 65 | INT POSITIVA # POSITIVA # POSITIVA # NEGATIVA | # Tib NO ANTRO <5cm A A
28 | M 58 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T3 N1 ANTRO <5cm A A
29 | M 72 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T4 N1 # <5cm A #
30 | F 64 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # NEGATIVA | # T3 NO ANTRO >5cm A A
31 | M 81 | INT POSITIVA POSITIVA POSITIVA # # NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 NO # >5cm A #
32 | M 61 | INT NEGATIVA | # POSITIVA POSITIVA NEGATIVA | # # NEGATIVA T3 N2 CORPO >5cm P #
33| F 67 | INT NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # Tib NO # <5cm A #
34 | F 68 | INT NEGATIVA | # POSITIVA POSITIVA POSITIVA # POSITIVA NEGATIVA T4 N3a # 25cm A #
35| M 78 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | POSITIVA T3 N1 # <5cm P #
36 | M 68 | INT # NEGATIVA | POSITIVA # # NEGATIVA | POSITIVA # T3 N1 # >5cm A A
37 | M 62 | INT NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N1 # <5cm A #
38 | M 54 | DIF POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | POSITIVA T3 N2 ANTRO 25cm A P
39 | M 40 | DIF NEGATIVA | # POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # POSITIVA # T3 N1 CORPO 25cm P P
40 | M 50 | DIF # # POSITIVA NEGATIVA | # # POSITIVA NEGATIVA T3 N3b COR+ANTR >5cm P P
41 | M 65 | DIF # # NEGATIVA | # # # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 CORPO 25cm P P
42 | F 42 | DIF POSITIVA # POSITIVA # POSITIVA # POSITIVA # T3 NO ANTRO >5cm A #
43 | F 42 | DIF # # POSITIVA # # # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N3a CORPO >5cm P P
4 | M 45 | DIF POSITIVA # POSITIVA # POSITIVA # POSITIVA NEGATIVA T3 N2 CORPO >5cm P #
45 | M 58 | DIF # # NEGATIVA | NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N3a CORPO >5cm P P
46 | M 61 | DIF # # NEGATIVA | # # # NEGATIVA | # T3 NO CORPO 25cm P #
47 | M 39 | DIF # # # NEGATIVA | # # # NEGATIVA T3 N3 CORPO >5cm P #
48 | F 54 | DIF # # NEGATIVA | # # # NEGATIVA | # T2a NO CORPO <5cm A A
49 | M 68 | DIF # # # POSITIVA # # # POSITIVA T3 N3 ANTRO >5cm P P
50 | M 74 | DIF # # POSITIVA # # # NEGATIVA | # T3 N2 CORPO >5cm P P
51 | M 55 | DIF NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # POSITIVA # NEGATIVA | # T3 N3a ANTRO 25cm A A
52 | F 63 | DIF NEGATIVA | # POSITIVA # POSITIVA # NEGATIVA | # T4 NO ANTRO >5cm A A
53 | M 69 | DIF # # POSITIVA # # # NEGATIVA | # T3 N1 CORPO 25cm P P




54 | M 59 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # POSITIVA POSITIVA T3 N2 CORPO >5cm P P
55 | M 51 | DIF NEGATIVA | # POSITIVA NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N1 ANTRO >5cm A P
56 | M 64 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 CORPO 25cm P P
57 | F 57 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T1 NO CORPO >5cm P A
58 | F 59 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N1 CORPO <5cm A #
5 | M 41 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # T3 N2 ANTRO <5cm A #
60 | M 59 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N1 ANTRO >5cm P #
61 | M 61 | DIF NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 N1 CORPO >5cm P #
62 | F 39 | DIF # # NEGATIVA | # # # NEGATIVA | # T3 N2 ANTRO >5cm P P
63 | M 65 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # # # # # # #
64 | F 54 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # Tib N1 # <5cm A #
65 | M 66 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # POSITIVA # T3 N2 # >5cm P P
66 | M 55 | DIF POSITIVA # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T1 NO # <5cm A #
67 | M 65 | DIF # POSITIVA NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA T3 N3a CORPO <5cm P P
68 | F 48 | DIF NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # NEGATIVA | # T3 N1 CORPO <5cm A #
69 | F 60 | DIF NEGATIVA | # POSITIVA # POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 # <5cm A #
70 | M 57 | DIF POSITIVA # NEGATIVA | # # NEGATIVA | NEGATIVA | # T3 N2 CORPO <5cm P #
71 | F 55 | DIF NEGATIVA | # POSITIVA POSITIVA NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N2 COR+ANTR >5cm P P
72 | F 54 | DIF POSITIVA # NEGATIVA | NEGATIVA | NEGATIVA | # NEGATIVA | NEGATIVA T3 N3 # <5cm P A
Total | M=43 INT=37 POS=12 POS=2 POS=21 POS=5 POS=23 POS=1 POS=16 POS=7 T1=10 NO=17 | CORPO=35 <5cm=21 | A=37 A=25
F=29 DIF=35 NEG=42 NEG=15 NEG=48 NEG=20 NEG=25 NEG=14 NEG=52 NEG=23 T2- N1- ANTRO=21 >5cm=50 | P=34 P=18
#=18 #=55 #=3 #=47 #=24 #=57 #=4 #=42 T4=61 N3=54 | COR+ANTR=3 | #=1 #=1 #=29
#=1 #=1 #=13

DIF= Difuso INT= Intestinal M.N.= Mucosa normal M.l.= Metaplasia intestinal EST.= Estbmago LINF.= Linfonodo I. ANG.= Invasao
angiolinfatica I.PER= Invasdo perineural POS= Positiva NEG= Negativa CORP=Corpo ANTR=Antro A= Ausente P=Presente

# = Nao avaliavel




