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RESUMO - Racional: Cancer gastrico é a terceira causa mais comum de morte em homens e a
quinta em mulheres em todo o mundo. Atualmente a cirurgia é a Unica terapia curativa. As
modalidades de imagem avancadas atualmente disponiveis podem prever a ressec¢do RO na
maioria dos pacientes, mas ela s6 pode ser detectada durante o perioperatério. Objetivo:
Determinar o papel dos niveis séricos de CK18, MMP9 e TIMP1 na predi¢do da resseccdo RO em
pacientes com cancer gastrico. Métodos: Foram incluidos no estudo pacientes consecutivos
agendados para operagao curativa entre 2013-2015. Foi retirado 1 ml de sangue dos pacientes
incluidos para estudar CK18, MMP9 e TIMP1. Resultados: Os niveis de CK18, MMP9 e TIMP1
foram positivamente correlacionados com o N patoldgico e o estadiamento (p<0,05). As
médias CK-18, MMP-9 e TIMP-1 das pessoas com linfonodos positivos e aqueles em estagio
clinico 3 foram superiores as médias das pessoas com linfonodos negativos e estagio clinico
2 (p<0,05). Conclusao: Embora as dosagens séricas de CK-18, MMP-9 e TIMP-1 em pacientes
agendados para operacgdo curativa por adenocarcinoma gastrico ndo ajudem a ter ideia de
ressecabilidade tumoral, ela foi Gtil na predicdo de estadiamento N3.

ABSTRACT - Background: Gastric cancer is the 3 most common cause of death in men and
the 5" common in women worldwide. Today, surgery is the only curative therapy. Currently
available advanced imaging modalities can predict RO resection in most patients, but it can
only be detected with certainty in the perioperative period. Aim: To determine the role
of serum CK18, MMP9, TIMP1 levels in predicting RO resection in patients with gastric
cancer. Methods: Fifty consecutive patients scheduled for curative surgery with gastric
adenocarcinoma diagnosed between 2013-2015 were included. One ml of blood was taken
from the patients to analyze CK18, MMP9 and TIMP1. Results: CK18, MMP9 and TIMP1
levels were positively correlated with pathological N and the stage (p<0,05). CK-18, MMP-
9 and TIMP-1 averages in positive clinical lymph nodes and in clinical stage 3, were found
to be higher than the averages of those with negative clinical lymph nodes and in clinical
stage 2 (p<0,05). Conclusion: Although serum CK-18, MMP-9 and TIMP-1 preoperatively
measured in patients scheduled for curative surgery did not help to evaluate gastric tumor
resectability, they were usefull in predicting N3-stage.
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INTRODUCAO

intermediarios, encontradas no citoesqueleto intracitoplasmatico do tecido

epitelial. CK18 est4 envolvido em importantes caminhos de sinalizagao,
como apoptose, ciclo celular e progressdo do cancer que regulam o comportamento
das células. Especialmente com a morte celular mediada por caspase, o nivel sérico é
elevado. Metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9) interrompe a matriz extracelular e afeta
quase todos os aspectos da biologia celular. MMP-9 é uma das metaloproteinases de
matriz mais complexas. O inibidor de tecido da metaloproteinase-1 (TIMP 1) desempenha
papel negativo na invasdo e metastase de células tumorais formando um complexo 1:
1 com MMP-9 e inibindo sua atividade enzimatica>1016-18,

O cancer gastrico é a terceira causa mais comum de morte em homens e a 52 em
mulheres em todo o mundo™. Hoje, a cirurgia é a Unica terapia curativa para cancer
de estbmago. Um dos principais determinantes da sobrevivéncia é o tipo de disseccdo
cirdrgicarealizada. As modalidades de imagem avancada disponiveis atualmente podem
prever a resseccdo RO na maioria dos pacientes, mas s pode ser detectada no periodo
perioperatdrio.

O objetivo deste estudo foi determinar o papel dos niveis séricos de CK18, MMP9
e TIMP1 na predicdo da resseccdo RO em pacientes com cancer gastrico.
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METODOS

Este estudo foi realizado com a aprovacao do Comité
de Etica para Pesquisas Clinicas ndo Farmacéuticas datado de
01.01.2016 e numerado em 302 no Departamento de Cirurgia Geral,
Haseki Training and Research Hospital, em Istambul, na Turquia.
Cinquenta pacientes consecutivos agendados para operagao
curativa para cancer gastrico diagnosticados entre 2013 e 2015
foram incluidos no estudo. Esofagogastroduodenoscopia foi
realizada pré-operatoria e os resultados da bidpsia endoscopica
foram determinados como adenocarcinoma. O estadiamento
clinico dos pacientes foi realizado com TC de térax com contraste
IV e abdominal integral. Os pacientes inoperaveis e/ou ndo
ressecaveisem estadiamento clinico, com tratamento neoadjuvante
e com diagnostico patoldgico fora do adenocarcinoma foram
excluidos. Um dia antes da operagdo, foi retirado 1 ml de
sangue para analisar CK18, MMP9 e TIMP1, que foi colhido
para investigacées de rotina e colocados em tubos bioquimicos
contendo gel separador. O sangue foi centrifugado a 10 000
rpm durante 5 min e armazenado a -50° C.

O custo da compra do kit para CK18, MMP9 e TIMP1
foi atendido pelo Comité de Assessoria e Acompanhamento
da Tese e Estudos Académicos. Todos os pacientes foram
informados sobre o estudo e os seus consentimentos escritos
foram obtidos.

Andlise estatistica

SPSS 15.0 para Windows, teste U de Mann-Whitney, teste
de Kruskal-Wallis, correcao de Bonferroni foram utilizados para
andlise estatistica. O nivel de significancia de alfa foi aceito
como p<0,05.

RESULTADOS

Dos 50 pacientes estudados, 31 (68%) eram homens e 19
(32%) mulheres e a idade média era de 64 (min-max: 42-88).
Vinte (40%) foram ASA 1 e 30 (60%) ASA 3. O tamanho médio
do tumor gastrico foi de 34,1+6,7 mm (min-max: 21-47 mm).
Seis (12%) foram submetidos a operacdo paliativa e 44 (88%)
resseccdo RO. A gastrectomia subtotal + D2 foi realizada em
24 (48%) pacientes e gastrectomia total + D2 em 20 (40%).
A faixa de disseccdo dos linfonodos D2 variou entre 14-24
linfonodos. Dez (20%) pacientes foram submetidos a ressecgao
de érgéos adicionais, dois dos quais (4%) tiveram resseccdo do
cblon, trés (6%) colecistectomia e cinco (10%) esplenectomia.
Sete (14%) estavam no estagio 2B, seis (12%) estagio 4 e 37
(74%) estagio 3. Tempo médio de seguimento foi de 21,28
(Min-max: 1-40) meses.

Os niveis de CK18, MMP9 e TIMP1 foram positivamente
correlacionados com N patoldgico e o estagio (p<0,05, Tabelas
1e?2).

TABELA 1- Médias CK18, MMP9 e TIMP-1 do grupo de pacientes

CK18 (ng/ml)
MMP9 (ng/I)
TIMP1 (pg/ml)

6,0£6,4 (2-29)
1542,1+2347,7 (129-8237)
511,2+452,4 (183-1923)

TABELA 2 - Relacdo entre niveis de biomarcadores e tamanho
do tumor, nimero de linfonodos patoldgicos e
estagio patoldgico

Tamanho do tumor -0.093 0.521 -0.052 0.718 -0.019 0.897
N patoldgico 0.491 0.001 0.396 0.008 0.497 0.001
Estadio patolégico 0.278 0.050 0.346 0.014 0.359 0.011

g

As médias CK-18, MMP-9 e TIMP-1 das pessoas com
linfonodos clinicos positivos (ganglios linfaticos patoldgicos
na tomografia pré-operatoria) e as do estagio clinico 3 foram
encontradas maiores que as médias das com linfonodos clinicos
negativos e aqueles no estadio clinico 2 (p<0,05, Tabela 3)

TABELA 3 - Relagdes de médias de biomarcadores com T clinico,
N clinico e, consequentemente, com estagio clinico

3 5,8+6,0 1619,0+£2427,7 503,5+453,3

T clinico 4 6,5+8,0 1234,2+2082,5 542,1+471,7
p 0,942 0416 0,482

Disponivel 9,8+9,1 2587,2+2879,9 765,8+615,3

N clinico N/A 3,6%1,3 901,5+1706,0 355,2+202,2
p 0,045 0,008 0,022

Estadio 2 3,6+1,3 655,8+1045,9 351,1+204,3

clinico 3 9,5+89  2871,5+3073,1 751,4+602,3
p 0,016 0,002 0,014

As médias no soro no grupo de operacéo paliativa foram
superiores as curativas para os trés marcadores, mas como
resultado da anélise estatistica desses marcadores, nenhum
ponto de corte poderia ser previsto, o que sugeriria que 0 caso
erainoperavel . Como resultado da anélise da curva de ajuste, o
efeito maximo dos marcadores foi determinado para mais de 7,7
o numero de linfonodos metastaticos ressecados na operacao
(Tabela 4). Quando CK-18 >5,6 ng/ml, a probabilidade de o
nimero de linfonodos metastaticos serem oito e superiores
aumentou 18 vezes no intervalo de confianca de 95%. Quando
MMP-9 >1528 ng/|, a probabilidade de o nimero de linfonodos
metastaticos estarem oito e mais aumentados era sete vezes
no intervalo de confianca de 95%; da mesma forma, quando
foi encontrada TMP-1 >495,7 pg/ml, a probabilidade de o
numero de linfonodos metastaticos terem oito e mais vezes era
de sete vezes (Tabela 5). Embora essas analises ndo estivessem
relacionadas a fase T e ndo previam inoperabilidade, elas
mostraram que o estagio N tinha mais de trés anos.

TABELA 4 - Analise de ajuste de curva

N patolégico com CK18 de CURVEFIT 7.7 35 6.3
N patolégico com MMP9 da CURVEFIT 7.6 23 6.4
N patoldgico com TIMP1 de CURVEFIT 7.7 3.1 6.1

CK18 com N patolégico de CURVEFIT 5.6 34 43
MMP9 com N patolégico de CURVEFIT ~ 1528.1 1002.2 1146.5
TIMP1 com N patolégico de CURVEFIT 4957 246.5 401.8

TABELA 5 - Anélise de regressao logistica da probabilidade
de o nimero de linfonodos metastaticos terem
oito ou mais

CK18 >5.6 0,010 18,200 1,979 167,337
MMP9 >1528 0,012 7,111 1,536 32,912
TIMP1 >495.7 0,012 7111 1,536 32,912

DISCUSSAO

Ja foi relatado que CK18 pode exibir uma expressado
anormal em varios tipos de cancer e pode fornecer informagdes
sobre o prognéstico. Makino et al’, relataram que um aumento
na expressdo de CK18 no carcinoma de células escamosas
esofagicas esta associado com mau prognostico. Messai et al.8
relataram sobre essa associa¢do no carcinoma de células renais
e Fillies et al.* mostraram que aumento na expressao de C18
na cavidade oral esta correlacionado com aumento no estagio
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e na classe. No entanto, Knosel et al. relataram que a baixa
expressao de CK18 no cancer colorretal foi associada com mau
prognostico. Buhler et al.? enfatizaram que a transfeccdo do gene
CK18 em células de cancer de mama humano levou a inducéo
de proteinas de adesdo e retragdo dramatica de neoplasias
malignas in vitro e in vivo. No cancer de pulmao, Zhang et al.™
relataram que a alta expressao de CK18 foi determinada em 101
(78,3%) de 129 pacientes. Expressdo de CK18, correlacionou-
se significativamente com o estagio clinico, metastase dos
linfonodos, nimero de linfonodos patologicamente positivos,
recorréncia e metastase. Scott et al.”® relataram que os niveis
pré-operatérios de CK-18 em pacientes com adenocarcinoma
gastrico e que queda significativa nesses niveis apds o tratamento
permitiram a avaliacdo da resposta do tumor ao tratamento.
Oyama K et al.”?, mencionaram a importancia dos niveis de
fracbes dependentes da caspase (M30) e total (M65) no soro
de CK-18 na predicdo do fator progndstico no adenocarcinoma
gastrico. Bilici et al.?, relataram que os fragmentos CK-18 (M30
e M65) poderiam ser usados na avaliacdo da resposta tumoral
quimioterapéutica nesses pacientes.

A matrizmetaloproteinase-9 (MMP-9) pode interromper os
principais componentes, matriz extracelular (ECM), colageno tipo
IV eV e gelatina, de modo que sua atividade esta intimamente
relacionada a invasdo e capacidade metastatica das células
tumorais. A expressao aumentada de metaloproteinases de
matriz (MMPs) constitui a capacidade de digerir as células
tumorais, em particular as membranas basais cobrindo vasos
sanguineos, barreiras basicas do tecido, promovendo assim a
mobilidade celular. O inibidor de tecido da metaloproteinase-1
(TIMP 1) desempenha papel negativo na invasdo e metastase
de células tumorais formando um complexo 1:1 com MMP-9
e inibindo sua atividade enzimatica'>1016-18,

Zhang et al.?° relataram que os niveis séricos de MMP-9
correlacionaram-se com invasdo tumoral em pacientes com
adenocarcinoma gastrico. Shan et al.’ examinaram a associagdo
do sinal do gene HER-2 com a atividade da MMP-9 em células
da mucosa gastrica e relataram que ele aumentou via HER2 na
patogénese do cancer gastrico. Zhang et al .” em seu estudo
em pacientes com adenocarcinoma gastrico, relataram que
os niveis de muitas proteinas da familia da metaloprotease,
incluindo MMP-9 e TIMP-1, eram significativamente maiores que
os humanos saudaveis, independentemente do tipo histolégico.

O objetivo principal deste estudo foi determinar diferencas
significativas entre os grupos em que a operagao curativa poderia
serrealizada e ndo poderia ser realizada (estagio patoldgico >3),
medindo os niveis séricos pré-operatérios de CK-18, MMP-9
e TIP-1 no géstrico adenocarcinoma considerado operavel
(estadio clinico <4). Nos casos de cancer gastrico, os métodos
de diagndstico pré-operatoério determinam consideravelmente
a operabilidade em pacientes; no entanto, as laparotomias
feitas com a esperanca de resseccdo ndo podem atingir seu
objetivo em um numero consideravel de pacientes. Em alguns
estudos, esta taxa é superior a 30%?'. Operacao paliativa neste
estudo foi de 12%.

CONCLUSAO

Embora as medicdes soroldgicas de CK-18, MMP-9 e
TIMP-1 em pacientes agendados para operagdo curativa por
adenocarcinoma gastrico ndo ajudaram a ter qualquer idéia
da ressecabilidade tumoral, elas foram validas para prever o
estadio N3.
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