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V-RESUMO:

A incidéncia de adenocarcinoma de eséfago e ciardia tem aumentado nas
ultimas décadas por razoes ainda nao conhecidas. Sdo doencas da civilizacao
ocidental. A incidéncia de adenocarcinoma de eséfago e carcinoma de cardia
ultrapassou a de carcinoma epiderméide de esofago. O desenvolvimento da
biologia molecular e descoberta de oncogenes e genes supressores de tumores
permitiu novos achados e melhor entendimento das caracteristicas
moleculares dos carcinomas de es6fago e cardia. Novos genes envolvidos em
ciclo celular, apoptose e reparo de DNA sdo agora alvo importante de estudos
da patogénese destes tumores. HER-2/neu é um oncogene expresso in
diversas neoplasias e relacionado a pior progndstico. PS3 é igualmente
importante estando mutado em 50%-70% das neoplasias sdlidas com
implicacdes clinicas para muitos tumores. Este trabalho determina a
frequéncia de pS3 e HER-2/neu através de imunohistoquimica utilizando
anticorpos policlonais e monoclonais DAKO anti-HER-2/neu e p53
respectivamente. Foram selecionados 22 casos de adenocarcinoma de esofago
e carcinoma de cardia do departamento de cirurgia. HER-2/neu foi positivo
em 47.7% dos casos, média entre dois observadores. P53 foi positivo em
36.6% dos casos. A correlacio entre os escores de HER-2/neu e p53 foi
estabelecida usando o coeficiente de correlacio de Spearman que mostrou
um resultado negativo —0.27 para o primeiro observador que nao foi
significante. Para o segundo observador, a correlacdo foi a mesma -0.27 e nao
significante, mostrando que o aumento na expressio de HER-2/neu nao esta
relacionada com aumento de expressio de pS53. Nos concluimos que a
expressio de HER-2/neu neste grupo de neoplasias, necessita de investigacoes
futuras e que mesmo estando alterado com muitos outros oncogenes em
outros trabalhos, pS3 nao esta correlacionado com aumento de expressio de
HER-2/neu nesta série de casos.
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INTRODUCAO:

Os oncogenes, também conhecidos como proteinas relacionadas com a
expressdo dos mecanismos de proliferagdo, crescimento e morte celular,
revolucionaram o estudo do cancer, possibilitando o entendimento em nivel
molecular dos mecanismos de transformacgao dos tecidos normais para tecidos
neoplasicos. Nas ultimas duas décadas, os oncogenes foram sendo estudados a
medida que descobertos, visando o estabelecimento de sua relagdo com o
fendtipo maligno das células (Kastan MP, 2000).

HER-2/neu, ¢ um oncogene clonado primeiramente de células de
neuroblastomas de ratos e capaz de causar transformacao celular (Yamamoto T
et al,1986). Este oncogene foi melhor estudado at¢ o momento em células de
carcinoma de mama sendo inclusive alvo de estratégias terapéuticas para este
tumor (Menard S et al;2001). Porém o aumento de expressdo de HER-2/neu,
como inicialmente foi descrito, ndo ¢ uma particularidade do epitélio mamario
estando alterado em outras neoplasias (Scholl S et al. 2001). Estudos
preliminares mostraram que HER-2/neu estd expresso em adenocarcinoma de
esofago (Brien TP et al, 2000) e em adenocarcinomas do trato gastrointestinal,
porém, bem menos estudado até o momento comparando-se a carcinoma de
mama. Este estudo enfoca-se na investigagdo de adenocarcinomas de eséfago.
Séries de estudos destes sitios de lesio mostraram aumento de expressdao de
HER-2/neu por imunohistoquimica e hibridizacdo in situ (Tanaka S et al,
1997). As alteracdoes de HER-2/neu, estdo associadas a piora de prognostico
em carcinoma de estdmago por exemplo (Allgayer H et al, 2000). Assim como
em outros tumores, HER-2/neu, tem potencial importancia para tratamento e
determinagdo de progndstico em tumores gastrointestinais.

O p53 ¢ um dos genes mais importantes em cancer devido a sua fun¢ao no
controle de varias fun¢des da biologia celular sendo que alteragdes de p53 se
relacionam com modificagdes celulares de relevancia clinica. Os estudos
clinicos foram feitos em bidpsias ou através da mensuragdo sérica de

anticorpos anti-p53.



Neste estudo investigou-se a expressao de HER-2/neu em adenocarcinoma de
esofago e cardia por técnicas imunohistoquimicas usando o método de
estreptavidina-biotina sendo que as observagdes foram correlacionadas com
alteragdes na expressao de p53, um gene supressor de tumores que encontra-se
alterado na maioria das neoplasias malignas.

Alteragdes de p53, estdo freqiientemente acompanhadas de outras alteragdes
moleculares durante o processo de carcinogénese. O estudo destes dois
marcadores permite melhor entendimento das alteracdes moleculares do

epitélio esofagico que levam a formagdo do tumor.

XV



XVI

REVISAO BIBLIOGRAFICA:

1.1 Carcinoma de esofago:

As doencas malignas do es6fago sdo altamente letais, sendo o Rio Grande do
Sul uma das areas de mais alta incidéncia no Brasil(Projeto cancer no Brasil,
SBOC 2000). No Brasil, carcinoma de es6fago ¢ a sexta causa de cancer em
homens sendo estimado que em 2001 ocorram 4,89 mortes /100.000 habitantes
e a sétima causa de cancer em mulheres, estimando-se em cerca de 1,39
mortes/100.000 habitantes, segundo dados da Divisdo Nacional de

Epidemiologia do Ministério da Saude (www.inca.org.br/epidemiologia ,

2001). Como pode ser visto na figura 1 e nas tabelas 1 e 2.
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Fonte: INCA-MS
Figura 1: Tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2001, na populagdo

brasileira.
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Tabela 1- Estimativas para o ano de 2001 das taxas brutas de incidéncia e

mortalidade por 100.000 homens e do numero de casos novos e Obitos por cancer,

segundo localizag¢ao primaria ( Brasil).

Localizagao Primaria
Neoplasia maligna

Pele ndo Melanoma
Traquéia, Brobnquios e
Pulmao

Estdbmago

Prostata

Codlon e Reto
Eséfago

Leucemias

Boca

Pele Melanoma
QOutras Localizagdes
Total

Fonte: INCA,MS 2001

Estimativa dos Casos

Novos

Estimativa dos Obitos

N° de Casos Taxa Bruta N° de Obitos Taxa Bruta

27.710
14.900

15.260
20.820
7.795
6.650
3.880
7.940
1.425
44.070
150.450

33,21
17,88

18,29
24,94
9,31
7,96
4,61
9,50
1,66
52,83
180,34

485
10.700

7.090
7.320
3.355
4.080
2.315
2.565
585
24.835
63.330

Tabela 2- Estimativas para o ano de 2001 das taxas brutas de incidéncia e

mortalidade por 100.000 mulheres e do numero de casos novos e dbitos por cancer,

segundo localizagdo priméria (Brasil).

Localizagao Primaria
Neoplasia maligna

Estimativa dos Casos

Novos

N° de Casos Taxa Bruta

Pele ndo Melanoma 26.750
Mama Feminina 31.590
Traquéia, Bronquios e Pulmao 5.935
Estdbmago 7.070
Colo do Utero 16.270
Cdlon e Reto 8.370
Eséfago 2.215
Leucemias 3.120
Boca 2.625
Pele Melanoma 1.505
Outras Localizagoes 49.430
Total 154.880

30,90
36,47
6,86
8,14
18,86
9,65
2,52
3,56
3,02
1,70
57,40
178,75

FONTE: INCA, MS 2001

345
8.670
4.445
3.675
3.725
3.875
1.230
1.950

660

465

25.180
54.220

0,54
12,83

8,47
8,75
3,97
4,89
2,75
3,04
0,66
29,77
75,91

Estimativa dos Obitos

N° de Obitos Taxa Bruta

0,35
9,99
5,10
4,22
4,31
4,44
1,39
2,24
0,73
0,50

29,24

62,91
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Na regido Sul as neoplasias de esofago sdo igualmente bastante freqiientes

como pode ser observado nas figuras 2 e 3.
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Fonte : INCA-MS- 2001

Figura 2: Representacdo espacial das taxas de incidéncia por 100.000 homens
estimadas para o ano 2001, segundo a Unidade da Federacdo (neoplasia

maligna do eso6fago)
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Figura 3: Representacgdo espacial das taxas de incidéncia por 100.000 mulheres

estimadas para o ano 2001, segundo a Unidade da Federacao (neoplasia maligna do

esofago)

XIX

Os fatores de risco associados a esta alta taxa de incidéncia de cancer de
es0fago em nossa regido ¢ um dos principais temas de investigagao do
Programa de Pos-graduacdo em Gastroenterologia e Ciéncias Aplicadas a
Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da UFRGS.

Os dois tipos histologicos mais comuns dos tumores malignos do es6fago sdo o
carcinoma epidermoide e o adenocarcinoma (Roth JA, Putnam JB, et al,
1995).

A incidéncia de adenocarcinoma de esdfago estd aumentando de uma maneira
geral por motivos ainda ndo bem entendidos e parece ser uma doenca do
mundo ocidental que esta sendo melhor diagnosticada nos ultimos anos e
associada a doenga de refluxo gastroesofagico . Nos Estados Unidos e na
Europa ocidental a incidéncia de adenocarcinoma de es6fago ultrapassou a de
carcinoma epidermdide nos ultimo anos (Landis SH et al, 1998). Muitos
autores referem-se ao adenocarcinoma de esd6fago como tendo causa
desconhecida, porém estudos de caso controle em populagdes sugerem
fortemente que o refluxo gastro-esofagico estd associado a esta doenga. Outra
causa associada ¢ metaplasia de Barrett que tem como uma das causas também
a doenca de refluxo (Hirota WK et al;1999 ;Spechler SJ, 1999).
Freqlientemente, as lesdes do epitélio esofdgico em pacientes portadores de
adenocarcinoma de esdfago, contém areas de metaplasia intestinal de Barrett e
displasia, sendo que estas lesdes, estdo localizadas quase na totalidade dos
casos no tergo inferior do eso6fago e cardia.

O desenvolvimento da biologia molecular e descoberta dos genes que
controlam crescimento, proliferacdo, diferenciagdo e morte celular, possibilitou
que algumas caracteristicas bioldgicas das lesdes pré-malignas e malignas do
esofago fossem melhor entendidas. Uma perda de heterozigosidade para genes
comprovadamente importantes em cancer como p53, gene da adenopolipose

do colon (APC), perda de expressdo de p-16, aumento de bcl-2 ja foram
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demonstradas em carcinoma de esdfago e estdo relacionadas com a progressao
da lesdo. Esses fatores oferecem uma possibilidade de novas estratégias
terapéuticas nesse tipo de neoplasia ( Thomas Jr. CR,1997).

Os tumores originarios do esofago sdao lesdes que, mesmo localmente
invasoras, metastatizam precocemente para locais mais distantes, caracteristica
que possivelmente contribui para a alta letalidade da doencga, oferecendo taxa
de sobrevida em cinco anos quase nula.

Os tratamentos disponiveis para tumores malignos do eséfago sdo a cirurgia,
radioterapia e quimioterapia como agentes Unicos ou em combinacdes
comumente conhecidas como multi-modalidades (Kelsen DP, Ilson DH, et
al,1995). Porém , no presente momento, esses tratamentos sdo capazes de
oferecer respostas parciais ou incompletas, sem chance de cura.

Em doenca localmente invasora o tratamento convencional € a cirurgia. O uso
de radioterapia pré- ou pds-operatoria oferece melhor controle local comparado
a cirurgia e continua sendo assunto de investigacao.

Varios agentes citotoxicos tem atividade em cancer de eséfago como os
analogos da platina, o 5-fluorouracil, e os taxanos e, cada vez mais, estdo
fazendo parte do tratamento de tumores do es6fago uma vez que aumentam a
sensibilidade a radioterapia e atuam em micrometastases a distancia.

Um ganho na sobrevida ja foi relatado especialmente em pacientes com
adenocarcinomas tratados com quimio e radioterapia pré-operatorios
(Leichman L et al,1994). Ressaltamos a necessidade de melhores tratamentos
locais e sistémicos para esta doenca.

Neste trabalho, estudou-se a expressao do oncogene HER-2/neu e do gene
supressor de tumores p5S3 com o objetivo de correlacionar a alteragdo das duas
proteinas neste tumor. Essa provavel correlagdo permite um melhor
entendimento da carcinogénese esofagica e talvez um novo alvo para

abordagem terapéutica.
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1.2- Patologia do Adenocarcinoma esofagico e juncio esofago-gastrica

Os adenocarcinomas primarios de esofago sao incomuns. Em trabalhos publicados
hd mais de 30 anos somente 10% dos carcinomas de esdfago eram
adenocarcinomas e apenas 1% eram lesdes primarias. ( Raphal HA, 1966). A
maioria dos adenocarcinomas ocorria no esdfago distal . Estas eram consideradas
lesdes gastricas que invadiam o eso6fago secundariamente. Este conceito mudou
drasticamente a partir da década de 1970.

Atualmente parece bem claro que muitos adenocarcinomas do segmento inferior
do esofago sdo primdrios e originados no epitélio metaplasico de Barrett. Mesmo
que este epitélio ndo esteja presente nos cortes microscopicos da neoplasia, esse
pode ter sido destruido pela lesdo invasora. Estes tumores constituem cerca de 30
a 50% dos tumores em alguns paises ocidentais, incluindo os Estados Unidos
(Johnston BJ & Reed PI, 1991 ; Blot W] et al, 1991; Streitz JM Jr et al, 1991).
Quando os tumores sdo originados na porc¢ao superior ou mediana do esdfago, a
neoplasia também pode estar associada a epitélio do tipo gastrico ou a glandular
superficial. Ocasionalmente os adenocarcinomas do esdfago ocorrem na sua
por¢cdo mediana ( Jernstrom P&Brewer LA, 1970) e estdo associados a restos
congénitos de epitélio superficial ou epitélio gastrico heterotdopico. De qualquer
forma, quanto aos aspectos morfoldgicos e clinicos, o adenocarcinoma nas regioes
proximais do eso6fago ndo tem fatores notoriamente que o diferencie dos do
esofago inferior.

Os adenocarcinomas do esofago se originam do epitélio colunar da mucosa e
ocorrem freqiientemente na por¢do distal do eso6fago, podendo invadir o cardia
adjacente ao estomago ( Naef, AP. 1975). Raramente a metaplasia de Barrett pode
ser tdo extensa que origina um carcinoma no esdfago superior, além da
possibilidade de estarem associados a histéria de refluxo e epitélio de Barrett
extenso.

Apesar de suas diferentes possibilidades de origem, os adenocarcinomas de
es0fago mostram muitos aspectos morfoldgicos comuns. A endoscopia, nas fases

mais avangadas, usualmente as lesdes sdo planas (raramente sdo polipoides),



XXII

medindo até 4,5 cm. A maioria estd num estagio bastante avangado no momento
do diagnéstico, mostrando extenso envolvimento intramural ¢ da adventicia. Em
muitos casos epitélio benigno de Barrett estd presente na periferia do tumor,
usualmente distal ao mesmo ( Paraf F et al, 1995)

A grande maioria dos adenocarcinomas de es6fago apresentam-se com padrio
tubular, do tipo moderadamente ou bem diferenciados ( Grau histolégico I ou II).

Em uma bem detalhada descrigdo Paraf et al em 1995 entre 67 adenocarcinomas
relatou que 40% eram bem diferenciados, 31% moderadamente diferenciados
,15% pouco diferenciados, 7% mucinosos e 6% do tipo com células em anel de
sinete. O carcinoma era intramucoso em 13 %, submucoso em 18%; na muscular
propria em 12%, na adventicia em 33% e envolvendo o tecido periesofagiano em
24%.

Entre outros fatores prognosticos a serem informados no laudo
anatomopatologico deve sempre constar a invasdo neural e vascular. As
metastases em linfonodos podem ocorrer entre a metade ou % dos casos, mesmo
se o tumor envolver somente a mucosa ou submucosa. O padrao de infiltracao ¢
igualmente dividido entre os tipos expansivo e infiltrativo. O padrao difuso
infiltrativo pode ser com células em anel de sinete (Chejfec G, 1981)

Nos termos da classificagdo de Lauren para adenocarcinomas gastricos, aplicada
ao esdfago a maioria ¢ denominada do tipo intestinal , restando alguns para tipo
difuso ou ndo classificado .

Outros tumores também podem ocorrer no epitélio de Barrett, incluindo
carcinoma epidermoéide, carcinoma adenoescamoso, adenocarcindide e
mucoepidermoéide. A ocorréncia destes tipos de tumores apoia o ponto de vista
que o epitélio de Barrett pode se originar em células totipotenciais ( Smith RRL,
1984). Este fato poderia explicar alguns casos em que coexiste adenocarcinoma de
Barrett com carcinoma epidermoide identificado em separado, no epitélio
escamoso do mesmo esdfago ( Allan NK , 1986)

O sistema de estadiamento dos adenocarcinomas segue o mesmo do carcinoma
epidermdide proposto pelo American Joint Commission on Cancer (AJCC) ,

conhecido como sistema TNM que é baseado no status do tumor primario (T)
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comprometimento linfonodal (N) e metastases a distancia (M). O estadiamento
do pelo sistema TNM para os tumores de esd6fago pode ser visto na sua integra no
Anexo 1.

Como em outras versdes deste sistema de estadiamento, o tamanho do tumor
primdrio e a formagao de fistulas ndo sdo considerados tdo importantes. As lesdes
mais agressivas sao agrupadas juntamente com as intramucosas menos agressivas,
como T1. Embora essas duas lesdes sejam superficiais, e como tal estagio I da
doenga, a presenca de linfonodos e/ou metastases a distancia transforma o
carcinoma para um estadgio mais avancado.

Alguns investigadores usam N1 para descrever metastases para um até quatro
linfonodos regionais e N2 para cinco ou mais linfonodos (Tang CT, 1998).
Metéstases a linfonodos distantes (fora da regido que o carcinoma tem sua
origem), como por exemplo, linfonodos abdominais em carcinomas do terco
médio, sdo consideradas metastases a distdncia. No estadiamento existe ainda em
uma avaliacdo em ¢cTMN e pTMN, para o estadiamento clinico e patoldgico ,
respectivamente.

Entre 61 pacientes com adenocarcinoma relatados por Streitz et al em 1991, 6,7%
estavam no estagio 0, 16,7% no estagio I, 28,3% no estagio II, 41,7% no estagio
IIT e 6,7% no estagio IV. A sobrevida geral em cinco anos foi de 23,7%
Resultados correspondentes foram relatados por Lerut et al em 1994 : estagio 0 e |
38,3%; estagio II, 20,6%, estagio III 22,2% e no estagio IV ,19%. Os estagios de
adenocarcinoma sdao melhores no momento do diagndstico quando os pacientes
vem fazendo acompanhamento endoscopico. Num outro trabalho de Peters et al
em 1994 os tumores que estdo em estagio precoce em 12 de 13 pacientes
acompanhados por endoscopia e em somente 10 de 35 pacientes que nao fizeram
acompanhamento endoscdpico.

Estudos em citometria em carcinoma originado em epitélio de Barrett revelam
que ocorre aneuploidia em 70 a 100% dos tumores (Rabinovitch PS, 1988; Reid
BJ, 1991; Khan M, 1994; Nakamura T, 1994; Krishnadath KK, 1995). A analise
do caridtipo tumoral mostra muitas alteracdes cromossOmicas, tanto estruturais

quando numéricas (Garewal HS, 1989; Rodriguez E, 1990; Hunter S, 1993; Rao,
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PH , 1993). A perda do cromossomo Y ¢ comumente observada ( Garewall HS,
1989; Hunter S, 1993: Rao PH, 1993; Krishmadath, KK, 1995) tendo sido notada
em 93% dos adenocarcinomas no estudo de Hunter em 1993.

O gene supressor tumoral p 53 ¢ expresso em 50 a 100% dos carcinomas de
Barrett ( Younes M, 1993; Hardwick RH, 1994; Rice TW, 1994; Symmans PJ,
1994; Duhaylongsod FG, 1995; Schneider PM, 1996). Entre os casos estudados
por Rice et al em 1994 a expressdao de p53 mutante estavam presentes em 67% de
adenocarcinomas intramurais e em 40% de casos submucosos. Uma perda de
heterozigosidade ou perda de alelos no local 17p, onde o p 53 estd localizado
ocorreu entre 56 a 100% dos carcinomas ( Ramel et al, 1992; Blount et al, 1994;
Swift et al, 1995; Barrett et al, 1996). Uma perda do alelo do gene da
adenopolipose coli (APC) no local 5q ¢ notada em cerca de 80% dos tumores (
Barrett MT et al, 1996). Adicionalmente , perdas de alelos sdo vistas nos locais 9p
(64%), 17q (56%), 13q (43%) e 1 p ( 41%) (Barrett MT, 1996; Swift A et al,
1995). A proteina H-ras estd presente em 4 de 10 carcinomas e em um entre 10
epitélio de Barrett ( Schneider PM, 1996), e HER-2/neu estd expresso em 15 a
43% dos carcinomas (Al- Kasspooles M et al, 1993; Nakamura T et al, 1995;
Duhaylongsod FG, 1995) A oncoproteina H-ras estava presente em 4 de 10
carcinomas ¢ em um de 10 epitélio de Barrett (Schneider PM et al 1995) , e HER-
2/neu foi expresso em 15-43% dos carcinomas (Al-Kasspooles M et al, 1993;
Nakamura T et al, 1994; Duhaylongsod FG et al, 1995) A presenca de HER-
2/neu estava relacionada a taxa de recorréncia e a metastases distais do tumor
(Nakamura T et al, 1994). A oncoproteina bcl-2, um inibidor da apoptose, nunca
foi detectada em adenocarcinoma originado em epitélio de Barrett ou epitélio
displasico ( Goldblum JR & Rice TW, 1995).

Instabilidade de microsatélites foi detectada em um trabalho ( Meltzer SJ et al,
1994), quando estava presente em 7% do epitélio de Barrett, 22% de
adenocarcinomas e em 2% de carcinomas epidermoides. Em outro trabalho, ela
estava presente em todos os 17 carcinomas testados ( Gleeson CM et al, 1996).

Nesta amostra somente um tumor mostrou alteragdes difusas, envolvendo 45,3%
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dos locais testados, enquanto outros tumores mostram alteragdes em somente
0,8% a 8,1% dos locais testados.

Os receptores de fator de crescimento tumoral alfa (TGF-alfa) e o fator de
crescimento epitelial estdo expressos em carcinoma de Barrett ( Jankowski J et al,
1992; Al- Kasspooles M, 1993; Brito MJ et al, 1995). A expressao de TGF alfa ¢
positiva mais frequentemente em carcinomas tubulares do que nos tumores com
células com anel de sinete ( Brito MJ et al, 1995) .

A maioria dos tumores na Jungao esofago-gastrica (JEG) sdao adenocarcinomas.
Os carcinomas epidermoides e os carcinomas anapldsicos constituem cerca de
10% dos tumores nesta localizagdo ( Webb JN & Busuttil A, 1978). Casos
ocasionais de adenoacantoma, carcinoma mucoepiderméide e carcinomas com
componentes duplos também ja foram relatados (Ming SC, 1973).

Nao ha barreira para a invasdo carcinomatosa na JEG. Os carcinomas podem
invadir rapidamente do esdfago para o estobmago e vice- versa por contiguidade
intramural ou através de vasos linfaticos. Ja& foi relatado que dois tercos dos
adenocarcinomas da JEG se originam no estdmago e um ter¢o do esdfago ( Potet
F et al, 1991; Sarbia M et al, 1993) , mas os aspectos histologicos desses
carcinomas sdo essencialmente os mesmos ( Kalish RJ et al, 1984; Wang HH et
al, 1986). Algumas vezes torna-se dificil especificar a origem desses carcinomas
baseados apenas em aspectos patoldgicos. A base para a diferenciagao ¢é
circunstancial, considerando-se alguns fatores como a localizagdo do centro do
tumor e a presenca de estruturas especificas dos respectivos 6rgios. E claro que
esta conceituacdo ndo pode ser aplicada a espécimes de bidpsia. Em alguns casos,
a presenga de epitélio com metaplasia intestinal neste local fornece, com alguma
certeza, a chave para a localizacdo esofagica da lesdo.

O receio desta dificuldade ¢ diminuido algumas vezes pela observagdo de que
adenocarcinomas do esofago distal, JEG e cardia sdo tdo parecidos em alguns
fatores patologicos e epidemioldgicos que podem formar uma tnica entidade,
distinta do carcinoma epidermoide do esdfago e do adenocarcinoma do estomago
distal. ( Thompson JJ et al, 1983; Kalish RJ et al, 1984; Morstyn G et al, 1985;
Wang HH et al, 1986; Duhaylongsd FG & Wolfe WG, 1991). Os fatores incluem
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uma idade mais jovem (sexta versus sétima década), predominancia em homens,
alta incidéncia em fumantes e alcoolistas, presenga de sintomas complexos
relacionados a hérnia hiatal e esofagite de refluxo e uma baixa incidéncia de
carcinoma com células em anel de sinete. As evidéncias patoldgicas que suportam
o conceito de uma unica entidade ¢ a alta prevaléncia de epitélio de Barrett em
associacdo com adenocarcinomas na JEG em 67% dos casos com carcinomas de 6
cm ou menos em comprimento, sendo somente 17% dos casos com tumores
maiores (Cameron Al et al, 1995).

Associado ao aumento da incidéncia de adenocarcinoma no es6fago nos ultimos
anos ha também um aumento na incidéncia de carcinoma no cardia, levando a
indices de até 50% de todos os tumores gastricos em alguns estudos (Blot WJ et
al, 1991). O epitélio de Barrett esteve presente em 42% dos casos envolvendo
carcinoma de cardia e em somente 5% dos casos envolvendo a regido sub-cardica
(Clark GW et al, 1994). O epitélio de Barrett nestes casos era do tipo curto (
média de 2,7 cm versus 7,4 cm em casos de adenocarcinoma esofagico) e pode
nao ser reconhecido endoscopicamente.

As rotas de disseminagao metastatica do adenocarcinoma sdo similares as do
carcinoma epidermdide do esdfago e, entre elas, esta principalmente a localizagao
do tumor primario mais do que na biologia intrinsica das células tumorais.

A disseminac¢ao intramural dos adenocarcinomas pode ser por continuidade ou via
linfatica. A disseminag@o por linfaticos pode resultar na formagdo de nddulos
satélites lembrando tumores primdrios diferentes. A disseminagdo transmural do
tumor ocorre em 60 a 88% dos adenocarcinomas ( Tytgat GN & Hameeteman W,
1994). As metastases em linfonodos ocorrem em 51 a 74% dos adenocarcinomas
originados em epitélio de Barrett (Tytgat GN & Hameeteman W, 1994; Paraf F et
al, 1995). Nesta pesquisa de Tytgat os pacientes que fizeram acompanhamento
endoscdpico tem menos metastases em linfondos do que os que ndo o fizeram —
26,5% em acompanhados contra 78% em ndo acompanhados.

A freqiiéncia de metéstases em linfonodos ¢ relacionada com a profundidade de

invasdo. Entre 43 casos relatados por Clark et al em 1994, linfonodos metastaticos
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estavam presentes em 33% de casos localizados intramucosa, 67% em casos com
invasdo intramural e 89% em casos com invasdo transmural.

Os linfonodos mais comumente invadidos localizavam-se na pequena curvatura
do estdomago em 42%, 35% eram peri-hiatais , 28% periesofagicos e 21% em
tronco celiaco. Os linfonodos supraclaviculares foram envolvidos em 10% dos
casos. 62% dos carcinomas da JEG tem metastases em linfonodos, a maioria
intraabdominais. Os linfonodos toracicos estdo envolvidos em 7% dos casos.

O prognostico do adenocarcinoma de eséfago nao ¢ influenciado pela morfologia
macroscopica ou pelo grau histologico do tumor.

Os achados patologicos que influenciam a evolucdo da doenga sdo estagio,
metastases em linfonodos e o nimero de linfonodos envolvidos por analise
multivariada ( Ming SC, 1993).

A expressdo de genes supressores, oncogenes e fatores reguladores da biologia
tumoral podem também afetar a sua evolugdo.

Uma baixa sobrevida, recorréncia tumoral, profundidade da invasdo e o risco de
metastases em linfonodos no adenocarcinoma de es6fago estdo relacionados com
a aneuploidia das células tumorais (Schneeberger AL et al, 1990; Nakamura T et
al, 1994).

Khan et al em 1994 analisaram a ploidia do DNA de células tumorais de 30
carcinomas de Barrett e observaram que 80% eram aneuploides e 20% diploides .
A sobrevida média em 5 anos era de 20,4 meses para os tumores diploides e 10,6
meses para os tumores aneuploides.

A expressao de p53 ¢ relacionada a recorréncia tumoral e ndo com a sobrevida
(Duhaylongsod FG et al, 1995). Outro relato, mostra que a sobrevida era maior
para pacientes com p 53 positivo do que em pacientes com p 53 negativo- 28
versus 13,5 meses ( Sauter ER et al, 1995).

A expressao de HER-2/neu tem sido relatada com a sobrevida em 5 anos- 60%
para tumores positivos contra 10% para tumores negativos (Duhaylongsod FG,

1995).
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1.3 Oncogenes e genes supressores de tumores:

Os genes importantes em cancer sao atingidos por mecanismos bem
conhecidos como mutagdes de ponto, lesdes em porcdes cromossOmicas,
amplificacdes génicas e interferéncias por proteinas virais (Krontiris TG,1995).
Tais alteragdes levam a uma perda ou ganho de fungdo da proteina codificada
pela seqiiéncia alterada influindo no controle da proliferagdo celular, na
diferenciagao e na morte das células.

Tanto os oncogenes como genes supressores de tumores estdo expressos nos
tumores de eséfago ( Carcinoma epidermoéide e adenocarcinomas)
(Stemmermann G et al, 1994) . Uma perda de heterozigosidade dos genes
supressores tumorais como o p53, pRb, APC, MCC (mutado nos Canceres de
colon) ou deletado nos canceres de colon (DCC) tem sido encontrados
isoladamente ou em combina¢do com carcinoma epidermoide de esdfago
(Huang, Y et al, 1993)

Nas ultimas décadas, centenas de proteinas ja foram identificadas como
causadoras de tumores assim como proteinas capazes de suprimir o fendtipo
maligno em experimentos que testam a funcdo de um gene transfectado ou
deletado.

Existem diferentes métodos desenvolvidos e aplicados ao estudo genético de
neoplasias malignas em pegas cirirgicas. As alteragdes moleculares podem ser
estudadas em nivel de DNA, RNA e proteinas sendo que as informagdes sao
utilizadas para diagnoéstico, prognostico e tratamento (Watson JD, Gilman, et
al;1992).

Na patogénese dos adenocarcinomas do es6fago, notoriamente nos originados
em epitélio metaplasico de Barrett uma seqiiéncia de eventos moleculares
ocorre desde o inicio das agressoes até o desenvolvimento do Adenocarcinoma,

como pode ser visto na figura 4.
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Exposure to gastrointestinal reflux (bile acids, low pH, pepsin, nitric oxide)

TN AT N T w ST Y AT W

Figura 4- Progressdo de eventos moleculares no adenocarcinoma esofagico
originado em epitélio de Barrett. As alteragdes estao indicadas nos estagios nos
quais elas sdo inicialmente observadas. ( Figura copiada na integra do site

www. EJB.org/content/vol3/full/1/f6.jpg ).

Em varios tumores humanos so6lidos o estudo molecular de pecas cirtrgicas ja é
feito de rotina e tem ajudado no manejo terapéutico dos pacientes. Em
carcinoma de mama, por exemplo, amplificacio de HER-2/neu com aumento

de expressdo da proteina estd relacionada a um pior progndstico, com aumento
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de resisténcia a quimioterapia e diminui¢do de sobrevida (Muss HB, Thor A, et
al;1994).

Outros exemplos de marcadores moleculares utilizados na clinica, podem ser
citados por exemplo em carcinoma de células transicionais de bexiga, nos
quais, p53 ¢ RB quando mutados levam a um aumento da invasividade e
ajudam a decisdo terapéutica por um tratamento mais agressivo versus
abordagem mais conservadora (Cordon-Cardo C & Dalbagni G, et al;1992).
Em leucemia existem varios exemplos, em que produtos de translocagdes
cromossomicas auxiliam em decisdes terapéuticas. Um dos exemplos, sdo
pacientes com leucemia linfocitica aguda BCR/ABL positivos sdo pacientes de
alto risco e tem aumento de sobrevida se transplantados apo6s indugdo (Ochs
J;1996).

O estudo do DNA de pegas cirtirgicas para deteccao de lesdes ou amplificagdes
¢ feito por varias técnicas como southernblot, reagdo de polimerase em cadeia
“polimerase chain reaction (PCR)” e hibridiza¢do in situ com detec¢do por
fluorescéncia (FISH) . O DNA pode ser extraido de biopsias, digerido com
enzimas de restricdo ou amplificado e localizado no gel de eletroforese por
seqiiéncias complementares conhecidas especificas para as alteragdes
estudadas.

O estudo de expressao génica tem sido incorporado em andlise clinica e pode
ser feito pelo conteudo de RNA que geralmente ¢ estudado apods transcri¢ao
reversa pela enzima transciptase reversa. As informagdes retiradas do estudo
de RNA oferecem dados sobre aumento ou diminui¢do de expressao bem
como mutacdes ou variagdes em seqliéncias codificadoras de
mensagem(Cortner J;2000).

O estudo de proteinas oferece informacdes sobre aumento, diminui¢do e
localiza¢do celular. No estudo de bidpsias os métodos mais utilizados sdo
imunohistoquimica, imunofluorescéncia e westernblot sendo que os métodos
imunoenzimaticos (ELISA) sdo os mais utilizados para detec¢do de proteinas

séricas em pacientes com cancer.
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O estudo de proteinas alteradas foi muito simplificado com o desenvolvimento
de imunohistoquimica empregando anticorpos policlonais ou monoclonais e se
aplica ao estudo de oncogenes.

O aumento de expressdo de p53, por exemplo, ocorre por acimulo intranuclear
da proteina ap6s mutagdes que provocam diminui¢do da degradagdo protéica.
Anticorpos anti-p53 detectam aumento de proteina que em trabalhos clinicos
tem sido relacionados com caracter mais agressivo dos tumores quando
hiperexpresso no ntcleo celular.

Assim  como p53, HER-2/neu também pode ser detectado por
imunohistoquimica, sendo que aumento de detec¢do na membrana celular
significa aumento de expressdo deste gene, relacionado com pior progndstico

em algumas neoplasias. (Sklar JL & Costa JC;2000)

1.4 Caracterizacao de Her-2/neu:

Her-2/neu ou C-erbB-2 estd caracterizado como um oncogene devido a sua
capacidade de promover transformacdo celular. HER-2/neu foi clonado de
células de carcinoma de mama e faz parte da familia de 4 fatores de
crescimento (epidermal growth factor-receptor (EGF-R), erbB-2 (HER-2/neu,
erbB-3 e erbB-4) que possuem atividade intrinsica de tirosina quinase
(Klapper LN et al,1999). HER-2/neu, apresenta extensa homologia com o
fator de crescimento epitelial (FCE)- Epidermal growth factor(EGF).

Neu foi primeiramente clonado de ratos com neuroglioblastomas induzidos
com ethyl-nitrousureas (neu gene). HER-2/neu e neu diferem de seus proto-
oncogenes por uma Unica mutacdo tendo aumento na atividade intrinseca da
tirosina quinase (Yamamoto T et al;1983). O aumento de atividade quinase
ocorre também por outros dois mecanismos: amplificagdo génica e
modificac¢ao na regulacdo de translagdo da proteina (Child SJ et al;1999).
HER-2/neu codifica uma proteina de 185.000 Daltons localizada na membrana

celular, tendo um dominio intracelular um ponto de ancoragem e um dominio
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extra-celular. O gene estd localizado no cromossoma 17 q21 (Fukushige SI et
al, 1986).

Os estudos com a indugdo de HER-2/neu mostram que este gene ¢ altamente
reguldvel como ocorre em fatores de crescimento implicados em proliferagcdo
celular (Hudson LG, Ertl AP, et al;1990).

A maioria dos fatores de crescimento tem atividade de tirosina quinase sendo
capazes de autofosforilar seus dominios intra-celulares nos residuos de tirosina
e desta forma tornarem-se capazes de reagir com outras proteinas. HER-2/neu
tem atividade de tirosina quinase estando permanentemente ativado nas células
que o expressam.

Estes dados mostram que a capacidade de transformagdo celular induzida por
HER-2/neu ¢ diretamente relacionada a atividade catalitica da proteina sob os
residuos de tirosina (autoquinase) (Segatto O et al, 1988). Estudos mais
recentes, tem investigado os mecanismos de fosforilacio de HER-2/neu e
interagdo com os outros receptores da mesma familia induzindo ativagdo de
MAPK, o principal mediador de sinalizacdo intracelular desta familia de
oncogenes com conseqiiente aumento de proliferagdo celular (Klapper LN et
al, 1999).

HER-2/neu, estd alterado nas células malignas por trés mecanismos:
amplificacdo génica com aumento do numero de copias, mutagdo de ponto
com permanente ativagdo da atividade catalitica e aumento de expressdao por
alteracdo de translacdo na unidade ribossdmica.

Apds a primeira clonagem de HER-2/neu, varios estudos foram feitos
comparando estas seqiiéncias com outras retiradas de espécimes cirirgicos
mostrando apenas uma modificacdo neutra na posicdo 655 (isoleucina para
valina), as demais bases sdo idénticas.

Com isto conclui-se que a hiper-expressdo que ocorre em tumores, ocorre por
aumento de transcricdo de uma forma idéntica a linhagens celulares de
carcinoma de mama (Di Fiori PP et al;1987).

Com o surgimento de anticorpos anti-HER-2/neu foram possiveis estudos em

espécimes cirurgicos correlacionando expressao e prognostico.
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Em carcinoma de mama Slamon et al em 1989 estudaram 668 pegas cirurgicas
por imunohistoquimica e mostraram que HER-2/neu, ¢ um fator de pior
prognostico quantificando-se tempo livre de doenga p<0.006 e sobrevida global
p<0.041 destes pacientes. Os mesmos autores, mostraram haver correlacdo
entre amplificagdo génica e aumento de expressdo comparando southernblots a
westernblots ¢ imunohistoquimica em espécimes cirargicos. E conveniente
salientar que ocorre discordancia entre Westernblot e southernblot devido a
quantidade de estroma nos tecidos tumorais (Slamon DJ, Godolphin W, et
al;1989).

Em carcinoma de ovario o aumento de expressdo de HER-2/neu também esta
relacionado com pior progndstico mas com uma diferenga menor se comparado
ao controle em analise multivariada (Rubin SC, Finstad CL, et al;1993) .
Através de southernblot e imunohistoquimica foram estudados vérios tumores
quanto a expressao de HER-2/neu. Além de carcinoma de mama e ovario,
glioblastoma multiforme, adenocarcinoma de estdmago e carcinoma de
pulmao, também mostraram aumento de expressao desta proteina (Tsai CM et
al, 1993 ; Nishikawa R, et al, 1994 ; Allgayer Het al, 2000).

Recentemente HER-2/neu tem sido objetivo de estudo em carcinoma de
esofago principalmente adenocarcinomas originados do ter¢o inferior do 6rgao
onde foi encontrada hiperexpressdo em 30%-70% dos casos ( Brien TP et al;
2000) , certamente visando sua aplicag@o na pratica oncologica.

Virios receptores para fator de crescimento, incluindo receptores com
atividade de tirosina quinase geram formas soluveis por protedlise, rearranjo
genético ou corte alternativo do RNA. Receptores conhecidos com tais
caracteristicas sdo: interleucina-2, fator de crescimento de hepatdcito, fator de
crescimento do nervo e fator estimulador de colonias. Assim como as demais
proteinas citadas acima, O HER-2/neu também produz formas soluveis do
receptor (Hooper NM et al, 1997). O FCE, secreta o dominio extracelular por
rearranjo génico e corte do RNA. A fun¢do do dominio extra-celular ¢ distinta
da regido de trans-membrana e do dominio intracelular. Com o objetivo de

analisar o dominio extracelular de HER-2/neu, foram criados anticorpos que
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reagem especificamente com esta por¢do sendo que o experimento pode ser
lido por teste imunoenzimatico ( ELISA).

Lin YZ et al., descobriram um fragmento de 130 kDa relacionado a p185 em
carcinoma de mama (células BT474). Através deste anticorpo, que ndo reage
com a forma completa da proteina, ¢ possivel determinar-se a concentracido
sérica do dominio extra-celular. O estudo do meio de cultura desta células
mostrou que em 24 horas ocorre um derrame de p130 equivalente a 10% da
quantidade total de p185 sendo estavel durante este periodo (Lin YZ & Clinton
GM;1991).

Com a inten¢do de avaliar o0 mecanismo que causa a liberagdo do dominio
extracelular, Codony-Servat et al., analisaram a concentragdo do dominio
extracelular de Her-2/neu em presenga de inibidores de protease. Observaram
que EDTA, leupeptina, pepstatina e E64 inibem em cerca de 50% a liberacdo
da por¢do amino terminal na circulagdo (Codony-Servat J et al, 1999).
Posteriormente, varios reagentes em escala comercial surgiram para dosagem
do dominio extracelular de HER-2/neu e estudos tem sido feitos em carcinoma
de mama. Em cancer de mama, até 50% dos pacientes, tem niveis aumentados
na circulacdo que se alteram conforme modificagdo do niimero de células
tumorais. Em um estudo recente publicado na forma de resumo, Carney e col,
compararam dois anticorpos para o estudo dos niveis séricos da fragao
extracelular de HER-2/neu, o anticorpo 4D5, que € o precursor da molécula
“Herceptin”, e o anticorpo NB-3. O dominio extra-celular, ndo reage da mesma
forma com o anticorpo 4D5 comparando-se ao receptor sendo NB-3 capaz de
detectar HER-2/neu em menores concentracdoes. Os casos estudados de
carcinoma de mama apresentavam expressdo forte de HER-2/neu por
imunohistoquimica havendo correlagdo com os niveis de HER-2/neu na
circulacao.(Carney W & Hamer PJ, 2000).

HER-2/neu, estd relacionado em aumento do fendtipo maligno da célula
tumoral e que ¢ importante funcionalmente em carcinoma de mama e ovario
onde foram melhor estudados (Slamon DJ et al, 1989). O bloqueio de HER-

2/neu por anticorpos foi capaz de inibir o crescimento tumoral em modelos
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animais. Para estudos em humanos foi preciso que se desenvolvessem
anticorpos humanizados com a intengdo de evitar a formagdo de anti-
anticorpos.

Carter et. al., construiram um anticorpo monoclonal anti-HER-2 humanizado
a partir de um anticorpo murino Ab4D5. Os genes para cadeias pesadas e
leves foram, isolados de hibridomas por PCR sendo que os “primers” para, a
fita de DNA complementar foram feitas por seqliéncia de consenso para
residuos FR da imunoglobulina murina. Os genes foram clonados em pUC
119 e humanizados por inclusdo de seqiiéncias humanas gerando uma
molécula humanizada, com reten¢do de seqiiéncias humanas na regido de
complementaridade. Uma das variantes do anticorpo resultante, hum-Ab4D5-
8, foi 250 vezes mais seletiva que a molécula com humanizagdao maxima. Este
anticorpo foi testado contra epitélio normal de pulmao (WI-38) e tumor de
mama (SK-BR-3) mostrando 100% de atividade antiproliferativa em uma
concentragdo de 4 microg/ml. O desenvolvimento posterior deste anticorpo,
deu origem ao anticorpo Herceptin, que foi desenvolvido para uso clinico em
pacientes que hiperexpressam HER-2/neu. Os clones iniciais deram origem a
alguns anticorpos para uso experimental ( Carter P et al, 1992).

Vérios métodos tem sido usados para avaliar alteracdes genéticas em pegas
cirurgicas conforme ja descrito (Sklar JL et al, 2000). HER-2/neu pode ser
estudado da mesma forma. As técnicas mais utilizadas s3o avaliagdo do
nimero de copias do gene por hibridizagdo in situ e mensuracdo da
concentragdo de proteina intracelular que pode ser medida por westernblot e
imunohistoquimica.

Recentemente alguns autores tem proposto um sistema de padronizacdo para
mensuracdo de HER-2/neu devido ao seu ganho de importancia em modelos de
analises multivariadas e univariadas de prognéstico. E recomendado que para
HER-2/neu, considere-se positivos os casos que tiverem intensidade de
expressdo de 2+ ou 3+ em uma escala de 0-3. A padronizagao foi feita baseada
em dados funcionais do receptor que apresenta importancia clinica somente

nestes niveis. Tumores que expressam niveis inferiores de HER-2/neu, nao
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apresentam resposta ao uso de Herceptin (Dillman RO;1999). Por isto ¢
importante que para estudos futuros se escolha uma técnica padrdo para analise
de pegas cirargicas. Jacobs TW et al., estudaram uma série de 90 casos de
cancer de mama comparando imunohistoquimica e hibridizacdo in situ,
havendo uma concordancia dos resultados em 91.1% dos casos sendo
altamente significante. A hibridizagdo in situ requer em seu processamento
mais tempo (10.4 horas em dois dias vs. 6 horas em um dia). A hibridizagdo in
situ requer também maior disponibilidade de tempo do patologista para leitura
(8.9 minutos Vs. 2.5 minutos) e custa mais caro (Jacobs TW et al, 1999).
Devido a sua simplicidade escolheu-se a técnica de imunohistoquimica para
analise dos casos de adenocarcinoma de es6fago e cardia nesse estudo. Alguns
cuidados foram tomados como escolha de um anticorpo adequado e bem
estudado e uso da técnica de estreptavidina-biotina que oferece maior

sensibilidade seguindo alguns padrdes ja estabelecidos na literatura.

1.5 p53:

O segundo fator estudado nesta pesquisa ¢ o p53, conhecido como um gene
supressor de tumores, devido a sua fun¢do inibitéria sobre a proliferacao
celular e capacidade de induzir morte celular programada. O p53 ¢ uma
proteina identificada no inicio da década de 70 com funcdo de proteger o
genoma de agressdes fisicas, quimicas e bioldgicas sendo considerado um
guardido celular e uma das proteinas com mutagdes mais freqiientes em
tumores humanos.(Pennisi et al, 1996) . Mutacdes esporadicas no gene
supressor de tumores p53 sdo a alteragdo genética mais comum nos canceres
humanos.

Esta proteina foi eleita pela revista Science em 1993 com a molécula do ano
devido a importantes fungdes no mecanismo de proliferacdo, diferenciacao,
reparo e morte celular tendo também consideravel importancia clinica uma vez

que mutagdes de p53 induzem maior instabilidade gendmica, alterando o
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progndstico dos pacientes. Observagdo comprovada em tumores de coélon e
bexiga.

Mutagdes de pS3 nas células germinativas sdo encontradas em pacientes com a
sindrome familiar de Li-Fraumeni onde individuos com alteragao de alelos
deste gene estdo mais predispostos a desenvolver varios tumores malignos na
infincia e na idade adulta. Mutacdes adquiridas nesta proteina durante a
carcinogénese dos orgdos leva a um aumento da invasividade das células
transformadas devido ao aumento da instabilidade genomica (Li FP et al,
1988). Algumas situacdes clinicas ja foram bem documentadas em que
alteragdes de p53 estdo relacionadas com piora de prognodstico como por
exemplo correlagdo entre mutagdes de p53 e invasdo muscular por células
transicionais de bexiga com aumento da chance de metastases para linfonodos
comparando-se a tumores sem este tipo de mutagao (Dalbagni G et al;1993).
Na carcinogénese do epitélio esofagico, p53 sofre mutagdes precocemente
com acumulo intra-celular (Coggi G et al;1997). As alteragdes podem ser
observadas em até 15% de células do epitélio de Barrett sendo que em displasia
de alto grau estdo relacionadas com aumento de até 4-8 vezes no risco de
transformagdo para carcinoma estando presente em 50-90% dos casos (Dolan
K et al;1999).

O p53 esta relacionado com multiplas fungdes celulares com real objetivo de
manter intacto o genoma através do aprisionamento do ciclo celular nos pontos
de restrigdo G1/S e G2/M de células lesionadas ou sob efeito inibitério sobre o
ciclo celular. O p53 auxilia no processo de mitose por acdo de mecanismos de
armagao do fuso celular e duplicacdo do centrossomos, coordenando
segregacdo cromossomica durante a mitose. Por isso ¢ denominado de gene
supressor de tumores (Sherr CJ;1994).

Apoés exposi¢do a radiagdo, por exemplo, as células de um tecido mamifero
sofrem parada do ciclo celular no ponto 1 ou 2 que pode ser observada por um
aumento do contetido de DNA caracteristicos destes pontos. Os dois pontos
sofrem interferéncia de p53 através da inibicdo que esta proteina promove em

proteino-quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (Kastan MB et al;1991).
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Em tecidos desprovidos da funcdo desta proteina, ocorre acimulo de lesdes
genOmicas que aumentam o fenotipo maligno, surgindo aumento de
proliferagdo, indiferenciagdo e resisténcia a morte celular. O ponto de restri¢ao
em G1/S € controlado pelo acoplamento de CDK4 e CDK6 com a ciclina D
(Elledge SJ, 1994) que promovendo catalise da fosforilagdo da proteina do
retinoblastoma leva a liberagdo de E2F que atua como fator de transcrigdo para
dihidrofolato redutase-DHF, thimidina quinase (TQ), timidilato sintetase, DNA
polimerase alfa, CDC2(CDK1) e finalmente aumento de transcri¢ao de ciclina
E e possivelmente A, fechando a alca de controle do ponto de restricdo 1
tornando o ciclo a partir deste ponto mitogeno independente (Sherr CJ &
Weinberg RA;1996). O p53 atua sobre este ponto de restrigdo por ser o
principal indutor de p21, um inibidor das ciclinas D,E ¢ A ¢ o efetor da
proteina p53. A ciclina D acopla com CDKs 4,6 e ciclina E e A acoplam com
CDK2. Para que ocorra controle do acoplamento de CDKs e ciclinas existem
fatores inibitorios de CDKs (INK4), p27, p21 e p57 que atuam sobre a ciclina
D (Sherr CJ,1994). Convém salientar que linhagens celulares sem fungdo de
p21 ainda sdo capazes de sofrer aprisionamento em G1 se tiverem atividade de
p53 assim como multiplas fases S ocorrem sem haver ligacdo com a mitose. A
fosforilagdo de Rb se mantém até que termine a mitose. Assim como controle
de G1, p53 exerce fungao sobre o ponto de restrigdo G2, no entanto, a fungao
de p53 neste caso ¢ menos importante. Células que contém perda de fungao de
p53 e p21 deixam o ponto G2 mais rapidamente quando irradiadas (Bunz F et
al;1998). O controle do ponto G2 ocorre por fosforilagio de Cdc-25C pela
kinase 1 do ponto de restricdo (Chkl) que promove inibicdo de Cdc-2. Mais
acima na cascata de controle do ciclo celular deve-se mencionar a fosforilagcao
da serina 20 da molécula de p53 que por sua vez promove estabilizacdo da
proteina induzida pela quinase 2 do ponto de restricdo esta por sua vez ¢
ativada pela proteina codificada pelo gene da ataxia-teleangiectasia (ATM).(
Brown JP et al, 1997)

Outra fun¢do importante de p53 ¢ na mediacdo de apoptose ou morte celular

programada que ocorre quando a quantidade de mediadores de apoptose se
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eleva além do nivel necessario para inibigdo do ciclo celular. Estimulos mais
reconhecidos ligados a apoptose como lesdo de DNA, retirada de fatores de
crescimento, expressao do oncogene myc ¢ de E1A. A apoptose neste caso ¢
dita dependente de p53 e ocorre ap6s inducdo através de pS3 dos genes BAX e
igf-Bp3 que desencadeiam a cascata proteolitica da morte celular. Outra forma
de demonstrar importancia de p53 em morte celular é a prevencao da apoptose
por inibi¢do de p53 por E1B, uma proteina viral de 19-kDa com atividade de
promover replicagdo viral (Agarwal ML et al;1998).

A regulagdo de p53 ocorre mais por modificacdo da proteina com alteragdo de
fun¢do e quantidade do que por alteragao da transcri¢do do gene.

A regulacdo de p53 é importante no contexto deste trabalho uma vez que a
técnica de deteccdo por imunohistoquimica ¢€ positiva quando ocorre acumulo
intra-nuclear de proteina conseqiiente de mutacdes somadticas do gene ou
diminui¢do de degradacdo quando ocorre diminuicdo da ubiquitinagdo e
proteolise de p53.

Outras alteragdes de p5S3 ocorrem por glicosilagao, corte alternativo do RNA,
acetilagdo e ligagdo com proteinas virais tipo E6 do papiloma virus humano
(Oren M;1999).

Mutagdes de p53 levam a uma menor capacidade de degradacao da proteina
com conseqliente acimulo intracelular que pode ser detectado e comparado
com tecidos normais ou com quantidade ndo alteradas. A imunohistoquimica, ¢
a técnica mais utilizada por sua simplicidade e aceitdvel sensibilidade e
especificidade para detec¢do de acumulo de p53 (Rosen N, 2000). Em cerca de
% dos casos de aumento na intensidade de coloracdo, encontram-se mutagoes
de ponto que codificam uma molécula de funcdo alterada. Nos casos restantes,
0 acumulo ocorre com proteina ndo alterada.

Em varios tumores incluindo carcinoma epidermoéide de eséfago o p53 esta
alterado por imunohistoquimica e esta correlacionado a mudanga de histologia,
progndstico, aumento da agressividade da lesdo e resisténcia ao tratamento.

Em uma série de 42 tumores estudados Ribeiro Jr U. et al em 1998, mais de

80% dos tumores continham mutacdes do tipo missense nos exons 5-8. Apenas



1 a 2% das mutagdes sdo encontradas fora destas regides do gene. Nesta série
de pacientes, os pacientes que apresentaram tumores com mutagdes de p53,
tiveram sobrevida global inferior aos pacientes sem alteracdo do gene (Ribeiro
Jr U et al, 1998).

As modificagdes de p53 se correlacionam também com alteragcdes em outros
genes envolvidos nas etapas de carcinogénese e aumento de instabilidade de
microssatélites. Em carcinoma de c6lon, modelo bem estudado por Vogelstein
et al citado por Walch AK em 2000, as alteragdes de p53 determinam
capacidade de microinvasdo. Em carcinoma epidermoide de es6fago, p53 pode
estar alterado mais precocemente com alteracdes que podem ser vistas no
epitélio displasico de Barrett (Walch AK, 2000)

Outros autores mostraram em uma série de 88 pacientes que anticorpos anti-
p53 podem ser detectados no soro de pacientes com carcinoma de eso6fago e
esofago de Barrett podendo predizer o diagnostico de malignidade (Cawley

HM et al, 1998).

XL
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2.0 Obijetivos:

1- Avaliar a freqiiéncia de expressdo de HER-2/neu celular em adenocarcinomas
de esofago e cardia usando a técnica de imunohistoquimica em pegas cirurgicas
armazenadas em parafina de pacientes operados no HCPA.

2- Awvaliar a freqiiéncia de expressao de p53 nas mesmas pecas usando a mesma
técnica.

3- Determinar o nivel de correlagao entre os dois achados acima descritos.
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3.0 Justificativa do Estudo:

HER-2/neu é um oncogene que codifica uma proteina que promove
crescimento celular. Recentemente, foi introduzido na clinica um anticorpo
monoclonal anti-HER-2/neu denominado Herceptin que ¢ capaz de induzir
respostas, bem como sensibilizar tumores que hiperexpressam HER-2/neu a
acdo de quimioterapia. Os tumores de mama respondem bem quando ocorre
hiperexpressao de HER-2/neu determinada por imunohistoquimica que tem
alto grau de correlacdo com amplificagdo génica determinada por hibridizacao
in situ. Os tumores com expressdao leve ou moderadamente aumentada sao
resistentes ao uso de Herceptin. Nos ultimos anos, varios oncogenes foram
detalhadamente estudados sendo que algumas destas proteinas passaram a ter
utilidade clinica como auxilio diagnostico, determinantes de prognostico e
alvos de novos tratamentos. O ganho de importancia de HER-2/neu em
carcinoma de mama, despertou o interesse para a potencial importancia desta
proteina em outros tumores. HER-2/neu vem sendo estudado em neoplasia de
ovario, melanoma, sarcomas, tumores gastrointestinais com  objetivos
semelhantes aos estudados em cancer de mama. Neste estudo investiga-se a
freqliéncia de expressdo de HER-2/neu em espécimes clinicos de tumores
esofagicos e do cardia pela técnica de imunohistoquimica usando métodos de
semi-quantificacdo e anticorpos comerciais padronizados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos. Tenta-se também estabelecer-se
uma correlacdo dos achados com alteracdes de p53 de freqiliéncia elevada nos

mesmos tumores.
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4.0 Material e Métodos:

4.1 Pacientes:

4.1.1 Critérios de inclusio:

Vinte e dois casos de pacientes diagnosticados e com adenocarcinoma de
esofago e cardia no periodo entre julho de 1990 e dezembro de 1999 foram
selecionados dos prontudrios do Servico de Cirurgia Geral do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os tumores estavam armazenados em
blocos parafina no Servi¢o de Patologia do HCPA e foram localizados apds
pesquisa de prontudrios no Servigo de Arquivo Médico do HCPA (SAMIS)

conforme protocolo simplificado anexo. (Anexo 2)

4.1.2 Critérios de exclusao:

Casos que continham dano no material de biopsia incluso em parafina ou casos

com prontudrios incompletos.

4.2 Delineamento:

Este ¢ um estudo longitudinal retrospectivo de casos onde o fator em estudo

¢ a expressao de p5S3 e HER-2/neu em adenocarcinomas de eséfago e cardia.

4.3 Imunohistoquimica:

Para a técnica de imunohistoquimica, foi usado um anticorpo monoclonal de
camundongo como primario da marca BioGenex anti-HER-2/neu (Clone
CB11 e um anticorpo monoclonal primario de camundongo anti-proteina p53
humana ( Clone DO7) da marca DAKO Corporation seguido do sistema

estreptavidina-biotina imunoperoxidase ligado a anticorpo secundario para
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identificacdio da localizagdo celular dos marcadores ( kit Large Volume
DAKO LSAB+ peroxidase) Para deteccdo da atividade de peroxidase utilizou-
se Diaminobenzidina (DAB — DAKO Corporation- sistema liquido DAB de
substrato cromdgeno) em dilui¢ao 1:20.

Trés cortes de cada caso foram desparafinizados e rehidratados em meio
alcodlico de varios graus. O primeiro corte foi usado para coloragdo com
hematoxilina & eosina (HE) para confirmacdo do diagnostico histologico. As
demais laminas foram usadas para a reagdo de imunohistoquimica conforme
protocolo descrito a seguir. Antes de proceder-se ao experimento principal com
cada anticorpo, determinou-se a qualidade dos reagentes, dilui¢do e a técnica

em cortes de carcinoma de mama positivos para HER-2/neu e p53.

4.3.1 Protocolo de imunohistoquimica:

Os cortes histologicos foram desparafinizados em 1 banho de xilol por 10
minutos e dois banhos em xilol por 5 minutos seguidos de banho em alcool
por 5 minutos e lavados em 4gua corrente seguido de agua destilada e
finalmente soluc¢ao de tampao fosfato (PBS) pH 7,2 por 5 minutos.

As laminas foram entdo levadas ao forno de microondas imersas em solu¢ao
com tampao de citrato pH 6.0 por dois periodos de 8 minutos com intervalo de
dois minutos. A cada descanso foi renovado o banho de solu¢do tampao. Apds
uso do forno de microondas (recuperagdo antigénica), as laminas ficaram em
descanso por 20 minutos no proprio forno e 15 minutos fora. A seguir lavou-se
o material em agua corrente, d4gua destilada e PBS por 5 minutos.

Ap0s esta etapa incubou-se as laminas em peroxido de hidrogénio (H202) a
5% por 20 minutos duas vezes em camara escura seguido de lavagem em agua
corrente destilada e PBS por 5 minutos para bloqueio da peroxidase endogena.
Na etapa seguinte, incubou-se o material em leite desnatado a 5% em PBS por
40 minutos em camara escura seguido de lavagem em d&guas corrente e

destilada e em solugao de PBS.



XLV

Os cortes foram entdo circulados com caneta DAKO para delinear a area de
contato com o anticorpo. O anticorpo primario foi preparado em dilui¢ao 1:50
em PBS sendo que a solugao final foi gotejada sobre a area marcada na lamina
e incubada em camara umida por 1 hora. Apds esta etapa as laminas foram
lavadas com PBS em cuba em 3 banhos de 5 minutos. As laminas foram entdo
lavadas uma a uma com PBS por 3 jatos consecutivos sendo entdo gotejado na
area circulada o anticorpo secundario ligado ao complexo estreptavidina
biotina peroxidase e incubados em camara umida por mais 30 minutos seguido
de lavagem em PBS 3 banhos de 5 minutos. A seguir gotejou-se DAB 1:20 e
incubou-se em camara escura por 3 minutos seguido de lavagem em &gua
destilada.

As laminas foram entdo contra-coradas em hematoxilina de Harris por 30
segundos e mergulhadas em 4gua amoniacal a 2% seguido de montagem em
balsamo do Canada. O protocolo descrito foi usado para os dois anticorpos.
Em todas as reacdes, efetuou-se sempre um controle negativo em que nao
utilizava-se o anticorpo primario € um controle positivo com corte de mama

positivo para os dois anticorpos testados.

4.3.2 Leitura das laminas:

A leitura das laminas de p53 foi realizada seguindo-se um escore de 0 a 5 +
conforme pode ser visto na figura 5 sendo que a colora¢do considerada foi a
do nucleo celular. Para efeitos desta pesquisa os elementos de diagndstico que
constam dos itens zero € um foram enquadrados em negativos. Os casos com
mais de 10% de nucleos com coloragdo amarronada foram considerados
positivos.

A leitura das laminas para HER-2/neu foi feita seguindo um escore de 0 a 3+:
zero, completamente negativo; 1+ fracamente positivo ou no citoplasma
celular; 2+ moderadamente positivo; 3+ fortemente positivo em mais de 10%

das células. A colora¢do considerada positiva foi a de membrana celular e
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para esta pesquisa somente os itens 2 e 3 foram contados como positivos ao
menos para um observador.

Abaixo na figura 5 e 6, estdo exemplificados os escores para p53 e HER-
2/neu respectivamente lidos pelo observador 2. Como pode ser observado, hé

uma imagem a esquerda que corresponde a ldmina do caso corada pelo H&E.

Figura 5 — Escores de P53: esquemas dos escores utilizados;

5A - Escore 0- Sem coloragdo ou quando o nucleo celular ndo apresentava

tonalidade amarronada . Na figura da esquerda a imagem correspondente a

caso desta pesquisa na coloragdo de H&E 400x (no original) e anti-p53

(400x)

5B- Escore 1 - Positivo em uma cruz (1+) podendo ocorrer alguma
coloragdo esparsa no citoplasma ou nuclear em menos de 10% das
células. Nesta pesquisa este padrao foi considerado negativo. Na figura da
esquerda a imagem correspondente a caso desta pesquisa na coloragdo de

H&E 250x ( no original) e anti-p53 (400x).
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5C- Escore 2- Positivo em duas cruzes ( 2+) Quando ocorria positividade
em menos de 10 % dos nucleos das células neoplasicas. Na imagem da
esquerda vemos um caso dessa pesquisa corado pelo H&E (250x) e a

direita a expressao do anti-p53 (250x).

5D Escore 3 - Positivo em trés cruzes (3+) Quando ocorria positividade
nuclear em 10-33%% das células estudadas, com intensidade mais forte.
Na figura da esquerda vemos um caso desta pesquisa corado pelo H&E

(400x) e na direita a expressao do anti-p53 (250x).
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SE Escore 4- Positivo em quatro cruzes (4+)- quando ocorria positividade nuclear
acima de 34-64% das células neoplésicas, com intensidade forte. Na figura da
esquerda vemos um dos casos dessa pesquisa corado pelo H&E (400x) e na direita

a expressao do anti-p53 ( 400x).

S5F Escore 5- Positivo em cinco cruzes (5+)- quando ocorria positividade
nuclear acima de 64% das células neoplésicas, com intensidade forte. Na imagem
da esquerda vemos um dos casos dessa pesquisa corado pelo H&E (250x) e na

direita a expressao do anti-p53 (400x).
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Figura 6 HER-2/neu: Esquemas dos escores utilizados

6A Escore 0- Quando ndo havia coloragdo citoplasmatica ou de membrana
nas células neoplasicas. Escore considerado negativo. Na imagem da esquerda um
dos casos dessa pesquisa corado pelo H&E (250x) e na imagem da direita o0 mesmo

caso com a expressao do anti-HER-2/neu (250x).

6B Escore 1 Quando ocorria coloragdo de membrana fraca em até 10% das
células. Os escores 0 e 1, nesta pesquisa foram considerados negativos. Na imagem
da esquerda um dos casos dessa pesquisa corado pelo H&E (250x) e na imagem da

direita 0 mesmo caso com a expressao do anti-HER-2/neu (400x).




6C Escore 2 Quando a coloragdo de membrana ocorria em mais de 10%
das células, com intensidade moderada. Na imagem da esquerda vemos um caso
dessa pesquisa corado pelo H&E(400x) e na imagem da direita o mesmo caso

mostrando a expressao de anti-HER-2/neu (400x).

6D Escore 3 — Quando a coloracdo de membrana ocorria com
intensidade forte em mais de 10% das células. Na imagem da esquerda vemos um
caso dessa pesquisa corado pelo H&E(250x) e na imagem da direita o mesmo caso

mostrando a expressao de anti-HER-2/neu (400x).




4.4 Analise Estatistica:

Para estudo de diferencas nas freqiiéncias dos marcadores estudados usou-se
o teste Mcnemar e para o teste de correlagdo entre os marcadores HER-2/neu
e p53 foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman. Para comparagao
entre a observagao dos dois patologistas, utilizou-se o indice Kapppa. Para
todos os testes escolheu-se um grau de significancia de 0.05. Os testes sao
bicaudais. Para a apresentacdo de resultados histopatoldgicos, devido ao
pequeno numero de casos usou-se a frequéncia de ocorréncias dos eventos
procurados.

4.5- Aspectos éticos :

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do

Grupo de Pesquisa e Pos-graduacao do HCPA. ( Processo n°® 99023).

5.0 Resultados:

5.1 Pacientes:

Foram estudados 22 casos das pecas cirargicas selecionadas de uma
populacdo com as caracteristicas demonstradas na tabela 3. Os vinte e dois

casos tinham sitio primario em eso6fago terminal e cardia. (Tabela 4)

LI
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Tabela 4. Caracteristicas da Populacdo de pacientes com adenocarcinoma de
esofago e cardia submetidos a ressec¢ao no HCPA

Idade média 62.04 (45-78)

Sexo Feminino 3

Sexo Masculino 19

Racga Branca 21

Raga Negra

Tipo de Cirurgia realizada

Resseccdo curativa 4

Procedimento Paliativo 18
TOTAL DE CASOS 22%

* Os casos estudados nao representam o total de cirurgias realizadas no Servigo de
Cirurgia do HCPA.

Tabela 5. Descri¢do do sitio primario dos casos estudados conforme informagdes
obtidas nos prontuarios dos pacientes

Sitio primario Nimero de Casos
Esofago 7
JEG 9
Cardia 5
SOE 1
TOTAL 22

JEG= jung¢do esdfago-gastrica
SOE= origem sem outra especificacdo
5.2 Diagnésticos:

Todos os casos foram diagnosticados como adenocarcinoma por patologistas
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) sendo que a lista dos
diagnosticos estao demonstradas na tabela 6. Os diagndsticos histopatologicos
foram revisados por dois patologistas independentes que utilizaram laminas

coradas em hematoxilina e eosina. (H&E)
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Tabela 6- Diagnosticos anatomopatoldgicos nos 22 casos de Adenocarcinoma ( Adeno)
de esofago e cardia estudados no Servigo de Patologia do HCPA

DIAGNOSTICO N° DE CASOS
ANATOMOPATOLOGICO

Adeno mucoprodutor e/ou céls anel de sinete

6
Adeno de cardia 4
Adeno em epitélio de Barrett 2

—

Adeno de esofago 0

TOTAL 22

No anexo 4 podem ser vistos os diagnosticos revisados e avaliados quanto
ao estadiamento pelo TNM, local da lesdo, grau histoldgico e expressdo de pS3 e

Her-2/neu.

5.3 Imunohistoquimica:

A imunohistoquimica foi lida conforme os escores descritos no item 4.3.2.
Conforme o estadiamento pelo TNM, a expressao de p53 e Her-2/neu pode

ser vista na tabela 7.



Tabela 7: Freqiiéncia do estadiamento tumoral pelo sistema TNM, de

acordo com a sua positividade para p53 e HER-2/neu.

ESTADIO N° CASOS P53 (%) HER-2/neu (%)
TNM

T1,T2 e T3 3 2/3 (66,6) 2/3 (66,6)

T4 e TX 19 6/19 (31,5) 8/19 (42,1)
TOTAL 22

LIV

De acordo com o estadiamento TNM, um pior progndstico deveria estar
presente nos estadios mais avancados, verificamos a expressdo de p53 e
HER-2/neu nos casos que tinham metastases a distancia (M1), nos que a
metastase ndo podia ser avaliada (MX) e nos sem metdstase a distancia
(MO). Esta avaliacdo pode ser vista na tabela 8.

Tabela 8 : Freqiiéncia de expressao para pS3 e HER-2/neu nos casos de
adenocarcinoma de esofago e cardia, relativamente a presenga ou auséncia

de metastases . Siglas usadas referidas no texto.

METASTASES P53 (%) HER-2/neu (%)
Ml 3/10 (30) 7/10 (70)

MX 4/7 (57,1) 0/7

MO 1/5 (20,0) 3/5 (60)
TOTAL 22 22
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De acordo com o local priméario da lesdo, descrito no prontuario,
independente da amostra ter sido de um sitio metastatico, podemos analisar
os casos quanto a expressdo de p53 e HER-2/neu, como pode ser visto na
Tabela 9.

Tabela 9- Freqiiéncia de expressdo de p53 ¢ HER-2/neu com relagdo ao

local priméario da lesdo, conforme dados do prontuario do paciente.

LOCAL P53 % HER2/NEU% TOTAL
JEG 1/9 (11,1) 6/9 (66,6) 9
CARDIA 3/5 (60) 3/5 (60) 5
ESOFAGO 3/7 (42,8) 3/7 (42,8) 7

SOE 1/1 (100) 0/1 1
TOTAL 8/22 (59,0) 12/22 (54,5) 22

JEG- juncao esofago-gastrica

SOE- local primario na regido porém sem outra especificacdao

Na avaliacdo inicial nos diagnodsticos nos laudos anatomopatologicos
constava a graduacdo histologica de quase todos os tumores. Para este
trabalho eles foram revisados novamente  pelo observador 2
correlacionados com a expressao de p53 e Her-2/neu e os dados estdo

apresentados na tabela 10.
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Tabela 10- Freqiiéncia dos graus de diferenciacdo histologica nos

adenocarcinomas de esofago e cardia estudados nesta amostra de acordo

com a expressao de p53 e Her2/neu.

GRAU HISTOLOGICO P53 (%) HER-2/neu (%)
I 1/4 (25,0) 2/4 ( 50)

I 2/12 (16,6) 7/12 (58,3)

111 5/6 (83,3) 1/6 (16,6)
TOTAL 22 22

5.3.1 Freqiiéncia de expressao de HER-2/neu e p53:

Os 22 casos foram estudados por imunohistoquimica segundo os escores
descritos em material e métodos. Dos 22 casos de esofago e juncio esdfago-
gastrica, (JEG) 8 (36,4%) foram positivos para p53 ou seja apresentaram 10%
ou mais de ntcleos corados e 63.6% foram negativos (Observador 1). Para
p53 o observador 2 considerou 8 casos (36,4%) positivos e 14 casos (63,1%)
negativos.  Para HER-2/neu, 50% foram positivos ou seja as células
exibiram coloracdo de membrana de intensidade moderada a forte ¢ 50%
foram negativos (Observador 1). Para o observador 2, 10 casos (45,4%)
foram positivos para HER-2/neu e 12 casos (54,6%) foram negativos.
(tabela 10) . Dos 22 casos os blocos de parafina correspondem a 3 casos de
metastases em linfonodo, 2 casos sdo de metastases a distancia e 4 casos nao

estao especificados. Os restantes dos cortes tem histologia de sitio primario.
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Tabela 11 —Freqiiéncia de expressdo de pS3 e HER-2/neu nos adenocarcinomas de

eso0fago e cardia . Relacdo entre observador 1 e 2

POSITIVOS NEGATIVOS |TOTAL
PS3 8/8 14/14
HER-2/neu 11/11 10/12 22

Mcnemar 1/2 P=0.3750/1.0

5.3.2 Correlaciao entre HER-2/neu e p53:

Para o estudo de correlagdo, os escores de p53 foram transformados em 4
escores sendo que os escores 0 e 1 da leitura foram transformados em 0 ¢ os
escore para HER-2/neu permaneceram os mesmos 0 a 3. Para estudo da
possivel correlagdo entre os dois marcadores comparou-se os escores de p53 e
HER-2/neu para cada caso do anexo 3 sendo que a correlagdo foi negativa —
0.27 ou seja a expressao dos dois marcadores ndo aumenta na mesma dire¢@o
p= 0.22 (figura 2) Para o observador 2, a correlagao foi —0,27 com o valor de

p=0.2.



Figura 7. Correlagdo entre expressdo de p53 e HER-2/neu (Observador 1).
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Figura 8:Correlagdo entre a expressao de p53 e HER-2/neu (Observador 2).
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5.3.3 Comparacao entre as duas observacoes:

A avaliagdo do grau de concordancia inter-observador para as observacdes
imunohistoquimicas foi efetuada pelo teste de kappa. A comparagdo de todos
os escores de p53 e HER-2/neu entre o observador 1 e o observador 2 foi
calculada em separado para cada marcador. Para HER-2/neu o valor foi de
0.62 e para p53 foi de 0.9. Com relagao ao primeiro , HER —2/neu ocorreu
um grau de concordancia moderada e para p53 o grau de concordancia foi

excelente. Estes dados podem ser observados nas figuras 9 e 10.

Figura9. Comparagao entre os escores do observador 1 e 2 para p53:
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Figura 10 Comparacao entre os escores do observador le 2 para HER-2/neu
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Tabela 5.
Escores de imunohistoquimica dos casos inviduais observador a e b:
Numero p53_1 her_1numeroAPdiagnostico P53 2Her 2
1 0 0 235869 Adeno 0 0
2 0 2 234371 Adeno 0 2
3 4 0 126661 Adeno 3 0
4 4 1 247904 Adeno 4 1
5 3 0 180191 Adeno 3 0
6 0 3 207476 Adeno 0 3
7 0 2 244110  Adeno 0 2
8 1 0 154576 Met LN 2 0
9 0 0 102132 Adeno met 0 0
10 4 3 157783 Met LN 4 2
11 0 0 256200 Adeno 0 0
12 4 0 206408 Adeno 5 0
13 4 1 211542 Adeno 4 1
14 0 3 121928 Adeno 0 2
15 1 2 265978  Adeno 1 3
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16 3 0 104476 Implante epiplon 4 0
17 1 2 231280 Adeno 1 3
18 0 2 207961 Adeno 0 1
19 3 0 172544  MetLN 3 0
20 1 3 202008 Adeno met 1 3
21 1 3 105495 Adeno 1 3
22 0 3 204385 Adeno 0 3

7.0 Discussao:

A incidéncia de adenocarcinoma de cardia e esdfago esta aumentando muito por
motivos ainda nao esclarecidos dependendo da localizagdo geografica dos
pacientes. Por exemplo, em 4reas de alta incidéncia de carcinomas epidermdides,
como a China, também sdo vistos muitos casos de adenocarcinoma no eséfago. O
numero de casos de adenocarcinoma de esd6fago no ocidente ultrapassou o de
carcinoma epidermoide sendo que o comportamento da doenga ¢ igualmente
agressivo com sobrevidas em cinco anos para doenca localmente invasiva em
torno de 25% (Roth JA et al,1995). A maioria destes tumores tem origem no
epitélio de Barrett ou se originam do epitélio normal do es6fago distal e bem
menos frequentemente do 1/3 médio do es6fago . O envolvimento neoplésico do
cardia ocorre por extensdo a partir do esdfago ou estdmago ou como sitio
primario. Por ser um grupo de doengas que teve aumento de incidéncia muito
grande nos ultimos anos seu estudo tem se tornado foco maior de interesse. Nesta
neoplasia ocorre uma maior predominancia no sexo masculino, sendo esta de 3
para um até 7 para um, com relacdo a sua incidéncia no sexo feminino. H4, do
mesmo modo um predominio em individuos de raga branca com 80% ou mais
dos casos em contraste com o Carcinoma epidermdide que tem uma
predominancia em individuos de cor negra ( 6 negros para 1 branco). A idade
média de ocorréncia ¢ cerca de cinco anos mais elevada nos casos de

adenocarcinoma do que para os pacientes com epitélio de Barrett sem carcinoma.
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Nesta pesquisa estes dados foram similares aos da literatura.

Os adenocarcinomas de esdfago respondem por cerca de 50% de todas as
malignidades primarias do eséfago e estudos recentes mostram que a distribui¢do
por faixa etdria, sexo, raca e apresentagdo clinica , assim como os aspectos
histopatologicos mostram similaridades entre os adenocarcinomas originados no
epitélio de Barrettt ¢ os do cardia. H4 sugestoes , frente a esses achados que
ocorram fatores etioldgicos comuns a estas duas condigdes, como a presencga de
refluxo e aumento do consumo de alcool e do uso de tabaco.

Os pacientes com cancer inicial ndo exibem sintomas classicos, podendo ser
assintomaticos ou apenas apresentar sintomas de refluxo gastro-esofagico. O
aparecimento de sintomas, como o de disfagia progressiva ¢ notdériamente um
sinal de cancer esofagico mais avangado. Torna-se deste modo muito critica, para
a determinacdo da possibilidade de cirurgia e do prognostico que o estagio do
paciente seja determinado se possivel previamente ou durante a cirurgia.

Os tumores mostram um espectro patologico similar aos do estomago e do cardia.
Virtualmente tumores encontrados em epitélio de Barrett com localizagao
intramucosa ou em submucosa podem ser encontrados e conforme o tumor invade
na parede, muscular propria ou adventicia e tecidos moles do mediastino ao redor
do esofago podem ser vistas também metastases em linfonodos em cerca de 75%
dos casos. A maioria dos adenocarcinomas sao do tipo intestinal, mas alguns sao
do tipo difuso ou a combinacdo de ambos. Referindo-se ao seu grau de
diferencia¢do, a maioria ¢ do tipo moderadamente diferenciado. Também em
espécimes cirurgicos podem ser vistas invasao perineural e linfatica e acumulos de
secrecao mucoOide dentro e fora dos espacos glandulares, chegando a haver em
alguns casos lagos de muco no intersticio. Estes aspectos podem dificultar o
diagnostico feito em bidpsias, tornando-se muito dificil a diferenciacdo em casos
com displasia de alto grau e adenocarcinoma, quando a biopsia for muito
superficial. Este problema pode ser solucionado com a realizagdo de multiplas
bidpsias, como parte de um protocolo de vigilancia bem como a ultrassonografia
endoscopica um sinal de alerta importante para o clinico.

Outro problema importante a ser avaliado é quando um tumor ¢é pouco
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diferenciado, tornando dificil precisar a natureza glandular ou escamosa da
neoplasia. Em casos onde pode ser observado epitélio de Barrett com ou sem
displasia, ¢ mais provavel que esta neoplasia seja um adenocarcinoma pouco
diferenciado. Na diferenciacdo de alguns adenocarcinomas originados em esofago
de Barrett curto e em cérdia, torna-se igualmente dificil precisar, pela presenca de
células intestinais a sua origem, uma vez que nos dois locais o epitélio intestinal
pode ocorrer. Similarmente a presenca de epitélio gastrico displasico proximo a
margem proximal do tumor nos leva a pensar em tumor de origem gastrica,
embora a sua presen¢a em epitélio de Barrett com displasia, junto ao cardia
usualmente ¢ muito mais esparsa.

Apesar de todos os esforcos ha um grande ntimero de tumores que se originam na
juncao esofago-gastrica que sao impossiveis de determinar a sua origem ( esdfago
terminal ou cérdia). Nestes casos pode ser determinado o epicentro do tumor,
verificando-se se este ocorre claramente sobre a linha Z, ou mais de 3 cm acima
da jun¢do anatomica entre o esdfago e o estomago, podendo entdo ser feita uma
suposicao de que este € originado em epitélio colunar do es6fago. Do ponto de
vista mais pratico, a diferenciacdo destes tumores ¢ feita mais por interesse
académico, porque o seu comportamento ¢ similar e ambos apresentam
caracteristicas etiopatogénicas semelhantes. Excluindo-se os tumores mais
superficiais, os adenocarcinomas apresentam um prognostico ruim.

A carcinogénese do esofago, passou a ser melhor entendida a partir da clonagem
de genes que controlam o ciclo celular, morte celular e reparo de DNA como ¢ o
caso de pl6, p53 , Rb, HER-2/neu, BCL-2. O estudo de clones celulares permitiu
analisar sub-populacdes de células quanto a modificagdo na estrutura, regulagao e
fungdo de genes importantes em cancer sendo que HER-2/neu e p53 mostraram
consideravel importancia na patogénese dos carcinomas de esdfago e cardia. (
Fearon ER et al 2000 ).

Atualmente HER-2/neu, ¢ uma das oncoproteinas mais estudadas devido ao seu
ganho de importancia clinica principalmente em carcinoma de mama. Aumento de
expressao de HER-2/neu esta relacionado a resisténcia a quimioterapia tipo CMF

frequentemente utilizada em tratamentos adjuvantes.
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A importancia clinica de HER-2/neu est4 relacionada ao numero de copias do
gene contidas nas células tumorais. Por isto técnicas de mensuragdo foram
desenvolvidas e padronizadas. A imunohistoquimica foi validada pela
hibridizacdo in situ marcada com fluorescéncia (FISH) e aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA). Conforme utilizado neste trabalho, o escore
padronizado e aceito pelo (FDA), € o escore de 0-3, coloragdo de membrana em
mais de 10% das células. A resposta ao uso de Herceptin, por exemplo ocorre
somente nos casos de escore 2 ou 3 ndo sendo recomendado para pacientes que
apresentam biopsias com menor intensidade de colora¢do na imunohistoquimica
ou que a diferenga entre o escore de coloragdo e o de células neoplésicas for igual
ou maior que 2. ( Jacobs TW et al, 1999;Paulleti G et al 2000)

Her-2/neu ja foi estudado em adenocarcinoma de es6fago estando hiperexpresso
em cerca de 30% dos casos. Sua expressdo estd relacionada com a profundidade
da invasdo tumoral, metastases em linfonodos e grau histologico, porém nao esta
correlacionada com outros achados patologicos como o grau de diferenciacdo e o
tamanho do tumor. Esta correlagdo pode revelar consequentemente uma pior
sobrevidada no adenocarcinoma de esofago ( Brien TP et al, 2000) Nao existem
estudos muito detalhados nesta doenga assim como nos caso de carcinoma de
mama, sendo que o interesse por este oncogene em adenocarcinoma de esdfago ¢
mais recente.

Um dos objetivos principais deste estudo, foi determinar a frequéncia de hiper-
expressio de HER-2/neu em adenocarcinoma de esofago e cardia por
imunohistoquimica em pecas cirargicas do Servigo de Cirurgia do HCPA. Dos 22
casos de adenocarcinoma de esofago e JEG, 12 (51.1%), foram positivos para
HER-2/neu ou seja tiveram escore 2 ou 3, os casos restantes tiveram escore 0 ou
1. Esta frequéncia de positividade estd semelhante ao encontrado na literatura
(Chiang PW et al,1999).

O numero de casos desta série ¢ pequeno mas mostra que existe uma
percentagem semelhante de positividade se comparado a carcinoma de mama .
Serdo necessarios novos estudos com maior numero de casos para podermos

precisar a frequéncia de positividade para HER-2/neu em adenocarcinoma de
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esofago e JEG. Deve-se notar também que o maior nimero de casos tiveram sitio
primario em JEG (9 casos). Preferimos apenas relatar a frequencia de expressao
dos itens estudados como o estadiamento tumoral, presenca de metéstases, sitio
primdrio e grau histolégico sem maiores comentarios proque o niimero de casos
estudado ¢ pequeno em cada item para maiores discussoes .

Determinou-se a frequéncia de p53 nesta série de casos com a intengdo de
estabelecer-se uma correlacdo entre pS3 e HER-2/neu. A hipétese era de que a
alteracdo de p53 estaria correlacionada com aumento de expressao de HER-2/neu.
Foram achados 59,0% de casos positivos para p53 dos 22 casos estudados. O
ponto de corte para positividade utilizado foi de presenca de 10% de células com
nucleos positivos, o mesmo utilizado pela maioria dos autores na rotina de
patologia cirurgica. Pode-se dizer com relacdo a frequéncia de positividade
descrita na literatura para alteragdes de p53 que este estudo obteve niimeros
semelhantes (Costa J et al, 2000 ) ou discordantes conforme outros estudos,
sugerindo que nos casos de adenocarcinoma de esofago, ocorrendo uma co-
expressao de p21 possa estar sendo expressa uma variante mais selvagem de p53,
embora este estudo tenha sido efetuado sem esta marcagdo dos dois oncogens,
porém podendo explicar a diferenga com a expressao do HER-2/neu ( Trudgill NJ
et al, 1999).

P53 ¢ o oncogene mais estudado nos tumores de esofago mas precisa ser mais
melhor estudado com estudos de follow-up e estudos de ploidia celular, PCR,
sequenciamento de DNA, entre outros (Krishnadath et al, 2001). Neste contexto, o
uso de imunohistoquimica ¢ um bom método para avaliar a expressao de p53
como um indicador de mutacdes de p53 nos tumores de epitélio glandular do
esofago. Num relato de 17 casos de adenocarcinoma de esofago com mutagao de
p53, a imunohistoquimica revelou acumulo intranuclear de p53 em 16 . Embora
a mutacao de p53 seja detectada mais fortemente em displasia de alto grau que
em displasia de baixo grau ( 77% versus 29%, p<0,01), o acumulo intranuclear de
p53 revelado por imunohistoquimica ¢ detectado em 85% de lesdes de alto grau e
em 71% de lesdes de baixo grau. Muitos casos com mutacdao de p53 ( no estudo

em 8 casos dentre 77 amostras), a expressdo de p53 por imunohistoquimica
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ocorreu também em lesdes pré-malignas, notoriamente a displasia de alto grau
revelando que por imunohistoquimica ha maior concordancia entre positividades
para p53 em adenocarcinoma e em displasia de alto grau e frequentemente
discordancia em displasia de baixo grau. Neste estudo os autores ndo encontraram
correlacdo entre a mutacdo de p53 ou acumulo de p53 nuclear com os aspectos
clinicopatolégicos (Yan-Song B, et al, 2001).

O segundo objetivo deste estudo foi estabelecer-se uma correlagcdo entre HER-
2/neu e p53. Analisaram-se os dados de duas formas. A primeira a partir de
tabelas 2X2 onde foram testados os pares de achados positivos e negativos para
p53 e Her-2/neu pelo teste de Mcnemar sendo que o resultado foi ndo significante
ou seja ndo houve diferencga significativa entre a positividade para pS3 e HER-
2/neu assim como nao houve diferenga significativa entre as frequéncias
negativas. As frequéncias sdo iguais. Para o teste de correlagdo usou-se os escores
dos 22 casos. Escore 0-3 para HER-2/neu e escore 0-4 para p53. Utilizando-se o
coeficiente de correlacdo de Spearman houve uma correlagdo negativa para o
primeiro observador —0.27, e uma correlacao de -0.27 para o segundo observador
ou seja, quando ocorreu aumento dos escores de HER-2/neu ndo ocorreu aumento
dos escores de p53. Estes achados foram contrarios a hipdtese inicial. Convém
salientar que o resultado foi ndo significante para as duas observagoes p=0.22 e
p=0.20. O indice kappa de concordancia entre os dois observadores para HER-
2/neu e p53 foi de 0.62 e 0.9 respectivamente, sendo considerado um excelente
indice de concordancia entre os dois observadores para p53 e de moderada
concordancia para HER-2/neu.

O estudo destes dois genes tem sido feito em varios trabalhos clinicos em modelos
multivariados de progndstico sendo que em carcinoma de mama HER-2/neu e p53
quando alterados concomitantemente estdo relacionados com pior prognostico,
sendo que o tempo livre de doenca ¢ inferior nos pacientes com tais
alteracoes.(Yamauchi H et al,2001) .

Especificamente para adenocarcinoma de esdéfago, num trabalho de Duhaylongsod
e colaboradores em 1995, realizado em amostras cirurgicas de adenocarcinoma de

esofago, foi encontrado 79% de positividade para p53 e 43% de positividade para
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HER-2/neu. Neste estudo, de coorte, a expressao de p53 teve correlagdo positiva
com a presenga de doenca residual no espécime cirurgico, mas ndo com o
intervalo livre de doenca posterior. Embora o HER-2/neu tenha se correlacionado
negativamente com a doenga residual apos a resseccdo e com uma sobrevida de
10% apos 5 anos, o HER-2/neu se correlacionou positivamente com uma
sobrevida atuarial de 60% em 5 anos (Duhaylongsdod FG et al, 1995)

Muitos autores concordam que alteragdes de p53 s@o acompanhadas de alteragdes
em outros oncogenes devido a instabilidade gendmica. No entanto, utilizando-se
os termos HER-2/neu e p53 ndo foi encontrado nenhum estudo estabelecendo um
coeficiente de correlagdo entre estes dois marcadores para alguma neoplasia
especifica. Os resultados deste trabalho apontam para uma correlacdo negativa.
Ainda assim ¢ possivel que exista uma correlagao entre HER-2/neu e p53 uma vez
que o numero de casos deste trabalho ¢ pequeno. Para que ocorra correlagdo, os
dois marcadores tem que estar aumentados no mesmo caso 0 que ndo ocorreu
nesta série de pacientes.

Com os resultados deste estudo concluimos que HER-2/neu esta hiperexpresso em
adenocarcinoma de esdfago e cardia ( 54,5%)em uma porcentagem equivalente a
séries preliminares na litertura e portanto merece estudos futuros podendo ser um
potencial marcador de progndstico e alvo de tratamento nesta neoplasia.

Nesta pesquisa o pS3 esteve expresso em 59% dos casos e embora esse oncogene
esteja expresso frequentemente em adenocarcinoma de es6fago, no estado atual
dos conhecimentos o seu valor prognostico continua limitado.

Nao houve correlagdo de alteragdo de p53 com hiperexpressdo de Her-2/neu o
que sugere que as alteracdes moleculares que levam a progressao desta doenca

precisam ser melhor entendidas.
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8.0 CONCLUSOES:

Respondendo aos objetivos propostos nesta pesquisa podemos concluir que:

1- Her-2/neu apresenta-se expresso com alta frequéncia (54,5%) nesta série de
casos de adenocarcinoma de es6fago terminal e cardia indicando haver potencial
importancia de seu estudo nestes tumores.

2- Assim como HER-2/neu, p53 também encontra-se alterado nesta série de casos
(59%) reproduzindo dados de literatura uma vez que este gene ja foi estudado
mais extensivamente em neoplasias de esdfago.

3- A correlagdo entre os dois marcadores foi negativa mostrando que apesar de
ocorrer alteragdo na expressdo dos dois genes com frequéncia semelhante a
reportada na literatura, a expressdo de p5S3 e HER-2/neu ndo ocorrem na mesma

dire¢do nestes pacientes.
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ABSTRACT:

The incidence of esophageal adenocarcinoma and proximal gastric
carcinoma has increased in the last few decades due to unclear reasons.
These are diseases of the western civilization. The incidence of esophageal
adenocarcinoma and cardiac carcinoma are now higher than epidermoid
carcinoma of the esophagous. The developments in molecular biology and
discovery of the oncogenes and tumor supressor genes allowed new findings
and better understanding of the molecular caracteristics of esophageal and
gastric adenocarcinomas. Novel genes involved in cell cycle, apoptosis, and
DNA repair are now important targets to study the pathogenesis of these
tumors. HER-2/neu is an oncogene overexpressed in several malignacies and
related to bad prognosis. Also p53 is another important gene altered in 50%-
70% of solid malignancies with clinical implications for many tumors. These
work determines the frequency of HER-2/neu and p53 overexpression using
immunohistochemistry and Dako policlonal and monoclonal antibodies anti-
HER-2/neu and anti-p53 respectively. We selected 22 cases of Esophageal
adenocarcinoma and cardiac carcinoma and from the department of
surgery. Her-2/neu was positive in 47.7% of cases, mean between two
investigators and pS3 was positive in 36.6% of cases. A correlation among
scores of HER-2/neu and pS53 was established using pearson correlation
coefficient and showed a negative result —0.27 for the first investigator which
was which was not significant and the same - 0.27 for the second also not
significant, showing that increase in the expression of HER-2/neu does not
correlate with increase in expression of p53. We concluded that the
overexpression of HER-2/neu in these group of maligancies warrants further
investigation and despite being altered with many other oncogenes, p53 is not
correlated with overexpression of HER-2/neu in these case series.
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ANEXO I: ESTADIAMENTO DOS TUMORES - CLASSIFICACAO
DOS TUMORES MALIGNOS DO ESOFAGO (TNM)- FONTE INCA- 2001

"n_MINISTERIO
FS'DA SAUDE

/]]m TNM - CLASSIFICACAQ DOS TUMORES MALIGNOS

I Localizaco priméaria ;l I Localizacdo anatdmica ;l EXibiFl

Eséfago
TNM
— (CID CID-O C15)

Regras para Classificacao

A classificacio € aplicavel somente para os carcinomas. Deve haver
confirmacao histolégica da doenca e divisao dos casos por tipo
histologico.

Os procedimentos para avaliagao das categorias T, N e M sao os
seqguintes:

Categorias T

Exame fisico, diagnostico por imagem, endoscopia (inclusive
broncoscopia)

e / ou exploragdo cirurgica

Categorias N
Exame fisico, diagndstico por imagem e / ou exploragao cirurgica

Categorias M
Exame fisico, diagndstico por imagem e / ou exploragao cirurgica

Regides e SubRegides Anatdbmicas

1. Es6fago cervical (C15.0): comega na borda inferior da cartilagem
cricoide e termina no estreito superior do torax (incisura jugular), a
aproximadamente 18 cm dos dentes incisivos superiores.

2. Esbéfago intratoracico

i) A porcao toracica superior (C15.3) estende-se desde o estreito
superior do torax até o nivel da bifurcacéo traqueal, a aproximadamente


http://www.inca.org.br/tratamento/tnm/index.cfm
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24 cm dos dentes incisivos superiores.

ii) A porgao toracica média (C15.4) é a metade proximal do eséfago
entre a bifurcacéo traqueal e a jungao eséfago-gastrica. O nivel inferior
esta a aproximadamente 32 cm dos dentes incisivos superiores.

iii)A porcao toracica inferior (C15.5), com aproximadamente 8 cm de
comprimento (inclui o es6fago abdominal), € a metade distal do eséfago
entre a bifurcacéo traqueal e a jungao gastro-esofagica. O nivel inferior
esta a aproximadamente 40 cm dos dentes incisivos superiores.

Linfonodos Regionais

Os linfonodos regionais sdo, para o es6fago cervical, os linfonodos
cervicais, incluindo os supraclaviculares, e, para o es6fago intratoracico,
os mediastinais e perigastricos, excluindo os linfonodos celiacos.

TNM - Classificagao Clinica
T - Tumor Primario

X
O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO
Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis
Carcinoma in situ

T1
Tumor que invade a lamina prépria ou a submucosa

T2
Tumor que invade a muscular propria

T3
Tumor que invade a adventicia

T4
Tumor que invade as estruturas adjacentes
N- Linfonodos Regionais

NX
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Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO
Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1
Metastase em linfonodos regionais

M - Metastase a Distancia

MX
A presenca de metastase a distancia n&o pode ser avaliada

MO
Auséncia de metastase a distancia

M1
Metastase a distancia

Para os tumores do esdéfago toracico inferior
M1a Metastase em linfonodos celiacos.
M1b Outra metastase a distancia.

Para os tumores do eséfago toracico superior
M1a Metastase em linfonodos cervicais.
M1b Outra metastase a distancia.

Para os tumores do esdéfago toracico médio
M1a Nao aplicavel

M1b Metastase em linfonodo nao regional ou outra metastase a
distancia.

pTNM - Classificagdo Patoldgica

As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M.
pNO O exame histolégico do espécimen de uma linfadenectomia

mediastinal incluira, geralmente, 6 ou mais linfonodos.

Graduagao Histopatolégica

GX



O grau de diferenciagcéo ndo pode ser avaliado

G1
Bem diferenciado

G2
Moderadamente diferenciado

G3
Pouco diferenciado

G4
Indiferenciado

Grupamento por Estadios

Estadio 0
Tis
NO
MO

Estadio |
T1
NO
MO

Estadio IIA
12
NO
MO

T3
NO
MO

Estadio 11B
T1
N1
M1

12
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N1
MO

Estadio IlI
T3
N1
MO

T4
Qualquer N
MO

Estadio IV
Qualquer T
Qualquer N
M1

Estadio IVA
Qualquer T
Qualquer N
M1a

Estadio IVB
Qualquer T
Qualquer N
M1b

Resumo Esquematico

Eséfago

T1

Lamina propria, submucosa

12

Muscular propria

T3
Adventicia

T4

Estruturas adjacentes
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N1
Regional

M1
Metastase a distancia

Tumor do eséfago toracico inferior

M1a
Linfonodos celiacos

M1b
Outra metastase a distancia

Tumor do eséfago toracico superior

M1a
Linfonodos cervicais

M1b
Outra metastase a distancia

Tumor do eséfago toracico médio

M1b
Metastase a distancia incluindo linfonodos nao regionais

Ultima atualizagdo em 04.07.2001
Copyright © 1996-2001 INCA - Ministério da Saude
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ANEXO 2: Protocolo para pesquisa de prontuarios do SAMIS do HCPA e para

identificacao das avaliagdes histoldgicas e imunohistoquimicas.

INOIMIE: ettt ettt ettt te et e st eebeessbeenbeesnseenseens Registro............
Idade:....cocoovveeiieei SCXO: ittt Raga:................
Numero AP:----------------—- Data do AP:

Diagnoéstico anatomopatologico:

Tipo de Cirurgia realizada: ( ) curativa

() paliativa

Estagio: T------------ N M

Diagnostico revisado do AP:

Escore de p53:

Escore de Her-2/neu:




ANEXO 3- Escores de imunohistoquimica dos casos inviduais observador 1 e 2:

XC

Numero

—
SQowoo~NoOUuhrhwWN—

[ LI ) O T |G JE i NS L NS U W WL W §
N_2OOWO~NODOPRrWN -

p53_1 her_1numeroAPdiagnostico

oW~ VW_,rOrhphpOP,PO~0OO0OWPMPMPOO

WWWONNONW_LAOOWOONWO-~~ONO

235869
234371
126661
247904
180191
207476
244110
154576
102132
157783
256200
206408
211542
121928
265978
104476
231280
207961
172544
202008
105495
204385

Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Met LN
Adeno met
Met LN
Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Adeno
Implante epiplon
Adeno
Adeno

Met LN
Adeno met
Adeno
Adeno

P53 2 Her 2

O A, WO~ h,rOPPPOPPOPMNODOWPAPWOO

WWWO 2WOWN-_O0OONOONWO-—~ONO




ao estadiamento , local da lesdo, grau histologico, e expressao de p53 e Her-2/neu.
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ANEXO 4- Diagnosticos Anatomopatologicos revisados e avaliados quanto

N° Estadio Local Grau p53 HER-2/NEU
caso TNM lesao Histologico

1 TANIMX JEG II NEGATIVO NEGATIVO
2 TANXM1 CARDIA II NEGATIVO POSITIVO
3 TANOMX ESOF II POSITIVO NEGATIVO
4 T2NOMO JEG II POSITIVO NEGATIVO
5 TANXMX ESOF I POSITIVO NEGATIVO
6 TXNXMI1 JEG II NEGATIVO POSITIVO
7 TXNXMI1 JEG II NEGATIVO POSITIVO
8 TANIMX CARDIA II NEGATIVO NEGATIVO
9 TXNIMO JEG I NEGATIVO NEGATIVO
10 TXNXMI1 CARDIA I POSITIVO POSITIVO
11 TXNXMI1 JEG II NEGATIVO NEGATIVO
12 TANXMX ESOF. I POSITIVO NEGATIVO
13 TANXMX CARDIA I POSITIVO NEGATIVO
14 TXNXMI1 ESOF. I NEGATIVO POSITIVO
15 TXNXMI1 JEG II NEGATIVO POSITIVO
16 TXNXMI1 CARDIA I POSITIVO NEGATIVO
17 TINOMO JEG I NEGATIVO POSITIVO
18 TANXMO ESOF II NEGATIVO POSITIVO
19 TANXM1 SOE I POSITIVO NEGATIVO
20 TANXM1 ESOF. II NEGATIVO POSITIVO
21 T3NOMO JEG II NEGATIVO POSITIVO
22 TANXMX ESOF. I NEGATIVO NEGATIVO
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ESOF= ESOFAGO; JEG= JUNCAO ESOFAGO-GASTRICA; TNM- GRAUS DE
ESTADIAMENTO DO TUMOR T= TUMOR, N= NODULOS LINFATICOS E M=
METASTASES A DISTANCIA. X- NUMERO DESCONHECIDO
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