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Resumo

O prognostico dos pacientes com adenocarcinoma de es6fago é bastante prejudicado
pelo seu diagnostico tardio. Na tentativa de determinar fatores que possam alterar o
prognéstico destes pacientes, o0 estudo da biologia molecular tem recebido grande
importancia. As mutacfes no gene de supressdo tumoral TP53 estdo entre as anormalidades
genéticas mais comuns encontradas numa ampla variedade de tumores. A angiogénese &
essencial para o crescimento e a metastatizacdo de tumores sélidos. O Fator de Crescimento
do Endotélio Vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), um fator de crescimento
identificado recentemente com propriedades angiogénicas significativas, pode ser um
importante regulador desta angiogénese tumoral. A associagdo entre as expressdes da proteina
p53 e do VEGF e o progndstico tem sido pouco estudada. Foram estudados 46 pacientes com
adenocarcinoma de esd6fago submetidos a cirurgia de resseccdo com intencdo curativa. As
expressdes da proteina p53 e do VEGF foram observadas por analise imuno-histogimica em
52,2% e 47,8% dos tumores, respectivamente. As expressdes da proteina p53 e do VEGF
coincidiram em 26% dos casos, e ndo foi encontrada correlagdo entre essa expressdo. Nenhum
dos fatores clinicopatolégicos se correlacionaram significativamente com as expressdes da
proteina p53 ou do VEGF. N&o houve associacao significativa entre as expressdes da proteina
p53 e do VEGF e sobrevida a longo prazo. No presente estudo, a expressao da proteina p53 e
do VEGF, embora em porcentagem similar & da literatura, ndo se correlacionou com o
prognostico em pacientes com adenocarcinoma de esdfago submetidos a cirurgia com

intencéo curativa.

Palavras-chave: es6fago, adenocarcinoma, progndéstico, marcadores tumorais, p53, VEGF,

sobrevida.
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Abstract
Evaluation of p53 protein and VEGF (Vacular Endothelial Growth Factor) expresion in

patients with esophageal adenocarcinoma

The prognosis of patients with esophageal adenocarcinoma is negatively influenced by late
diagnosis. In an attempt to determine the factors that might improve the prognosis of these
patients, molecular biology has been of great importance. P53 tumor suppressor gene
mutations are one of the most frequent genetic disorders found in a wide variety of tumors.
Angiogenesis is essential for the growth and metastatic spread of solid tumors. The Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), a recently identified factor with remarkable angiogenic
properties, may play a central regulatory role in tumor angiogenesis. The association between
p53 protein and VEGF expressions and prognosis has been underinvestigated. Forty-six
patients with esophageal adenocarcinoma, submitted to curative resection, were studied. The
expressions of p53 protein and VEGF were assessed by immunohistochemistry in 52.2% and
47.8% of tumors, respectively. P53 protein and VEGF expressions coincided in 26% of the
cases, and no correlation between these expressions was observed. None of the
clinicopathological factors showed a significant correlation with p53 protein or VEGF
expressions. There was no significant association between p53 protein and VEGF expressions
and long-term survival. In the present study, the expression of p53 protein and VEGF, albeit
similar to the one reported in the literature, did not correlate with prognosis in esophageal
adenocarcinoma patients submitted to curative resection.

Key words: esophagus, adenocarcinoma, prognosis, tumor markers, p53, VEGF, survival.
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1. Introducgéo

O céncer de esdfago é uma das neoplasias malignas mais devastadoras do trato
gastrointestinal. O diagnostico tardio, associado ao comportamento bioldgico agressivo,

implica em progndstico sombrio para os portadores desta doenca (1).

Esta neoplasia se caracteriza por apresentar grande variabilidade em sua incidéncia,
inclusive dentro de uma mesma microrregido, 0 que demonstra a ocorréncia de fatores
ambientais de forma decisiva em sua génese (2-6). No Brasil, ocupa a quarta causa de morte
entre todos os tumores (7). O Rio Grande do Sul apresenta o quinto lugar no mundo em
mortalidade por esta doenca, sendo considerado area endémica para este tumor (8, 9).
Representou em nosso estado a terceira causa de morte por cancer entre homens em 2002,
com coeficiente de mortalidade de 12,9 6bitos/100.000 habitantes/ano, superado apenas pelos

canceres de pulmao e de prostata (10).

Os tumores mais comuns do es6fago sdo os de origem epitelial. Destes, a maior parte é
representada em nosso meio pelo tipo epidermoide (3, 11-13). No entanto, existe atualmente
uma tendéncia mundial no avango do tipo adenocarcinoma, especialmente nas populagoes
com melhor condicdo sécio-econdmica (14-16). O adenocarcinoma € atualmente
diagnosticado em 1-35% dos tumores primarios de esdfago, na dependéncia da regido
estudada. Nos Estados Unidos representa cerca de 50% dos tumores primarios de es6fago
vistos atualmente (17-19). Esta ampla varia¢do na incidéncia do adenocarcinoma também se
faz dentro de diferentes microrregides dentro de uma mesma area geogréfica, a semelhanga do
que € preconizado para o carcinoma epidermdide de es6fago (18).

A apresentacdo clinica na maior parte das vezes € indolente. Os pacientes sdo
referendados em quase sua totalidade com disfagia e perda de peso. Estes sintomas

normalmente sdo tardios no processo da doenca (2, 13, 15). Quando chegam a apresentar tais



sintomas, serdo submetidos a procedimentos com intencdo curativa em no maximo 50% das
vezes, considerando-se que este tipo de cirurgia é realizado em servicos de referéncia com
especial interesse nesta neoplasia (3, 20).

A escolha da abordagem terapéutica é determinada fundamentalmente com base no
estadiamento clinico da doenca, ponto a partir do qual sdo baseadas todas as tomadas de
decisdo (3, 21).

A possibilidade de se definir outros parametros que auxiliem a predizer a
agressividade bioldgica e o comportamento destes tumores se faz imperativa, na tentativa de
definir quais os pacientes devem ser considerados para abordagem cirdrgica com intencao
curativa, acompanhada ou néo de tratamentos complementares (como quimio e radioterapia),
e 0s pacientes que ndo apresentardo beneficio em uma abordagem agressiva tendo em vista a
auséncia de resposta a tratamentos neoadjuvantes ou complementares (22, 23).

Na tentativa de definir estes pardmetros, podem ser utilizados diferentes métodos,
entre eles corantes para detecgdo de &reas com alteracdes celulares malignas ou pré-malignas
(24) ou a anélise tecidual com uso de técnicas de biologia molecular. A vantagem resultante
desta abordagem é a de determinar pacientes que possam se beneficiar de terapéuticas
associadas, resultando em melhora do progndstico, ou evitar que grupos de pacientes que nao
respondem a abordagens multimodais sejam submetidos a morbimortalidade inerente a estes
procedimentos, abrindo assim espago para a pesquisa de tratamentos alternativos ou
considerando-os candidatos para tratamentos apenas com caréater paliativo.

O estudo da biologia molecular tem demonstrado que grande parte dos tumores
malignos resulta da interacdo entre o componente hereditéario e influéncias externas, que em
individuos predispostos podem ocasionar alteracfes genéticas que influenciem o controle da
diferenciacdo e crescimento celular. A acdo de proto-oncogenes (genes que normalmente sdo

responsaveis pelos processos de divisdo normais da célula), que podem ser erroneamente



ativados por fatores externos, gerando oncogenes e resultando em um aumento da
possibilidade da transformacéo patoldgica do ciclo celular (25, 26). Além deles, 0s genes
supressores de tumor também atuam no ciclo celular, porém com ac¢des distintas. S&o genes
que, quando inativados, levam a um descontrole na proliferacdo celular com consequente

aumento na possibilidade do desenvolvimento e progressdo de neoplasias (26, 27).



2. Revisdo da Literatura
2.1. O gene TP53 como fator progndstico em adenocarcinoma de es6fago:

O gene TP53 esta localizado no brago curto do cromosso 17, estando incluido no
grupo dos previamente citados genes supressores de tumor. Perdas alélicas envolvendo esse
gene estdo associadas com formas mutantes do gene. Estas mutacGes estdo entre as alteragdes
genéticas mais freqiientes nos tumores malignos em geral (25). A perda da funcdo do TP53
estd associada a imortalizacdo ou a transformacéo celular in vitro e ao desenvolvimento de
neoplasias in vivo (26). Como o TP53 regula negativamente o ciclo celular, a perda de sua
funcdo pode resultar em atividade proliferativa aumentada e progressao tumoral (25, 27).

O gene considerado “normal” ou “selvagem” atua na regulacdo da transi¢cdo da fase
G1 para a fase S do ciclo celular, agindo possivelmente como controlador a eventuais danos
ao DNA. A morte celular programada ou apoptose também é influenciada pelo TP53, motivo
pelo qual o mesmo é denominado de “guardido da molécula”, bloqueando a replicacéo celular
cada vez que um dano ao DNA ¢é “detectado”, permitindo que os mecanismos de reparo
possam atuar para reconstituir o genoma, ao monitorar a integridade do mesmo (25). Caso
este reparo nao seja efetivo, a morte celular programada pode ser por ele desencadeada (23,
25-28).

Em condicBes normais a proteina p53 ndo € detectavel por imuno-histoquimica, pois
possui uma meia-vida extemamente curta. Quando ocorre mutacdo no gene TP53, a proteina
mutada é mais estivel, permanecendo em maior quantidade e por maior tempo na célula,
permitindo a sua deteccdo através deste método (25, 29, 30). Na maioria das vezes, tendo em
vista a facilidade de realizacdo, as alteracbes do gene TP53 s&o investigadas por imuno-
histoquimica e a auséncia de expressdo da proteina p53 ndo necessariamente exclui a
existéncia de mutacdes. Por exemplo, tumores com delecdo de ambos os alelos do gene TP53

seriam classificados como negativos juntamente com tumores sem expressao da proteina p53



(31, 32). E especulada também a presenca de outros mecanismos interferindo na funcio do
gene TP53, como danos a outros componentes da fase G1 do ciclo celular (p16, pRB e ciclina
D1) (30). Para determinar se a perda da funcdo normal da proteina p53 se correlaciona com a
progressao do tumor ou com o prognostico destes pacientes, a analise do gene TP53 no DNA
da célula tumoral seria necessaria (através de reacdo em cadeia da polimerase — PCR, por
exemplo). No entanto, estes testes sdo de uma complexidade e custo bem maior do que a
imuno-histoquimica, justificando o uso tdo difundido desta para pesquisa de alteracdes
genéticas (28, 32).

Cerca de metade dos tumores de célon, estbmago, pulmdo, mama, figado, cérebro e
tecidos reticuloendotelial e hematopoiético contém alteracbes no cddigo do gene TP53,
demonstrando que a inativacdo do gene supressor TP53 € passo quase universal no
desenvolvimento de cancer em humanos (25, 27).

Analisando os carcinomas de esdfago especificamente, alteracdes genéticas no gene
TP53 sdo detectadas em 36 a 80% dos casos e parecem ocorrer precocemente na génese
tumoral esofagica, estando presente da displasia ao carcinoma e da metaplasia de Barrett ao
adenocarcinoma (23, 25, 33, 34)

A maioria dos estudos sobre a relacdo entre a expressdo da proteina p53 e o
prognostico tem se baseado em imuno-histoquimica e os resultados sdo, até o momento,
conflitantes. A resposta definitiva entre a associacdo da expressdo da proteina p53 e 0
fendtipo mais agressivo ou maior resisténcia do tumor ao tratamento (pior progndéstico) ainda
n&o foi encontrada (30, 34).

Convém ressaltar que os estudos disponiveis na maior parte das vezes sdo realizados
em pacientes com carcinoma epidermdide de es6fago ou em séries onde ndo ocorre a divisao
entre os tipos histoldgicos, considerando o tipo epidermdéide e o adenocarcinoma como uma

entidade Unica. Ainda permanece controversa a relacdo entre expressdo da proteina p53 e



sobrevida em pacientes com adenocarcinoma de esdfago, conforme demonstrado na tabela 1

abaixo.

Tabela 1 — Expressdo da Proteina p53 e Sobrevida em diferentes estudos (23, 30, 33-39) :

Autor/Ano N Influéncia Sobrevida Observacdes
Vijeyasingam (1994) 60 Néo Adeno e CEE
Coggi (1997) 74 Néo Adeno e CEE
Patell (1997) 46 Sim Adeno e CEE
Ribeiro (1998) 42 Sim Adeno e CEE
Carson (1998) 61 Sim Adeno e CEE
Kanamoto (1999) 239 Né&o CEE

Ireland (2000) 37 Sim Adeno
Casson (2003) 91 Sim Adeno

Dolan (2003) 78 Né&o Adeno

N: nimero de pacientes com cancer de esdfago incluidos no estudo



2.2. VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular) e prognéstico em pacientes

com adenocarcinoma de es6fago.

Em condicdes fisiologicas normais, a formacdo de novos capilares sangliineos a partir
de vasos pré-existentes (denonimada de angiogénese), é um processo fundamental no
desenvolvimento e na homeostasia. Ocorre durante a embriogénese, ciclos menstruais
intensos e, por ser importante mecanismo de reparo, esta presente em funcgdes regenerativas e
apos exercicio fisico intenso, lesbes nervosas, na cicatrizacdo das feridas e no crescimento
0sseo. Nessas situacdes, possui um carater autolimitado e controlado, através da presenca de
fatores que tem um efeito angiogénico positivo contrapostos contra fatores com efeito
angiogénico negativo (40, 41).

No entanto, possui um papel essencial no desenvolvimento de tumores sélidos, tendo
em vista que a partir de um determinado tamanho, novos vasos sdo fundamentais para o seu
crescimento, podendo inclusive contribuir para que ocorra o desenvolvimento de metéstases a
distancia através da disseminacdo de células que se desprendem do tumor pelos neovasos
(42).

Como jé referido, a angiogénese depende da interacdo entre substancias que possuam
efeito promotor e inibidores do processo de neovascularizagdo. Substancias como um efeito
regulador positivo, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de
crescimento fibroblastico, em suas formas acida (FGFa) e basica (FGFb), quando expressos
pelos tumores, levam a um aumento na microdensidade vascular (detectada por analise
histopatoldgica das lesGes) (40, 43-45).

O VEGF é secretado pelas células tumorais e estimula o crescimento das células
endoteliais, normalmente em resposta a estimulos externos como hip6xia ou substancias

secretadas pelo organismo. Sua deteccdo é realizada de forma eficaz pela imuno-histoquimica,



que tem a capacidade de demonstrar sua presenca no citoplasma das células tumorais (44-46).
Esta expressdo se correlaciona com o grau de vascularizagdo de muitos tumores (mama,
pulm&o), sendo relatada sua importancia prognéstica em alguns destes casos (40, 43). Foi
demonstrada também a relacédo entre sua expressdo e a vascularizacdo nos adenocarcinomas
de esdfago (47). Nos pacientes com tumores de esdfago em geral, sua expressdo foi
demonstrada em 31-60% dos casos (47-56).

Embora a quantificacdo da angiogénese tenha sido realizada em varios tipos de
tumores, a determinacdo de seu efeito como fator prognostico ainda ndo esta completamente
esclarecida, ainda que alguns estudos clinicos recentes descrevam um pior prognostico para
pacientes com elevados escores de angiogénese (40, 43-46, 57). Poucos estudos existem
correlacionando a expressdo do VEGF e o prognéstico em pacientes com carcinoma de
esdfago, e em sua maioria possui pacientes com o tipo epidermoide. Os resultados disponiveis
até o momento so conflitantes (47-54).

Tabela 2 - Expressdo do VEGF e sobrevida em diferentes estudos (47-51, 53, 54, 58)

Autor/Ano N Influéncia Sobrevida Observacoes
Inoue (1997) 75 Sim CEE
Kitadai (1998) 119 Nio Adeno e CEE
Uchida (1998) 109 Sim CEE
Arii (1999) 102 Sim CEE
Koide (1999) 52 Sim CEE
Shih (2000) 117 Sim CEE
Rosa (2003) 47 Nao CEE

Adeno

Coulevard (2003) 78 Néo

N: numero de pacientes com cancer de esdfago incluidos no estudo



2.3. O papel do gene TP53 no controle da angiogénese

O gene TP53 parece ter papel fundamental no desenvolvimento e progressdao tumoral
através da regulacdo da expressio do VEGF, ainda que por um mecanismo nao
completamente entendido (59, 60). As evidéncias atuais sugerem uma atuacdo via aumento da
expressdo do RNAm do VEGF através da perda da fungdo supressora do gene TP53 (41, 61).

Existem poucos estudos avaliando esta co-expressdo em pacientes com carcinoma de
esdfago, e a sua maioria utiliza o tipo histoldgico epiderméide, com resultados ainda
conflitantes em relacdo a sua possibilidade de uso como fator prognéstico independente (50-
52, 56). Ainda ndo esta clara esta relacdo, e se ela realmente existe de forma direta, mas é
possivel que a co-expressao proteina pS3/VEGF determinada por imuno-histoquimica tenha
um papel importante na angiogénese e no desenvolvimento metastatico, podendo no futuro se

apresentar como fator prognostico (52, 62).



3. Objetivos

1. Verificar a expressdo da proteina p53 e sua relacdo com a sobrevida a longo prazo em

pacientes com adenocarcinoma de esdfago submetidos a cirurgia de ressec¢do com intencao

curativa;

2. Verificar a expressdo do VEGF e sua relagdo com a sobrevida;

3. Verificar a associacdo entre a co-expressdo da proteina p53 e do VEGF e sua relagdo com a

sobrevida.
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4. Pacientes e Métodos
4.1 Populacdo e amostra

Todos os pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de es6fago atendidos no
Ambulatério do Grupo de Cirurgia de Eséfago, Estdmago e Intestino Delgado (GCEEID) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de Julho de 1993 a Julho de 2001,
foram avaliados prospectivamente através de um protocolo que utiliza histéria e exame
clinico detalhados, além de exames complementares para determinar a extensao locorregional
e sistémica da doenca e o risco cirdrgico que apresentam estes pacientes. Sdo realizados como
rotina deste protocolo radiograma contrastado de es6fago, estbmago e duodeno (REED),
endoscopia digestiva alta com bidpsia (e ecoendoscopia quando possivel), radiografia de
torax, tomografia computadorizada de térax com énfase no mediastino e fibrobroncoscopia
(para os tumores de terco préxima e médio) na avaliacdo da extensdo da doenca. A avaliacdo
hematoldgica e soroldgica de rotina, bem como a gasometria arterial, espirometria,
eletrocardiograma em repouso e avaliacdo nutricional fazem parte da determinagdo do risco
cirirgico destes pacientes.

De posse destes dados, os pacientes sdo classificados em pacientes de alto ou baixo
risco cirurgico, estes ultimos definidos como pacientes com condi¢des clinicas e anestésicas
de serem submetidos a cirurgias de grande porte (esofagectomia ou gastrectomia total),
conforme critérios previamente definidos (3, 63).

Os pacientes séo ainda divididos em potencialmente curaveis ou incuraveis, definindo-
se curabilidade cirurgica como a possibilidade de retirada completa do tumor sem evidéncia
de doenca metastatica.

Os pacientes considerados potencialmente curaveis e de baixo risco cirurgico sdo
submetidos a exploracdo cirlrgica e ressec¢do quando tecnicamente possivel. Caso ndo seja

viavel a resseccdo (por invasdo local, por exemplo) realiza-se o desvio do trénsito alimentar,
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preferencialmente através da realizagdo de um tubo com a grande curvatura gastrico elevado
ao pescoco por via retroesternal, ou ainda técnicas paliativas como proteses endoesofagicas
pléasticas e realizagdo de sondagens do trato digestivo para alimentagcdo em casos com
disseminacéo sistémica da doenca (gastrostomia, jejunostomia).

Em sendo possivel a resseccdo da lesdo, opta-se pela esofagectomia com toracotomia
se ndo hé& evidéncia de metastases em linfonodos locorregionais e o tumor acomete
principalmente o esdfago, com minima ou nenhuma invasdo do estdmago proximal,
realizando-se a reconstrucdo do transito através do levantamento gastrico até a regido cervical
(63). Se as metéstases ganglionares estdo presentes nesta situacao, realiza-se a esofagectomia
transhiatal, com anastomose esofagogastrica cervical. Em situacGes em que o tumor acomete
principalmente a juncdo esofagogastrica com extensdo ao estdbmago, prefere-se a gastrectomia
total com resseccdo do esofago distal e esofagojejunoanastomose, procedimento realizado
unicamente por via abdominal. Quando ndo é possivel a utilizagdo do estbmago (cirurgia
prévia, invasdo do tumor, por exemplo), utiliza-se o colon previamente preparado na
reconstrugdo do transito alimentar e, na impossibilidade de utilizacdo deste, o intestino
delgado.

Todos os pacientes sdo divididos em estagio segundo a Unido Internacional contra o

Céancer (UICC) — TNM para o cancer de esdfago, como segue nas tabelas 3 e 4 abaixo:
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Tabela 3 - Sistema de Estadiamento da UICC — TNM*

T - Tumor Primério
T1 - Tumor invade a lamina propria ou submucosa
T2 - Tumor invade a muscular propria
T3 - Tumor invade a adventicia

T4 - Tumor invade as estruturas adjacentes

N - Linfonodos Regionais**
NO - Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 - Metastase em linfonodos regionais

M - Metéstases a Distancia
MO - Auséncia de metastase a distancia

M1 - Metéstases para outras visceras ou para linfonodos ndo-regionais

* pTNM: classificacdo histopatoldgica pds-operatdria
YTNM: estadiamento histopatologico realizado apos tratamento neoadjuvante

** Es6fago Cervical: linfonodos cervicais e supraclaviculares

Es6fago Toracico: linfonodos mediastinais e perigastricos (excluindo linfonodos do

tronco celiaco)
(Modificada de Lightdale) (2)
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Tabela 4 - Cancer de es6fago por estagio histopatoldgico*

Estagio

lla

Ib

T1

T2

T3

T1

T2

T3

T4

NO

NO

NO

N1

N1

N1

Qualquer N

Qualquer T Qualquer N

M

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

* Modificado de Lightdale (2)
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4.2. Critérios de incluséo:

- Pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de esofago atendidos
consecutivamente no periodo de julho de 1993 até julho 2001 no GCEEID/HCPA,
submetidos a cirurgia de ressec¢do com intengdo curativa conforme avaliacdo pré-operatdria

descrita acima.

4.3. Critérios de excluséo:

- mortalidade pds-operatdria precoce, considerada como morte até 30 dias da
cirurgia ou até a alta hospitalar;

- histdria ou presenca de outra neoplasia maligna concomitante;

- tratamento neoadjuvante (quimioterapia e/ou radioterapia);

- ressec¢do incompleta (margens cirargicas comprometidas);

- pacientes em que ndo foi possivel localizar o bloco de parafina.

4.4. Delineamento
Delineamento: Coorte histérica

Tempo zero: Tratamento cirurgico

4.5. Variaveis

4.5.1 Variaveis demograficas: - idade, sexo, tabagismo, etilismo, classificacdo de
Siewert (altura da lesdo em relacdo a juncdo esofagogastrica) (64), tipos de cirurgia de
resseccao realizadas, mortalidade pds-operatéria precoce e a sobrevida dos pacientes ap6s o

inicio do tratamento.
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A Classificacédo de Siewert (64) distingue os tumores da juncao esofagogastrica (JEG)
em 3 tipos principais:

Tipo I: adenocarcinoma do esdfago distal e que pode infiltrar a JEG;

Tipo Il: carcinoma do cardia propriamente dito;

Tipo IlI: carcinoma “gastrico” subcérdico que infiltra a JEG e esdfago distal
proveniente do estdmago.

Para utilizagdo no presente trabalho, considerou-se o epicentro da lesdo conforme
descrito na analise macroscopica da pega cirurgica.

4.5.2 Variaveis histopatoldgicas: - grau de diferenciacdo histoldgica;
- profundidade de penetracdo do tumor na parede esofagica;
- comprometimento linfonodal,
- estadiamento patolégico (TNM);

4.5.3 Variaveis em Estudo — Imuno-histoquimica;

- expressdo da proteina p53 mutante por imuno-histoquimica;

- expressdo do VEGF por imuno-histoquimica.

Comparagdo entre 0s grupos onde esta expressdo estiver presente, considerados com
positivos (+) ou ausente, considerados como negativos (=) em relagdo as variaveis sécio-
demogréficas citadas;

4.5.4 Desfecho: Obito decorrente do adenocarcinoma de esdfago ou situacdo de vida até
12/2002. Os pacientes que morreram por causa diversa do cancer de eséfago ou que tiveram o
seguimento perdido foram censurados. As informacdes a respeito da sobrevida dos pacientes
foram obtidas a partir do prontuario médico e do acompanhamento ambulatorial e hospitalar
dos pacientes tratados, além de telefonemas e correspondéncias. Os pacientes em
acompanhamento ambulatorial eram orientados a consultar a cada trés meses durante o

primeiro ano pGs-operatorio, a cada seis meses no segundo ano e, ap6s, uma vez a cada ano.
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No acontecimento de recidiva do tumor, os pacientes foram tratados pelo método considerado
mais adequado para controle da doenca e alivio dos sintomas, como radioterapia paliativa e

medicamentos ou técnicas anestésicas para manejo da dor.

4.6. Andlise anatomo-patoldgica e preparacéo tecidual

A analise da peca cirurgica incluiu a determinacdo da profundidade de penetracdo do tumor
na parede esofagica e o comprometimento das margens cirurgicas, do comprometimento
ganglionar, dos limites cirdrgicos (proximal, distal e circunferencial) e do grau de
diferenciacdo histoldgica. O estagio histopatoldgico da doenca (pTNM) foi definido de acordo
com o estabelecido pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) (2). As pecas cirdrgicas
ressecadas foram fixadas em formalina a 10% e embebidas em parafina, conforme rotina do
servico de patologia do HCPA na época do procedimento. Cortes de 4 micrdmetros de
espessura foram feitos nos blocos de parafina, sendo posteriormente montados em laminas de

vidro.

4.7. Anticorpos e reagentes

Para a identificacdo da proteina p53 foi utilizado o anticorpo monoclonal de
camundongo DO-7 (Pab 1801, Sigma Biosciences, St Louis, MO, USA). O DO-7 reconhece
tanto a forma selvagem como a forma mutante da proteina p53, mas dada a meia-vida
extremamente curta da forma selvagem, a coloracdo do ndcleo da célula tumoral sugere o
acumulo anormal da forma mutante.

O anticorpo policlonal de coelho A-20 reconhece o VEGF (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA). Este é produzido contra um epiteto aminoterminal do VEGF

humano, mapeando os residuos 1-20 e reconhecendo as variantes 165, 189 e 121 do VEGF.
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4.8. Técnica de imuno-histoquimica

As amostras de tecido tumoral foram processadas para expressdo da proteina p53 e
para expressdo do VEGF por técnica de imuno-histoquimica de rotina do Servico de Patologia
do HCPA usando os anticorpos primarios anteriormente descritos.

Esta rotina compreende os passos descritos a seguir: 1) corte dos blocos de parafina
distendidos em laminas preparadas com organosilano; 2) desparafinizacdo em estufa a 60° C
com xilol; 3) colocacdo em solugdo com agua destilada e tampdo PBS por 5 minutos; 4)
recuperagédo antigénica em forno de microondas (3 sequéncias de 8 minutos com intervalo de
90 segundos); 5) colocacdo em solucdo com agua destilada e tampdo PBS por 5 minutos; 6)
duas passagens em peroxido de hidrogénio 5% diluido em &gua destilada; 7) colocagcdo em
solucdo com agua destilada e tampédo PBS por 5 minutos; 8) colocacdo em solugdo de leite em
po desnatado 5% e tampdo PBS; 9) colocacdo em solugdo com agua destilada e tampdo PBS
por 5 minutos; 10) utilizacdo do anticorpo primario especifico; 11) lavagem lamina a lamina
com &gua destilada; 12) passagem em 3 sequéncias pelo tampdo PBS; 13) utilizacdo do
anticorpo secundario do Kit LSAB®; 14)utilizacdo do tampdo PBS em 2 seqiiéncias; 15)
utilizacdo do DAB®; 16) lavagem em &gua destilada; 17) contra-coloragdo com Hematoxilina
de Harris por 30 segundos; 18) passagem rapida em banho de &gua amoniacal; 19)
desidratacdo em série de alcool a 100%; 20) clarificagdo em xilol; 21) montagem das lIaminas
com béalsamo.

Resumidamente a técnica consiste em apoOs desparafinizacdo e reidratagdo,
recuperacdo antigénica, inativacdo da atividade da peroxidase enddgena e bloqueio das
reacOes inespecificas, os cortes foram incubados por 12 horas ("overnight") a 4°C com uma
solucdo diluida dos anticorpos primarios a 1:100 para a proteina p53 e 1:400 para 0 VEGF
(passo 10 da técnica descrita acima). A localizacdo dos anticorpos primarios foi alcancada

pela aplicacdo subseqiiente do complexo estreptavidina-biotina peroxidase (LSAB, Dako
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Corporation, Carpinteria, CA, USA) e a revelacdo com a utilizacdo do diaminobenzidina
tetraidroclorido (Kit DAB, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA). Todas as reacgoes
foram executadas com controles positivos (cancer de mama para a expressao da proteina p53

e tecido placentario para a expressdo do VEGF).

4.9. Determinacdo imuno-histoquimica das expressdes da proteina p53 e do VEGF

Os tumores foram considerados positivos para a expressao da proteina p53 se mais de
10% dos nucleos das células tumorais estivessem corados em marrom (p53 positivos ou
p53+). O bloqueio com soro normal e a auséncia do anticorpo primario foram usados como
controles negativos (30, 65).

A expressdo do VEGF foi caracterizada como positiva ou negativa de acordo com a
quantidade e a intensidade de células tumorais com citoplasma corado. Se mais do que 30%
das células tumorais foram coradas (marrom) mais intensamente do que as células musculares
lisas no tecido esofagico adjacente normal, os tumores foram considerados positivos (VEGF
positivos ou VEGF+). O musculo liso das camadas muscular propria ou muscular da mucosa
serviu como controle interno positivo, ja que as células musculares lisas também expressam o
VEGF (48, 49, 54, 58).

As laminas foram examinadas por dois investigadores sem conhecimento das
informacdes clinicas e histopatoldgicas. Foi realizado o teste de kappa para controle da
concordancia interobservador.

Os casos com escore discrepante foram reexaminados em conjunto numa segunda

ocasido, e a concordancia foi alcangada.
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4.10. Avaliacao da co-expressdo da proteina p53 e do VEGF

Os casos foram divididos em trés grupos baseados na determinacdo imuno-
histoquimica da proteina p53 e do VEGF. Os pacientes p53 positivos e VEGF positivos foram
categorizados como Grupo A, os pacientes VEGF positivos e p53 negativos ou VEGF
negativos e p53 positivos como Grupo B e o0s pacientes com reacfes negativas para ambos

proteina p53 e VEGF como Grupo C.

4.11. Etica

Tendo em vista que o presente estudo foi parte integrante do protocolo de atendimento
aos pacientes com adenocarcionoma de es6fago atendidos no GCEEID/HCPA, que ja possuia
aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagio (GPPG)
do HCPA e que nenhuma intervencdo experimental foi realizada nos pacientes, pode-se
eximir do pesquisador a necessidade do termo de consentimento poés-informacgdo. Os
pesquisadores se comprometeram a explicar ao paciente ou aos familiares a importancia das
informacdes obtidas e a ndo revelar os resultados da pesquisa de forma individual/nominal. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do GPPG/HCPA sob o niimero 03-100:
Determinacdo de Fatores Progndsticos em Adenocarcinoma do Es6fago: Avaliacdo da

Expressao da Proteina p53 e do VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular).
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4.12. Analise estatistica

A correlacdo entre a expressdo da proteina p53, a expressdo do VEGF e as caracteristicas
clinicopatoldgicas foram examinadas pelo teste “t” para as variaveis continuas e do teste do
qui-quadrado para as variaveis categoricas. Quando necessario, o teste exato de Fisher foi
utilizado. Para o controle da concordancia interobservador foi utilizado o teste de Kappa. A
analise da sobrevida da coorte foi feita pelo método produto-limite ou Kaplan-Meier. O
impacto de cada fator prognéstico na sobrevida foi testado pelo “log rank test” (analise
univariada). O modelo de regressao de azares proporcionais de Cox (analise multivariada) foi
aplicado para as variaveis selecionadas para identificar uma combinacdo de fatores
progndsticos ou o efeito independente de fatores progndsticos individuais sobre a sobrevida a
longo prazo. O nivel de significancia considerado foi de 5%. O programa SPSS (Statistical

Package for Social Sciences) para Windows, versao 8.0, foi utilizado para a analise estatistica.
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5. Resultados:

No periodo de julho de 1993 a julho de 2001 foram atendidos no GCEEID/HCPA 116
pacientes com diagnostico de adenocarcinoma de es6fago. Destes pacientes, 50 (43,1%)
foram submetidos a cirurgia com intencdo curativa apds a avaliacdo pré-operatéria
previamente descrita. Em 4 casos ndo foi possivel a localizacdo dos blocos de parafina para
realizacdo do estudo imuno-histoquimico, resultando em uma amostra de 46 pacientes.

Destes 46 pacientes, 8 (17,4%) foram excluidos do estudo de sobrevida por evoluirem
para Obito durante a internacdo (mortalidade pds-operatéria precoce), sendo considerados
apenas para o estudo de prevaléncia.

Dos 46 pacientes estudados, 24 (52,2%) apresentaram positividade para a proteina p53
conforme a anélise imuno-histoquimica (Figura 1). Em relacdo ao VEGF, 22 pacientes
(47,8%) foram considerados como apresentando anticorpos positivos para esta proteina
(Figura 2).

Quando sdo excluidos os pacientes com mortalidade operatéria precoce, obtém-se um
resultado de 20 (52,6%) pacientes considerados p53+ e 19 (50%) considerados VEGF
positivos.

Considerando apenas os pacientes incluidos no estudo de sobrevida, a idade média foi
de 60,6 anos (variando de 36,6 a 78), sendo 30 pacientes do sexo masculino (78,9%), em sua
maioria tabagistas (29 casos, 76,3%). O alcoolismo esteve presente em 47,4 % dos pacientes
estudados (18 casos). A cirurgia mais realizada foi a esofagectomia, em 20 casos (52,6%),
sendo na maior parte das vezes o procedimento completado pela via transhiatal (19 casos),
reservando-se a gastrectomia total com esofagectomia distal para os 18 casos restantes. Esta
foi a amostra utilizada para o estudo de sobrevida, constituida de 38 pacientes, caracterizados

conforme demonstra a tabela 5 abaixo.
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Né&o foi demonstrada no presente estudo correlacao estatisticamente significativa entre
as expressdes da proteina p53 e do VEGF e as variaveis idade, sexo, tabagismo, alcoolismo,
classificacdo de Siewert, tipo de cirurgia realizada, grau de diferenciacdo histologica,
penetracdo da lesdo na parede esoféagica (T), comprometimento linfonodal (N), presenca de
metastases a distancia (M) e o estadiamento anatomopatoldgico. (Tabela 5)

A concordancia interobservador foi testada através da utilizacdo do teste de Kappa,
que apresentou um valor de Kappa=0,912, com uma significancia estatistica para um
p<0,0001 quando levada em conta a analise da expressao da proteina p53 pelo exame imuno-
histoquimico, demonstrando uma concordancia bastante elevada entre os dois observadores
do presente estudo. As discordancias foram reavaliadas através de uma reunido de consenso

para que o diagnostico definitivo fosse firmado.
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Figura 1 - Fotomicrografia da imuno-histoquimica da expressdo da proteina p53: (1A)

Negativa e (1B) Positiva *

* A expressao da proteina é observada no nucleo das células. (100X)
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Figura 2 - Fotomicrografia da imuno-histoquimica da expressdo do VEGF: (1A)

Negativa e (1B) Positiva *

* A expressao da proteina é observada no citoplasma das células. (200X)
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Tabela 5 — Correlacao entre a positividade para imuno-histoquimica da proteina p53 e
do VEGF e variaveis clinicopatoldgicas

Variavel p53+ p53- p VEGF+ VEGF- p
n 20 18 19 19
Idade Média 59,1 62,45 0,357 60,62 60,78 0,592
DP 8,93 1291 9,25 12,73
Sexo Masculino 17 (85) 13(72,2) 0,438 16 (84,2) 14 (73,7) 0,693
Tabagismo 15(75) 14(77,8) 1 15(78,9) 14(73,7) 1
Alcool 10 (50) 8 (44,4) 0,757 11(57,9) 7(36,8) 0,330
Siewert* Tipo | 4 (20) 3(16,7) 4(21,1) 3(15,8)
Tipo Il 9(45) 8(44,4) 0,953 8(42,1) 9(47,4) 0,904
Tipo 111 7(35) 7(38,9) 7(36,8) 7(36,8)
Cirurgia Esofagectomia 9 (45) 11(61,2) 0,352 8(42,1) 12 (63,2) 0,330
Gastrectomia 11 (55) 7(38,8) 11 (57,9) 7 (36,8)
Diferenciacdo Bem 1) 5(27,8) 4(21,1) 2(10,5)
Moderadamente 8 (40) 4 (22,2) 0,128 7(36,8) 5(16,3) 0,407
Pouco 11 (55) 9 (50) 8(42,1) 12 (63,2)
Indiferenciado 0 0 0 0
T ** T1 2(10) 4(22,2) 4(21,1) 2(10,5)
T2 3(15) 3(16,7) 0,721 4(21,1) 2(10,5) 0,122
T3 8 (40) 5(27,8) 3(15,8) 10(52,6)
T4 7(35) 6(33,3) 8(42,1) 5(26,3)
N ** NO 10 (50) 8(44,4) 0,757 10 (52,6) 8(42,1) 0,746
N1 10 (50) 10 (55,6) 9(47,4) 11(57,9
M ** MO 18(90) 16(88,9) 1 17(89,5) 17(89,5) 1
M1 2(10) 1(11,1) 2(10,5) 1(10,5)
Estadiamento | 2 (10) 3(16,7) 3(15,8) 2(10,5)
*k I 4(20) 5(27,8) 0,472 6(31,6) 3(15,7) 0,462
I 12 (60) 8 (44,4) 8(42,1) 12(63,2)
v 2(10) 2(111) 2 (10,5) 2(10,6)

n=ndmero de pacientes. DP=Desvio-padrdo. Dados apresentados como n(porcentagem)
*Siewert=Classificacdo de Siewert para o adenocarcinoma do cérdia (64)

Tipo I: adenocarcinoma do esdfago distal

Tipo Il: adenocarcinoma do epitélio do cardia ou segmentos curtos com Ml na JEG

Tipo Ill: adenocarcinoma gastrico subcardico com infiltracdo da JEG e es6fago distal
** Estadiamento UICC (referéncia 2)
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O tempo médio de seguimento foi de 31,5 meses (2-120 meses, DP= 28,3 meses). A
sobrevida média foi de 70,4 meses (1C=51,9-88,5; EP=9,41). Dos 38 pacientes estudados, 15
(39,4%) apresentaram o desfecho 6bito no periodo de seguimento determinado, conforme

demonstrado na figura 3

Figura 3 — Sobrevida global dos Pacientes com adenocarcinoma de es6fago
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A expressdo da proteina p53 determinada pela imuno-histoquimica demonstrou que a
sobrevida média dos pacientes positivos para esta condicdo (p53+) foi de 58,1 meses (IC=
40,4-75,7; EP=9), enquanto que para 0s pacientes onde a reacdo se mostrou negativa obteve
média de 63,2 meses (IC=34,3-92,1, EP= 14,7). Esta diferenca ndo apresentou significancia

estatistica (p=0,9153)

Figura 4 - Curva de sobrevida de acordo com a expressdo da proteina p53
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As taxas de sobrevida nos diferentes periodos de tempo para os dois grupos (p53+ e

p53-) estdo demonstradas na tabela 6.
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Tabela 6 — Taxas de sobrevida e expressao do p53*:

Variavel 1ano 2 anos 3 anos 4 anos 5 anos

p53 positivo 78,9 56,7 56,7 56,7 56,7

p53 negativo 82 82 42,6 42,6 426

*Dados apresentados em percentual de pacientes

Os pacientes que expressaram o VEGF na analise imuno-histoquimica (VEGF+)
apresentaram uma sobrevida média de 72 meses (IC= 53,5-90,5; EP=9), enquanto que para 0s
pacientes onde a reacdo se mostrou negativa (VEGF-) a média foi de 53,5 meses (IC= 27,5-
79,4; EP= 13,2). N&o ha diferenca estatistica entre os grupos estudados (p=0,0615), conforme

demonstrado na figura 5.

Figura 5 - Curva de sobrevida de acordo com a expressdo do VEGF

1.07
WEGF negativo n=19
WEGE positive n=19
=B
[
E } } } } 1 H } 1
E T T T T LU T T
G
2 B
L
]
L
=
]
T,
2 -
A T T T
g
=
2
p=0.0615
0o

1] 12 24 36 43 60 72 g4 985 108 120

seguimento (meses)

29



As taxas de sobrevida nos diferentes periodos de tempo para os dois grupos (VEGF+ e

VEGF-) estdo demonstradas na tabela 7.

Tabela 7- Taxas de sobrevida e expressdo do VEGF*:

Variavel lano 2 anos 3 anos 4 anos 5 anos

VEGF positivo 88,6 822 67,8 678 678

VEGF negativo 72,9 53 353 353 353

* Dados apresentados em percentual de pacientes

Para avaliar a possibilidade de que a co-expressdo da proteina p53 e do VEGF pudesse
alterar o progndstico dos pacientes com adenocarcinoma do eséfago foram criados 3 grupos:
Grupo A, para 0s pacientes com expressdo positiva das duas varidveis (p53+ e VEGF+);
Grupo B, em que pelo menos uma das variaveis era considerada positiva (p53+ e VEGF- ou
p53- e VEGF+) e Grupo C, onde ambas ndo foram detectadas (p53- e VEGF-). A sobrevida
média para os pacientes do grupo A foi de 75,7 meses (IC= 55,9-95,5; EP=10), para 0 grupo
B foi de 48 meses (IC= 27,3-68,7; EP= 10,6) e para o grupo C foi de 60,2 meses (IC= 20,3-
99,9; EP= 20,3), ndo sendo demonstrada diferenca no presente estudo ente 0s grupos

(p=0,2115), como demonstra a figura 6.
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Figura 6 - Curva de sobrevida de acordo com a co-expressdo da proteina p53 e do

VEGF
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Na tentativa de determinar a influéncia dos fatores prognoésticos considerados mais
importantes dentro do presente estudo, foram selecionados a profundidade de invasdo do
tumor (T), a presenca de linfonodos comprometidos (N), o estadiamento cirdrgico (TNM), o
grau de diferenciagdo tumoral e a classificacdo de Siewert). Nenhum destes fatores

influenciou diretamente a sobrevida, conforme demonstrado na tabela 8 abaixo.
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Tabela 8 — Anélise multivariada dos fatores em estudo *

Variavel RR IC p

p53 1,429 (0,429-4,725) 0,514

VEGF 0,369 (0,095-1,436) 0,115

* Ajustado pelo modelo de regressdo de azares proporcionais de Cox para as variaveis
profundidade de invasdo do tumor, presenca de linfonodos comprometidos, estadiamento

cirurgico, grau de diferenciacdo tumoral e classificacdo de Siewert
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6. Discussao

O perfil epidemiolégico dos pacientes no presente estudo € concordante com os de
outros centros de referéncia para esta adenocarcinoma de es6fago no resto do mundo (66-68).
A predominancia de individuos do sexo masculino, acima dos 60 anos, tabagistas e etilistas
encontrada nesta casuistica reforca a importancia do conhecimento destes fatores de risco na
tentativa de detectar pacientes com maior chance de desenvolverem neoplasias malignas do
esdfago e de projetar estratégias de prevencdo (66, 69, 70).

Dentre os demais fatores de risco conhecidos na literatura para o desenvolvimento do
adenocarcinoma de esofago, a presenca de doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) de
longa data, ou mesmo o achado clinico de pirose, parecem estar implicados em um aumento
na chance do aparecimento desta neoplasia ao longo do tempo (71). No entanto, tendo em
vista 0 caréater retrospectivo do presente estudo e a dificuldade em objetivar as informacdes
referentes a este dado que puderam ser obtidas na revisdo dos prontuarios optou-se por ndo
utilizar os resultados aferidos. Da mesma forma, a obesidade, também considerada como fator
determinante de risco para o desenvolvimento de adenocarcinomas de eséfago (17, 60, 72),,
ndo foi avaliada no presente estudo. A presenca de es6fago de Barrett (metaplasia intestinal
presente no esdfago, em pacientes com DRGE cronico) (70, 73, 74), que também esta
associada com um maior risco de adenocarcinoma (17, 34, 75) fica com sua avaliacdo
prejudicada nesses pacientes tendo em vista a extensdo da doenga no momento do
diagndstico (63,2 % pacientes com estadio Il e IV), onde a mucosa com alteracGes
metaplasicas pode ser completamente englobada pela progresséo do tumor (69, 76).

O crescente diagnostico dos tumores do tipo adenocarcinoma em contrapartida a uma
estabilidade nas taxas de ocorréncia do tipo epidermoide ja vem sendo relatada ha varios anos
na literatura ocidental (17-19, 69, 70, 75). Ainda permanece controverso 0 motivo porque, em

séries ocidentais, 0 adenocarcinoma representa atualmente mais de 50% dos tumores
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primarios do es6fago, em contrapartida aos cerca de 5% que representava nos anos 70 (17,
75). Algumas das tentativas de elucidar este fato estdo centradas na diminuigédo da incidéncia
de infeccdo por Helicobacter pylori, considerado por alguns autores como fator protetor para
0 desenvolvimento de adenocarcinoma de es6fago (77), concomitante a um aumento na
prevaléncia de obesidade mdrbida (17). Apesar das altas taxas relatadas na literatura, ha
grande dificuldade em comprovar o real aumento da incidéncia do eséfago de Barrett, que
poderia ser explicada pela disseminacgdo e especificidade dos métodos de diagnostico, sem
que isso implique no aumento das taxas pré-existentes (17, 69, 75). No GCEEID/HCPA no
periodo de tempo do presente estudo (julho 1993-julho 2001), foram avaliados 379 pacientes
com carcinoma epiderméide de esdfago e 116 pacientes (23,4% casuistica total) com
adenocarcinoma de juncdo esofagogastrica.

Os tumores da jungdo esofagogastrica sdo, na sua maior parte, agrupados como uma
entidade Unica (37, 76, 78-80), ainda que esta postura seja controversa, tendo em vista
algumas caracteristicas bioldgicas e histopatoldgicas distintas ressaltadas por alguns autores
(81, 82).

Esta divisdo tem implicacdo inclusive do ponto de vista de -classificacdo
histopatologica pos-operatdria. Se for utilizada a classificacdo de Siewert para os tumores da
JEG, por exemplo, os tumores do tipo | e Il devem ser classificados (e estadiados) como
tumores de es6fago, enquanto que os tumores do tipo Il incluidos na classificagcdo TNM para
0s tumores de estdmago (64, 82-85), 0 que gera confuséo para avaliagcdo dos resultados tanto
da avaliacdo pré-operatéria quanto do estadiamento e tratamento. No presente estudo,
considerou-se 0 TNM para os tumores de es6fago no estadiamento dos pacientes. (37, 76, 78-
80), como sugerido inclusive pelo proprio idealizador da classificagdo supracitada (84).

Da mesma forma, a maior parte dos estudos disponiveis até 0 momento engloba os

tumores epiteliais do es6fago como uma doenga Unica, caracterizando os adenocarcinomas e
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carcinomas epidermoides como uma entidade clinica isolada, possivelmente com o objetivo
de poder oferecer um nimero maior de pacientes em suas casuisticas. Ainda que defendida
por alguns (86-88), esta posicdo possui diversos contestadores, que demonstram inclusive que
o tipo histoldgico pode (e deve) ser considerado com fator progndéstico isolado nos pacientes
com lesGes malignas do esbfago (82, 84, 89).

O indice de ressecabilidade nos pacientes desta série (43,1% - 50 pacientes de um
universo de 116 atendidos em 8 anos) é inferior ao de grandes séries da literatura para este
tipo de tumor, onde sdo demonstrados indices de resseccdo de até 75,5% (84). Somada a
elevada mortalidade perioperatdria precoce demonstrada na presente casuistica (8 pacientes —
17,4% dos pacientes operados com intencdo curativa), pode-se inferir que a presente série é
composta por maior quantidade de pacientes com tumores em estagios mais avangados da
doenca, com conseqliente pior progndstico e com maiores chances de complicacbes pos-
cirdrgicas, tendo em vista a extensdo da doenga.

As caracteristicas locorregionais e de envolvimento ganglionar dos adenocarcinomas
de esofago justificam a utilizacdo da abordagem transmediastinal na maioria dos casos de
tumores do tipo I e Il (85) e mesmo a abordagem apenas abdominal com extensdo da
resseccdo da gastrectomia proximal ao esofago distal nos pacientes com tumores tipo IlI,
através de uma ampla exposicdo do hiato esofagico e do mediastino (82-84). Esta conduta
estd centrada no fato de que, em sua imensa maioria, estas lesdes possuem disseminacao
metastatica ganglionar para o mediastino posterior inferior, a regido justa-cardica e pela
pequena curvatura gastrica até o tronco celiaco, areas facilmente abordadas pelas técnicas
supracitadas (84, 85).

Os dados referentes a classificagdo de Siewert demonstram que a porcentagem de
tumores neste estudo se dividiu da seguinte maneira: tipo | - 7 casos (18,4%); tipo Il — 17

casos (44,7%) e tipo 11l — 14 casos (36,8%), diferente em relacdo aos dados da maior série
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mundial (82), com cerca de 1000 pacientes, que demonstra 36% de tumores do tipo I, 27% de
tumores do tipo 1l e 37% tumores do tipo I1l. A menor ocorréncia de tumores do tipo I nesta
casuistica pode estar relacionada ao fato de, com a detec¢do mais tardia dos tumores (63,2 %
pacientes com estadio 111 e 1V) do que na serie correlata (cerca de 37% estadio Il e 1V), a
diferenciacdo clinica entre os tumores do tipo | e Il esteja prejudicada pela extensdo
locorregional da doenca.

Diversos tém sido os esforcos de determinar marcadores bioldgicos que possam
influenciar a progressdo do esdfago de Barrett na seqiéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma de es6fago. O TP53 parece estar implicado de forma importante neste
processo (34, 69, 90-93). Tendo em vista sua capacidade de “monitorar” a integridade do
genoma, o TP53 é considerado por diversos autores como um “guardidao da molécula”, e em
condicBes normais é ativado para regular negativamente a proliferacdo celular na transicao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular, sendo denominado de TP53 normal ou selvagem (27,
90). MutagGes que ocorram no TP53 facilitam a instabilidade genémica e podem propiciar o
aparecimento de linhagens celulares com defeitos importante em seu contetdo nuclear e
consequente imortalidade, levando a formacdo de tumores. (26, 27, 90) A perda da funcdo de
supressdo pode ocorrer por mutagdo, rearranjo cromossomico, ndo-disjuncdo, conversdo
génica, impressdo ou recombina¢do mitdtica. A interacdo com outras proteinas celulares ou
oncoproteinas virais também pode neutralizar esta atividade supressora (26, 27).

Os principais métodos atualmente disponiveis para a determinacdo da expressao da
proteina p53 sdo a imuno-histoquimica e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Apesar de
mais sensivel e especifica que a imuno-histoquimica para a identificacdo de anormalidades do
TP53, a PCR possui uma utilizacdo clinica pouco pratica, embora seja usada de forma
rotineira na pesquisa em biologia molecular (26, 37). A técnica de imuno-histoquimica é facil,

barata e pode ser executada em qualquer laboratério de patologia, 0 que justifica seu uso em
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larga escala na literatura (11, 28, 39). Esta técnica tem como objetivo detectar alteracdes
fenotipicas da expressdo da proteina p53. Em condi¢Ges normais, a proteina p53 selvagem
possui uma meia-vida curta, ndo sendo possivel sua deteccdo através da imunoprecipitacéo.
No entanto, quando ocorrem mutac6es no gene TP53, pode ocorrer um aumento na meia-vida
da proteina para até 6 horas, permitindo sua identificacdo por imuno-histoquimica (26, 27).
Sua utilizacdo deve ser vista com cautela, uma vez que a auséncia de expressdo da proteina
p53 ndo necessariamente exclui a existéncia de mutagdes (26, 27). Por exemplo, tumores com
delecéo de ambos os alelos do gene p53 podem ser classificados como negativos juntamente
com tumores sem expressdo da proteina p53 (26). Além disso, alguns tipos de virus (alguns
adenovirus, papilomavirus) podem causar alteracdes na estabilidade da proteina p53,
permitindo que ela possa ser detectada pela imuno-histoquimica e levando a resultados falso-
positivos (26). Para alguns autores, uma outra limitacdo importante da técnica é a dificuldade
de reproduzir a avaliacdo entre diferentes patologistas (32), fato que ndo foi observado na
presente casuistica, onde a concordancia entre o0s patologistas foi bastante elevada,
confirmado pelo elevado valor obtido no teste de Kappa, demonstrando grande concordancia
entre os diagnosticos efetuados.

Alteracfes no gene TP53 sdo detectadas em 36 a 80% dos pacientes com cancer de
esdfago e parecem ocorrer precocemente na génese tumoral esofagica, estando presente da
displasia ao carcinoma e da metaplasia no eséfago de Barrett ao adenocarcinoma. (33, 34, 94,
95). No entanto, grande parte das casuisticas ainda ndo divide os pacientes em subgrupos
conforme o tipo histoldgico, impedindo que haja um consenso sobre o real papel do TP53 nos
adenocarcinomas de esofago (23, 30, 33-39). A prevaléncia da expressao da proteina p53 na
presente série (57,2%) € concordante com os achados da literatura.

No presente estudo, ndo foi demonstrada correlacdo da proteina p53 determinada por

analise imuno-histoquimica com alteracdo na sobrevida a longo prazo. Embora alguns estudos
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apontem que esta expressao tenha valor prognostico, seu real papel nos adenocarcinomas de
esdfago ainda ndo esta definido (30, 34). Levando-se em conta que ndo ocorre expressao da
proteina p53 em todos os pacientes com adenocarcinoma de esdfago, pode-se inferir a atuacéo
de mecanismos diversos ao TP53 na génese destes tumores (25, 30, 37, 92, 96), como por
exemplo a perda de funcdo dos genes pl16, pRB e ciclina D1, que também podem levar ao
dano ao DNA na fase G1 do ciclo celular (97-99).

A expressdo da proteina p53 ndo se correlacionou com a maior invasdo do tumor,
levando em conta a classificacdo TNM, indicando que, na presente série, a alteracdo do gene
TP53 ndo apresenta diferenca estatisticamente significativa nesses estagios. Esta expressao
estd relatada como ocorrendo em estagios precoces (I) e possivelmente aumentando em
estagios mais avancados (1V) da doenca (28, 37, 98), estando inclusive presente em alteraces
pré-malignas (33, 34, 37, 97-99). A expressdo da proteina p53 nao foi um fator prognostico
independente em pacientes com adenocarcinoma nem se correlacionou com as demais
caracteristicas clinicopatolégicas. No presente estudo, a expressdo da proteina p53 também
ndo esteve correlacionada com pior progndstico, tanto apds analise univariada quanto
multivariada ajustada pelo modelo de regressdo de azares proporcionais de Cox para as
variaveis profundidade de invasdo do tumor, presenca de linfonodos comprometidos,
estadiamento cirurgico, grau de diferenciacdo tumoral e classificacdo de Siewert.

Os tumores solidos podem receber afluxo de nutrientes até cerca de 1 a 2mm de
didmetro por mecanismos de difusdo. Apos este volume celular, é fundamental que ocorra a
formacdo de neovasos para a sua progressao (42, 100-102). Dentre as proteinas envolvidas na
formacdo de novos vasos sanguiineos nos diferentes tipos de tumores, um dos mais estudados
é o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (103,104).

O VEGF ¢é um mitégeno especifico da proliferacdo das células endoteliais, sendo

produzido durante a embriogénese e durante a vida adulta em processos fisioldgicos do
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desenvolvimento e de reparo tecidual (embriogénese, ciclo menstrual, hipertrofia muscular
secundaria ao exercicio), determinando o crescimento de novos vasos sangilineos e 0 aumento
da permeabilidade microvascular. Em situacdes patoldgicas, a expressao do VEGF parece ser
maior nas regifes do tumor adjacentes a areas necroticas (avasculares), consistente com a
possibilidade de que a angiogénese tumoral possa ser induzida, pelo menos em parte, pela
hipoxia (42, 105), que parece ser seu principal estimulo (42, 59, 106, 107). O VEGF é
considerado o parametro mais importante dentre os marcadores de angiogénese (42).

No presente estudo a expressdo do VEGF foi demonstrada em 47,8 % dos pacientes
com adenocarcinoma de esb6fago, consistente com os achados da literatura (48-55). Esta
expressdo ndo se correlacionou com nenhuma das variaveis clinicopatoldgicas estudadas.

A maior parte dos estudos disponiveis sobre o efeito progndstico da expressdo do
VEGF em pacientes com tumores de esdfago contempla pacientes com carcinoma
epidermoide de esdfago (48, 50, 51, 53, 54, 58). Nestes estudos, permanece controverso o
papel do VEGF no progndstico destes pacientes. Poucos estudos estdo disponiveis na
literatura avaliando o progndstico dos pacientes com adenocarcinoma de es6fago nos quais a
deteccdo do VEGF por imuno-histoquimica pode ser demonstrada (47, 49). Também nestes
pacientes ndo é possivel obter-se um consenso em relagdo ao verdadeiro fator prognéstico da
expressdo do VEGF. No presente estudo a expressdo do VEGF ndo esteve associada com
alteracdo do prognoéstico a longo prazo, tanto na analise univariada como na analise
multivariada ajustada para a profundidade de invasdo do tumor, presenca de linfonodos
comprometidos, estadiamento cirdrgico, grau de diferenciacdo tumoral e classificacdo de
Siewert.

Em um estudo realizado com pacientes com adenocarcinoma de esofago que avaliou a
expressdo do VEGF e sua correlagdo com o progndstico (47), a vascularizagcdo do tumor foi

mais pronunciada em estagios mais precoces e se correlacionou com uma melhor sobrevida.
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No entanto, neste estudo, quando foram excluidos os pacientes com tumores superficiais (que
representavam cerca de 30% dos pacientes da amostra), a vascularizacdo ndo apresentou valor
prognostico, e apesar da vascularizacao estar correlacionada com a expressao do VEGF, nao
houve significancia progndéstica global. Conclui-se com estes dados que a angiogénese é
marcada nas lesdes pré-malignas e nos carcinomas precoces, sendo um evento precoce na
progressdo neoplésica (108) e que nos estadgios mais avangados possivelmente os fatores
progndsticos estabelecidos (grau de invasdo na parede esoféagica, presenca de linfonodos
comprometidos, grau de diferenciacdo tumoral, presenca de metéastases a distancia) sejam
mais importantes do que a angiogénese isoladamente na determinagdo do progndstico (54,
103, 109, 110). Como demonstrado acima, é imprescindivel considerar o grupo de pacientes
estudados para real avaliacdo dos resultados.

Quando o grupo estudado é formado por pacientes em estadgios mais precoces e que
consequentemente apresentardo um seguimento maior, a diferenga entre as curvas de
sobrevida a longo prazo provavelmente sera maior, determinando-se entdo o seu valor
prognostico. A expressdo do VEGF parece ser Util em pacientes nestes estagios iniciais da
doenga (111). Uma postura a ser adotada nestes casos seria a utilizagdo de um tratamento
mais agressivo (neo-adjuvante, por exemplo), em pacientes VEGF positivos, ja que eles mais
precocemente poderiam apresentar metastases e conseqlientemente pior progndstico (54, 112-
114).

O desenvolvimento e crescimento tumoral em estigios tardios (como na presente
série) parece ser independente do VEGF, enquanto que o evento metastatico inicial pode ser
VEGF-dependente ou no minimo estar correlacionado a este fator (111). Nos estagios mais
tardios as manifestacdes angiogénicas sdo menos pronunciadas (47, 103, 108), e por isso
talvez sua influéncia no prognostico dos pacientes ndo possa ser demonstrada em séries com

grande nimero de pacientes em estagios avancados da doenga.

40



Evidéncias clinicas e experimentais tem sugerido um papel importante do TP53 na
regulacao da expressao do VEGF (50, 61). A expressao da proteina p53 estaria associada com
um aumento na producdo do VEGF (59, 60, 62), ainda que estudos recentes especificamente
relacionados ao carcinoma (sem distin¢ao de tipo histoldgico) de eséfago ndo tenham logrado
sucesso em demonstrar tal associagdo (52, 54, 56). A co-expressdo destas proteinas estaria
associada com um pior prognostico para os pacientes (50, 52).

No presente estudo a co-expressdao entre a proteina p53 e o VEGF detectados por
imuno-histoquimica esteve presente em 12 pacientes (26% dos casos), e esta associa¢do ndo
esteve correlacionada com pior prognoéstico ou com a presenca de caracteristicas

clinicopatoldgicas distintas nos grupos com e sem a expressao das proteinas em estudo.
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7. Conclustes

1. A proteina p53 esteve expressa em 24 pacientes (52,2%). Sua expressdo nao esteve

relacionada com pior prognostico em pacientes com adenocarcinoma de esdfago submetidos a

cirurgia com intengéo curativa na presente amostra.

2. O VEGF esteve expresso em 22 pacientes (47,2%). N&o houve relacdo entre a expressao

deste fator determinada por imuno-histoquimica e a sobrevida a longo prazo destes pacientes.

3. A associacdo entre a co-expressao da proteina p53 determinada por analise imuno-

histoquimica e 0 VEGF ndo apresentou, no presente estudo, correlacdo com o prognostico.
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8. Perspectivas

A tentativa de definir marcadores biologicos que possam predizer o prognostico dos
pacientes ou mesmo a sua possibilidade de resposta a tratamentos adjuvantes € extremamente
interessante (115), pois permite definir situacfes nas quais uma conduta mais agressiva €
indicada ou deve ser evitada.

Quando tenta-se definir um marcador de progressdo neopléasica para uso clinico,
quatro passos devem ser respeitados (34): a selecdo do marcador apropriado em material
clinicamente acessivel, a validagcdo deste marcador em relacdo a progressao conhecida da
doenca, o0 estabelecimento de critérios quantitativos para determinar a presenca ou auséncia
deste marcador, e a determinagdo do valor preditivo do mesmo em estudos prospectivos
(116).

Os marcadores do presente estudo estdo no Gltimo estagio de sua validacdo para uso
clinico.

Se for considerada a expressdo da proteina p53 como um evento precoce na
progressdo neoplésica do esdfago de Barrett ao adenocarcinoma (34, 76, 91, 92, 98, 117), os
esforgos no futuro deveriam ser concentrados na tentativa de elucidar se a sua expressdo em
pacientes com Barrett estd associada com uma maior chance de desenvolvimento de
adenocarcinoma ou com um pior progndstico dos pacientes.

Para 0 VEGF a situacdo é semelhante. Tendo em vista que a expressdao do VEGF
aumenta conforme a progresséo da doenca na sequiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma
(118), estando expresso em menor frequéncia nas lesbes metaplasicas e sendo
progressivamente mais frequente nas displasias e no adenocarcinoma (119), sua deteccdo em
estagios mais precoces podera ser definitivamente comprovada como tendo efeito (ou ndo) na

evolucéo desta doenca.
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A possibilidade de deteccdo do VEGF no sangue ou outros fluidos corporais dos
pacientes demonstra um grande nimero de oportunidades futuras para tentar definir pacientes
com um perfil angiogénico adequado a utilizacdo de drogas que possam bloquear este
processo e aumentar a eficacia dos tratamentos atualmente disponiveis, como ja demonstrado

em alguns estudos preliminares (120-124).
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RESUMO. O progndstico dos pacientes com adenocarcinoma de es6fago € bastante
prejudicado pelo seu diagndstico tardio. Na tentativa de determinar fatores que possam alterar
0 prognostico destes pacientes, o0 estudo da biologia molecular tem recebido grande
importancia. As mutacfes no gene de supressdo tumoral TP53 estdo entre as anormalidades
genéticas mais comuns encontradas numa ampla variedade de tumores. A angiogénese &
essencial para o crescimento e a metastatizacdo de tumores sélidos. O Fator de Crescimento
do Endotélio Vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), um fator de crescimento
identificado recentemente com propriedades angiogénicas significativas, pode ser um
importante regulador desta angiogénese tumoral. A associacdo entre as expressdes da proteina
p53 e do VEGF e o prognostico tem sido pouco estudada. Foram avaliados 46 pacientes com
adenocarcinoma de eso6fago submetidos a cirurgia de resseccdo com intencdo curativa. As
expressdes da proteina p53 e do VEGF foram observadas por analise imuno-histogimica em
52,2% e 47,8% dos tumores, respectivamente. As expressdes da proteina p53 e do VEGF
coincidiram em 26% dos casos, e ndo foi encontrada correlagdo entre essa expressdo. Nenhum
dos fatores clinicopatoldgicos se correlacionou significativamente com as expressdes da
proteina p53 ou do VEGF. Néo houve associacao significativa entre as expressdes da proteina
p53 e do VEGF e sobrevida a longo prazo. No presente estudo, a expressao da proteina p53 e
do VEGF, embora em porcentagem similar & da literatura, ndo se correlacionou com o
prognéstico em pacientes com adenocarcinoma de es6fago submetidos a cirurgia com

intencéo curativa.

Palavras-chave: esf6fago, adenocarcinoma, progndstico, marcadores tumorais, p53, VEGF,

sobrevida.
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ABSTRACT
Immunohistochemical evaluation for p53 and VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor) is not prognostic for long term survival in end stage esophageal adenocarcinoma

The prognosis of patients with esophageal adenocarcinoma is negatively influenced by late
diagnosis. In an attempt to determine the factors that might improve the prognosis of these
patients, molecular biology has been of great importance. P53 tumor suppressor gene
mutations are one of the most frequent genetic disorders found in a wide variety of tumors.
Angiogenesis is essential for the growth and metastatic spread of solid tumors. The Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), a recently identified factor with remarkable angiogenic
properties, may play a central regulatory role in tumor angiogenesis. The association between
p53 protein and VEGF expressions and prognosis has been underinvestigated. Forty-six
patients with esophageal adenocarcinoma, submitted to curative resection, were studied. The
expressions of p53 protein and VEGF were assessed by immunohistochemistry in 52.2% and
47.8% of tumors, respectively. P53 protein and VEGF expressions coincided in 26% of the
cases, and no correlation between these expressions was observed. None of the
clinicopathological factors showed a significant correlation with p53 protein or VEGF
expressions. There was no significant association between p53 protein and VEGF expressions
and long-term survival. In the present study, the expression of p53 protein and VEGF, albeit
similar to the one reported in the literature, did not correlate with prognosis in esophageal

adenocarcinoma patients submitted to curative resection.
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Introducéo

O céncer de esdfago é uma das neoplasias malignas mais devastadoras do trato
gastrointestinal. O diagnostico tardio, associado ao comportamento bioldgico agressivo,
implica em progndstico sombrio para os portadores desta doenca (1).

A possibilidade de se definir pardmetros que auxiliem a predizer a agressividade
bioldgica e o comportamento destes tumores se faz imperativa, na tentativa de definir quais os
pacientes devem ser considerados para abordagem cirdrgica com intencdo curativa,
acompanhada ou ndo de tratamentos complementares (como quimio e radioterapia), e 0s
pacientes que ndo apresentardo beneficio em uma abordagem agressiva tendo em vista a
auséncia de resposta a tratamentos neoadjuvantes ou complementares (2, 3).

O estudo da biologia molecular tem demonstrado que grande parte dos tumores
malignos resulta da interacdo entre 0 componente hereditéario e influéncias externas, que em
individuos predispostos podem ocasionar alteracfes genéticas que influenciem o controle da
diferenciacéo e crescimento celular.

O gene TP53 esta localizado no brago curto do cromossomo 17, estando incluido no
grupo dos genes supressores de tumores. Perdas alélicas envolvendo esse gene estdo
associadas com formas mutantes do gene. Estas mutacfes estdo entre as alteracfes genéticas
mais frequentes nos tumores malignos em geral (4). Cerca de metade dos tumores de célon,
estbmago, pulmao, mama, figado, cérebro e tecidos reticuloendotelial e hematopoiético
contém alteracBes no cddigo do gene TP53, demonstrando que a inativacdo do gene supressor
TP53 é passo quase universal no desenvolvimento de cancer em humanos (4-6).

Analisando os carcinomas de esofago especificamente, alteracdes no gene TP53 séo

detectadas em 36 a 80% dos casos e parecem ocorrer precocemente na génese tumoral,
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estando presentes da displasia ao carcinoma e da metaplasia de Barrett ao adenocarcinoma (3,
4,7,8).

Em condicdes fisiologicas normais, a formacao de novos capilares sangliineos a partir
de vasos pré-existentes (denonimada de angiogénese), € um processo fundamental no
desenvolvimento e na homeostasia. Ocorre durante a embriogénese, ciclos menstruais
intensos e, por ser importante mecanismo de reparo, esta presente em funcgdes regenerativas e
apos exercicio fisico intenso, lesdes nervosas, na cicatrizagdo das feridas e no crescimento
0sseo. Nessas situacdes, possui um carater autolimitado e controlado, através da presenca de
fatores que tem um efeito angiogénico positivo contrapostos contra fatores com efeito
angiogénico negativo (9, 10).

Possui um papel essencial no desenvolvimento de tumores sélidos, tendo em vista que
a partir de um determinado tamanho, novos vasos sd@o fundamentais para o0 seu crescimento,
podendo inclusive contribuir para que ocorra o desenvolvimento de metéstases a distancia
através da disseminacdo de células que se desprendem do tumor através dos neovasos (11).

O VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) é secretado pelas células
tumorais e estimula o crescimento das células endoteliais, normalmente em resposta a
estimulos externos como hipoxia ou substancias secretadas pelo organismo. Nos pacientes
com tumores de esdfago em geral, sua expresséo foi demonstrada em 31-60% dos casos (12-
19). Poucos estudos existem correlacionando a expressdo do VEGF e o prognostico em
pacientes com carcinoma de es6fago, e a sua maioria possui pacientes com o tipo
epidermoide. Os resultados disponiveis até 0 momento s&o conflitantes (12-19).

O gene TP53 parece ter papel fundamental no desenvolvimento e progressao tumoral
através da regulacdo da expressdéo do VEGF, ainda que por um mecanismo nao
completamente entendido (20, 21). As evidéncias atuais sugerem uma atuacdo via aumento da

expressdo do RNAm do VEGF através da perda da fungdo supressora do gene TP53 (10, 22).
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Existem poucos estudos avaliando esta co-expressdo em pacientes com carcinoma de
esdfago, e a sua maioria utiliza o tipo histoldgico epidermoide, com resultados ainda
conflitantes em relacdo a sua possibilidade de uso como fator progndéstico independente. (50-
52,56). Ainda ndo esta clara esta relagédo, e se ela realmente existe de forma direta, mas é
possivel que a co-expressao proteina pS3/VEGF determinada por imuno-histoquimica tenha
um papel importante no entendimento da angiogénese e no desenvolvimento metastatico,

podendo no futuro se apresentar como fator progndstico (17, 23).
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Pacientes e Métodos
Casuistica

Todos os pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de es6fago atendidos no
Ambulatério do Grupo de Cirurgia de Eséfago, Estdmago e Intestino Delgado (GCEEID) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de Julho de 1993 a Julho de 2001,
submetidos a cirurgia de ressec¢cdo com intencdo curativa foram avaliados prospectivamente
através de um protocolo previamente descrito (24, 25). Foram excluidos os pacientes com
mortalidade pds-operatoria precoce, considerada como morte até 30 dias da cirurgia ou até a
alta hospitalar, historia ou presenca de outra neoplasia maligna concomitante, tratamento
neoadjuvante (quimioterapia e/ou radioterapia), resseccdo incompleta (margens cirdrgicas
comprometidas) e pacientes em que nao foi possivel localizar o bloco de parafina.

O delineamento utilizado foi de uma coorte historica, considerando-se o tempo zero
como o tratamento cirdrgico. Foram utilizadas variaveis demogréficas como idade, sexo,
tabagismo, etilismo, classificacdo de Siewert (altura da lesdo em relagdo a juncgdo
esofagogastrica) (26), tipos de cirurgia de resseccao realizadas, mortalidade pds-operatéria
precoce e a sobrevida dos pacientes apds o inicio do tratamento. Na analise histopatoldgica,
considerou-se o grau de diferenciacdo histoldgica; a profundidade de penetragdo do tumor na
parede esofagica, o comprometimento linfonodal e o estadiamento patolégico (TNM-UICC)
(25). As varidveis principais em estudo foram a expressdo da proteina p53 mutante e do
VEGF , comparando-se 0s grupos onde esta expressdo esteve presente, considerados com
positivos (+) ou ausente, considerados como negativos (-) em relacdo as variaveis sécio-
demograficas citadas.

O desfecho considerado foi o 6bito decorrente do adenocarcinoma de esdfago ou
situacdo de vida até 12/2002. Os pacientes que morreram por causa diversa do cancer de

esdfago ou que tiveram o seguimento perdido foram censurados. As informacgdes a respeito da
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sobrevida dos pacientes foram obtidas a partir do prontuario médico e do acompanhamento

ambulatorial e hospitalar dos pacientes tratados, além de telefonemas e correspondéncias.

Analise anatomo-patoldgica e preparacao tecidual

A andlise da peca cirurgica incluiu a determinacdo da profundidade de penetracdo do
tumor na parede esofagica e o comprometimento das margens cirdrgicas, do
comprometimento ganglionar, dos limites cirurgicos (proximal, distal e circunferencial) e do
grau de diferenciacdo histoldgica. O estagio histopatoldgico da doenca (pTNM) foi definido
de acordo com o estabelecido pela Unido Internacional Contra o Céncer (UICC) (25). As
pecas cirdrgicas ressecadas foram fixadas em formalina a 10% e embebidas em parafina,
conforme rotina do servico de patologia do HCPA na época do procedimento. Cortes de 4
micrémetros de espessura foram feitos nos blocos de parafina, sendo posteriormente

montados em laminas de vidro.

Anticorpos e reagentes

Para a identificacdo da proteina p53 foi utilizado o anticorpo monoclonal de
camundongo DO-7 (Pab 1801, Sigma Biosciences, St Louis, MO, USA). O DO-7 reconhece
tanto a forma selvagem como a forma mutante da proteina p53, mas dada a meia-vida
extremamente curta da forma selvagem, a coloracdo do ndcleo da célula tumoral sugere o
acumulo anormal da forma mutante.

O anticorpo policlonal de coelho A-20 reconhece o VEGF (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA). Este é produzido contra um epiteto aminoterminal do VEGF

humano, mapeando os residuos 1-20 e reconhecendo as variantes 165, 189 e 121 do VEGF.
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Técnica de imuno-histoquimica

As amostras de tecido tumoral foram processadas para expressdo da proteina p53 e
para expressdo do VEGF por técnica de imuno-histoquimica de rotina do Servico de Patologia
do HCPA usando os anticorpos primarios anteriormente descritos.

A técnica consiste em apds desparafinizacdo e reidratacdo, recuperacdo antigénica,
inativacdo da atividade da peroxidase endogena e blogqueio das reacdes inespecificas, 0s cortes
foram encubados por 12 horas (“overnight") a 4°C com uma solucéo diluida dos anticorpos
primarios a 1:100 para a proteina p53 e 1:400 para o VEGF. A localizagdo dos anticorpos
primarios foi alcancada pela aplicacdo subseqiiente do complexo estreptavidina-biotina
peroxidase (LSAB, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) e a revelagdo com a utilizagéo
do diaminobenzidina tetraidroclorido (Kit DAB, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA).
Todas as reacGes foram executadas com controles positivos (cancer de mama para a expressao

da proteina p53 e tecido placentario para a expressao do VEGF).

Determinagdo imuno-histoquimica das expressdes da proteina p53 e do VEGF

Os tumores foram considerados positivos para a expressao da proteina p53 se mais de
10% dos nucleos das células tumorais estivessem corados em marrom (p53 positivos ou
p53+). O bloqueio com soro normal e a auséncia do anticorpo primario foram usados como
controles negativos (27, 28).

A expressdo do VEGF foi caracterizada como positiva ou negativa de acordo com a
quantidade e a intensidade de células tumorais com citoplasma corado. Se mais do que 30%
das células tumorais foram coradas (marrom) mais intensamente do que as células musculares
lisas no tecido esofagico adjacente normal, os tumores foram considerados positivos (VEGF
positivos ou VEGF+). O musculo liso das camadas muscular propria ou muscular da mucosa

serviu como controle interno positivo, ja que as células musculares lisas também expressam o
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VEGF (13, 14, 19, 29).

As laminas foram examinadas por dois investigadores sem conhecimento das
informacdes clinicas e histopatologicas. Foi realizado o teste de kappa para controle da
concordancia interobservador.

Os casos com escore discrepante foram reexaminados em conjunto numa segunda

ocasido, e a concordancia foi alcangada.

Avaliacdo da co-expressao da proteina p53 e do VEGF

Os casos foram divididos em trés grupos baseados na determinacdo imuno-
histoquimica da proteina p53 e do VEGF. Os pacientes p53 positivos e VEGF positivos foram
categorizados como Grupo A, os pacientes VEGF positivos e p53 negativos ou VEGF
negativos e p53 positivos como Grupo B e o0s pacientes com reagcfes negativas para ambos

proteina p53 e VEGF como Grupo C.

Etica

Tendo em vista que o presente estudo foi parte integrante do protocolo de atendimento
aos pacientes com adenocarcionoma de es6fago atendidos no GCEEID/HCPA, que ja possuia
aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagio (GPPG)
do HCPA e que nenhuma intervencdo experimental foi realizada nos pacientes, pode-se
eximir do pesquisador a necessidade do termo de consentimento poés-informacgdo. Os
pesquisadores se comprometeram a explicar ao paciente ou aos familiares a importancia das
informacdes obtidas e a ndo revelar os resultados da pesquisa de forma individual/nominal. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagio

do HCPA sob o nimero 03-100: Determinacdo de Fatores Progndsticos em Adenocarcinoma
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do Esbfago: Avaliacdo da Expressdo da Proteina p53 e do VEGF (Fator de Crescimento do

Endotélio Vascular).

Anélise estatistica

A correlacdo entre a expressdo da proteina p53, a expressdo do VEGF e as caracteristicas
clinicopatolégicas foram examinadas pelo teste “t” para as varidveis continuas e do teste do
qui-quadrado para as varidveis categoricas. Quando necessario, o teste exato de Fisher foi
utilizado. Para o controle da concordancia interobservador foi utilizado o teste de Kappa. A
analise da sobrevida da coorte foi feita pelo método produto-limite ou Kaplan-Meier. O
impacto de cada fator prognéstico na sobrevida foi testado pelo “log rank test” (analise
univariada). O modelo de regressao de azares proporcionais de Cox (analise multivariada) foi
aplicado para as variaveis selecionadas para identificar uma combinacdo de fatores
progndsticos ou o efeito independente de fatores progndsticos individuais sobre a sobrevida a
longo prazo. O nivel de significancia considerado foi de 5%. O programa SPSS (Statistical

Package for Social Sciences) para Windows, versao 8.0, foi utilizado para a analise estatistica.
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Resultados:

No periodo de julho de 1993 a julho de 2001 foram atendidos no GCEEID/HCPA 116
pacientes com diagnostico de adenocarcinoma de es6fago. Destes pacientes, 50 (43,1%)
foram submetidos a cirurgia com intencdo curativa apds a avaliacdo pré-operatéria
previamente descrita. Em 4 casos ndo foi possivel a localizacdo dos blocos de parafina para
realizacdo do estudo imuno-histoquimico, resultando em uma amostra de 46 pacientes.

Destes 46 pacientes, 8 (17,4%) foram excluidos do estudo de sobrevida por evoluirem
para Obito durante a internacdo (mortalidade pds-operatéria precoce), sendo considerados
apenas para o estudo de prevaléncia.

Dos 46 pacientes estudados, 24 (52,2%) apresentaram positividade para a proteina p53
conforme a analise imuno-histoquimica. Em relacdo ao VEGF, 22 pacientes (47,8%) foram
considerados como apresentando anticorpos positivos para esta proteina.

Quando sdo excluidos os pacientes com mortalidade operatéria precoce, obtém-se um
resultado de 20 (52,6%) pacientes considerados p53+ e 19 (50%) considerados VEGF
positivos.

Considerando apenas os pacientes incluidos no estudo de sobrevida, a idade média foi
de 60,6 anos (variando de 36,6 a 78), sendo 30 pacientes do sexo masculino (78,9%), sem sua
maioria tabagistas (29 casos, 76,3%). O alcoolismo esteve presente em 47,4 % dos pacientes
estudados (18 casos). A cirurgia mais realizada foi a esofagectomia, em 20 casos (52,6%),
sendo na maior parte das vezes o procedimento completado pela via transhiatal (19 casos),
reservando-se a gastrectomia total com esofagectomia distal para os 18 casos restantes. Esta
foi a amostra utilizada para o estudo de sobrevida, constituida de 38 pacientes, caracterizados

conforme demonstra a tabela 1 abaixo.
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Né&o foi demonstrada no presente estudo correlacao estatisticamente significativa entre
as expressdes da proteina p53 e do VEGF e as variaveis idade, sexo, tabagismo, alcoolismo,
classificacdo de Siewert, tipo de cirurgia realizada, grau de diferenciacdo histologica,
penetracdo da lesdo na parede esoféagica (T), comprometimento linfonodal (N), presenca de
metéstases a distancia (M) e o estadiamento anatomopatologico. (Tabela 1)

A concordancia interobservador foi testada através da utilizacdo do teste de Kappa,
que apresentou um valor de Kappa=0,912, com uma significancia estatistica para um
p<0,0001 quando levada em conta a analise da expressao da proteina p53 pelo exame imuno-
histoquimico, demonstrando uma concordancia bastante elevada entre os dois observadores
alocados para o presente estudo. As discordancias presentes foram avaliadas através de uma

reunidao de consenso para que o diagnostico definitivo fosse firmado.
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Tabela 1 — Correlacéo entre a positividade para imuno-histoquimica da proteina p53 e do

VEGF e variaveis clinicopatoldgicas

Variavel p53+ p53- p VEGF+ VEGF- p
n 20 18 19 19
Idade Média 59,1 62,45 0,357 60,62 60,78 0,592
DP 8,93 1291 9,25 12,73
Sexo Masculino 17 (85) 13(72,2) 0,438 16 (84,2) 14 (73,7) 0,693
Tabagismo 15(75) 14(778) 1 15(789) 14(73,7) 1
Alcool 10 (50) 8 (44,4) 0,757 11(57,9) 7(36,8) 0,330
Siewert* Tipo | 4(20) 3(16,7) 4(21,1) 3(15,8)
Tipo Il 9(45) 8(44,4) 0,953 8(42,1) 9(47,4) 0,904
Tipo 111 7(35) 7(38,9 7(36,8) 7(36,8)
Cirurgia Esofagectomia 9 (45) 11 (61,2) 0,352 8(42,1) 12 (63,2) 0,330
Gastrectomia 11 (55) 7 (38,8) 11 (57,9) 7 (36,8)
Diferenciacdo Bem 1(55) 5(27,8) 4(21,1) 2(10,5)
Moderadamente 8 (40) 4 (22,2) 0,128 7(36,8) 5(16,3) 0,407
Pouco 11 (55) 9 (50) 8(42,1) 12 (63,2)
Indiferenciado 0 0 0 0
T ** T1 2 (10) 4(22,2) 4(21,1) 2(10,5)
T2 3(15) 3(16,7) 0,721 4(21,1) 2(10,5 0,122
T3 8 (40) 5(27,8) 3(15,8) 10 (52,6)
T4 7(35) 6(33,3) 8(42,1) 5(26,3)
N ** NO 10 (50) 8(44,4) 0,757 10(52,6) 8(42,1) 0,746
N1 10 (50) 10 (55,6) 9(47,4) 11(57,9
M ** MO 18(90) 16(88,9) 1 17(89,5) 17(89,5) 1
M1 2(10) 1(11,1) 2(10,5) 1(10,5)
Estadiamento | 2 (10) 3(16,7) 3(15,8) 2(10,5)
*k I 4(20) 5(27,8) 0,472 6(31,6) 3(15,7) 0,462
11 12 (60) 8 (44,4) 8(42,1) 12(63,2)
v 2(10) 2(11,1) 2(10,5) 2(10,6)

n=numero de pacientes. DP=Desvio-padrdo. Dados apresentados como n(porcentagem)

*Siewert= Classificacdo de Siewert para 0 Adenocarcinoma do Cardia (64)
Tipo I: adenocarcinoma do es6fago distal

Tipo Il: adenocarcinoma do epitélio do cardia ou segmentos curtos com Ml na JEG

Tipo I11: adenocarcinoma géstrico subcardico com infiltragdo da JEG e esodfago distal

** Estadiamento UICC (referéncia 25)
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O tempo médio de seguimento foi de 31,5 meses (2-120 meses, DP= 28,3 meses). A
sobrevida média foi de 70,4 meses (IC=51,9 - 88,5; EP=9,4). Dos 38 pacientes estudados, 15
(39,4%) apresentaram o desfecho 6bito no periodo de seguimento determinado.

A expressdo da proteina p53 determinada pela imuno-histoquimica demonstrou que a
sobrevida média dos pacientes positivos para esta condi¢do (p53+) foi de 58,1 meses (IC=
40,4 - 75,7; EP=9), enquanto que para 0s pacientes onde a reagdo se mostrou negativa obteve
média de 63,22 meses (1C=34,3 - 92,1, EP= 14,7). Esta diferenca ndo apresentou significancia

estatistica (p=0,9153)

Figura 1 - Curva de sobrevida de acordo com a expressao da proteina p53
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Os pacientes que expressaram o VEGF na analise imunohistoquimica (VEGF+)

apresentaram uma sobrevida média de 72 meses (IC= 53,5 - 90,5; EP=9), enquanto que para
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0s pacientes onde a reagcdo se mostrou negativa (VEGF-) a média foi de 53,5 meses (IC=
27,5-79,4; EP= 13,2). Ndo ha diferenca estatistica entre os grupos estudados (p=0,0615),

conforme demonstrado na figura 2.

Figura 2 - Curva de sobrevida de acordo com a expressdo do VEGF
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Para avaliar a possibilidade de que a co-expressdo da proteina p53 e do VEGF pudesse
alterar o progndstico dos pacientes com adenocarcinoma do eséfago foram criados 3 grupos:
Grupo A, para 0s pacientes com expressdo positiva das duas varidveis (p53+ e VEGF+);
Grupo B, em que pelo menos uma das variaveis era considerada positiva (p53+ e VEGF- ou
p53- e VEGF+) e Grupo C, onde ambas ndo foram detectadas (p53- e VEGF-). A sobrevida
média para os pacientes do grupo A foi de 75,7 meses (IC=55,9 - 95,5; EP=10), para o0 grupo
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B foi de 48,01 meses (IC= 27,3 - 68,7; EP= 10,6) e para o grupo C foi de 60,2 meses (IC=
20,3 - 99,9; EP= 20,3), ndo sendo demonstrada diferenca no presente estudo ente 0s grupos

(p=0,2115), como demonstra a figura 3.

Figura 3 - Curva de Sobrevida de acordo com a co-expressdo da proteina p53 e do

VEGF
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Na tentativa de determinar a influéncia dos fatores prognoésticos considerados mais
importantes dentro do presente estudo, foram selecionados a profundidade de invasdo do
tumor (T), a presenca de linfonodos comprometidos (N), o estadiamento cirdrgico (TNM), o
grau de diferenciagdo tumoral e a classificacdo de Siewert). Nenhum destes fatores

influenciou diretamente a sobrevida, conforme demonstrado na tabela 2 abaixo.
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Tabela 2 — Anélise Multivariada dos Fatores em Estudo *

Variavel RR IC p

p53 1,429 (0,429-4,725) 0,514

VEGF 0,369 (0,095-1,436) 0,115

* Ajustado pelo modelo de regressdo de azares proporcionais de Cox para as variaveis
profundidade de invasdo do tumor, presenga de linfonodos comprometidos, estadiamento
cirdrgico, grau de diferenciagdo tumoral e classificagdo de Siewert
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Discussao:

O perfil epidemiolégico dos pacientes no presente estudo € concordante com os de
outros centros de referéncia para adenocarcinoma de es6fago no resto do mundo (30-32). A
predominancia de individuos do sexo masculino, acima dos 60 anos, tabagistas e etilistas
encontrada nesta casuistica reforca a importancia do conhecimento destes fatores de risco na
tentativa de detectar pacientes com maior chance de desenvolverem neoplasias malignas do
esdfago e de projetar estratégias de prevencdo (30, 33, 34)

Dentre os demais fatores de risco conhecidos na literatura para o desenvolvimento do
adenocarcinoma de esofago, a presenca de doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) de
longa data, ou mesmo o achado clinico de pirose, parecem estar implicados em um aumento
na chance do aparecimento desta neoplasia ao longo do tempo (35). No entanto, tendo em
vista o caréater retrospectivo do presente estudo e a dificuldade em objetivar as informacdes
referentes a este dado que puderam ser obtidas na revisdo dos prontuarios optou-se por ndo
utilizar os resultados aferidos. Da mesma forma, a obesidade, também considerada como fator
determinante de risco para o desenvolvimento de adenocarcinomas de es6fago (34, 36, 37),
ndo foi avaliada no presente estudo. A presenca de es6fago de Barrett (metaplasia intestinal
presente no esdfago, em pacientes com DRGE cronico) (34, 38, 39), que também esta
associada com um maior risco de adenocarcinoma (8, 36, 40) fica com sua avaliacdo
prejudicada nesses pacientes tendo em vista a extensdo da doenga no momento do
diagndstico (63,2 % pacientes com estadio Il e IV), onde a mucosa com alteracGes
metaplasicas pode ser completamente englobada pela progresséo do tumor (33, 41).

O crescente diagnostico dos tumores do tipo adenocarcinoma em contrapartida a uma
estabilidade nas taxas de ocorréncia do tipo epidermoide ja vem sendo relatada ha varios anos
na literatura ocidental (33, 34, 36, 40, 42-43). Ainda permanece controverso 0 motivo porque,

em séries ocidentais, o adenocarcinoma representa atualmente mais de 50% dos tumores
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primarios do es6fago, em contrapartida aos cerca de 5% que representava nos anos 70 (36,
40). Algumas das tentativas de elucidar este fato estdo centradas na diminui¢do da incidéncia
de infeccdo por Helicobacter pylori, considerado por alguns autores como fator protetor para
0 desenvolvimento de adenocarcinoma de es6fago (42), concomitante a um aumento na
prevaléncia de obesidade mdrbida (36). Apesar das altas taxas relatadas na literatura, ha
grande dificuldade em comprovar o real aumento da incidéncia do eséfago de Barrett, que
poderia ser explicada pela disseminacgdo e especificidade dos métodos de diagnostico, sem
que isso implique no aumento das taxas pré-existentes (33, 36, 40). No GCEEID/HCPA no
periodo de tempo do presente estudo (julho 1993-julho 2001), foram avaliados 379 pacientes
com carcinoma epiderméide de esdfago e 116 pacientes (23,4% casuistica total) com
adenocarcinoma de juncédo esdfago-gastrica.

Os tumores da juncdo esb6fago-gastrica sdo, na sua maior parte, agrupados como uma
entidade Unica (41, 43, 44-46), ainda que esta postura seja controversa, tendo em vista
algumas caracteristicas bioldgicas e histopatoldgicas distintas ressaltadas por alguns autores
(47,48).

Esta divisdo tem implicacdo inclusive do ponto de vista de -classificacdo
histopatologica pos-operatdria. Se for utilizada a classificacdo de Siewert para os tumores da
juncéo, por exemplo, os tumores do tipo | e Il devem ser classificados (e estadiados) como
tumores de es6fago, enquanto que os tumores do tipo Il incluidos na classificagdo TNM para
0s tumores de estdmago (26, 48-51), o que gera confuséo para avaliagcdo dos resultados tanto
da avaliacdo pré-operatéria quanto do estadiamento e tratamento. No presente estudo,
considerou-se 0 TNM para os tumores de es6fago no estadiamento dos pacientes. (41, 43, 44-
46), como sugerido inclusive pelo préprio Siewert (50)

Da mesma forma, a maior parte dos estudos disponiveis até 0 momento engloba os

tumores epiteliais do es6fago como uma doenga Unica, caracterizando os adenocarcinomas e
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carcinomas epidermoides como uma entidade clinica isolada, possivelmente com o objetivo
de poder oferecer um nimero maior de pacientes em suas casuisticas. Ainda que defendida
por alguns (52-54), esta posi¢do possui diversos contestadores, que demonstram inclusive que
o tipo histoldgico pode (e deve) ser considerado com fator progndéstico isolado nos pacientes
com lesGes malignas do esbfago (48, 50, 55).

O indice de ressecabilidade nos pacientes desta série (43,1% - 50 pacientes de um
universo de 116 atendidos em 8 anos) € inferior ao de grandes séries da literatura para este
tipo de tumor, onde sdo demonstrados indices de resseccdo de até 75,5% (50). Somada a
elevada mortalidade peri-operatdria precoce demonstrada na presente casuistica (8 pacientes —
17,4% dos pacientes operados com intencdo curativa), pode-se inferir que a presente série é
composta por maior quantidade de pacientes com tumores em estagios mais avangados da
doenca, com conseqliente pior progndstico e com maiores chances de complicacbes pos-
cirlrgicas, tendo em vista a extensdo da doenga.

As caracteristicas locorregionais e de envolvimento ganglionar dos adenocarcinomas
de esofago justificam a utilizacdo da abordagem transmediastinal na maioria dos casos de
tumores do tipo I e Il (51) e mesmo a abordagem apenas abdominal com extensdo da
resseccdo da gastrectomia proximal ao esofago distal nos pacientes com tumores tipo 111,
através de uma ampla exposicdo do hiato esofagico e do mediastino (49-50). Esta conduta
estd centrada no fato de que, em sua imensa maioria, estas lesdes possuem disseminacao
metastatica ganglionar para o mediastino posterior inferior, a regido justa-cardica e pela
pequena curvatura gastrica até o tronco celiaco, areas facilmente abordadas pelas técnicas
supracitadas (50, 51).

Os dados referentes a classificagdo de Siewert demonstram que a porcentagem de
tumores neste estudo se dividiu da seguinte maneira: tipo | - 7 casos (18,4%); tipo Il — 17

casos (44,7%) e tipo Il — 14 casos (36,8%), diferente em relacdo aos dados da maior série

83



mundial (48), com cerca de 1000 pacientes, que demonstra 36% de tumores do tipo I, 27% de
tumores do tipo 1l e 37% tumores do tipo I1l. A menor ocorréncia de tumores do tipo I nesta
casuistica pode estar relacionada ao fato de, com a detec¢do mais tardia dos tumores (63,2 %
pacientes com estadio 11l e 1V) do que na serie correlata (cerca de 37% estadio Il e 1V), a
diferenciacdo clinica entre os tumores do tipo | e Il esteja prejudicada pela extensdo
locorregional da doenca.

Diversos tém sido os esforcos de determinar marcadores bioldgicos que possam
influenciar a progressdo do esdfago de Barrett na seqiéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma de es6fago. O TP53 parece estar implicado de forma importante neste
processo (8, 33, 56-59). Tendo em vista sua capacidade de “monitorar” a integridade do
genoma, o TP53 é considerado por diversos autores como um “guardido da molécula”, e em
condicBes normais é ativado para regular negativamente a proliferacdo celular na transicao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular, sendo denominado de TP53 normal ou selvagem (6,
56). MutacOes que ocorram no TP53 facilitam a instabilidade genémica e podem propiciar o
aparecimento de linhagens celulares com defeitos importante em seu contetdo nuclear e
consequente imortalidade, levando a formacgéo de tumores (5, 6, 56). A perda da fungdo de
supressdo pode ocorrer por mutagdo, rearranjo cromossomico, ndo-disjuncdo, conversdo
génica, impressdo ou recombinacdo mitdtica. A interacdo com outras proteinas celulares ou
oncoproteinas virais também pode neutralizar esta atividade supressora (5, 6) .

Os principais métodos atualmente disponiveis para a determinacdo da expressao da
proteina p53 sdo a imuno-histoquimica e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Apesar de
mais sensivel e especifica que a imuno-histoquimica para a identificacdo de anormalidades do
TP53, a PCR possui uma utilizacdo clinica pouco pratica, embora seja usada de forma
rotineira na pesquisa em biologia molecular (5, 43). A técnica de imuno-histoquimica é facil,

barata e pode ser executada em qualquer laboratdrio de patologia, 0 que justifica seu uso em
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larga escala na literatura (60-62). Esta técnica tem como objetivo detectar alteragdes
fenotipicas da expressdo da proteina p53. Em condi¢Ges normais, a proteina p53 selvagem
possui uma meia-vida curta, ndo sendo possivel sua deteccdo através da imunoprecipitacéo.
No entanto, quando ocorrem mutac6es no gene TP53, pode ocorrer um aumento na meia-vida
da proteina para até 6 horas, permitindo sua identificacdo por imuno-histoquimica (5, 6). Sua
utilizacdo deve ser vista com cautela, uma vez que a auséncia de expressdo da proteina p53
ndo necessariamente exclui a existéncia de mutagdes (5, 6). Por exemplo, tumores com
delecéo de ambos os alelos do gene p53 podem ser classificados como negativos juntamente
com tumores sem expressdo da proteina p53 (5). Além disso, alguns tipos de virus (alguns
adenovirus, papilomavirus) podem causar alteracdes na estabilidade da proteina p53,
permitindo que ela possa ser detectada pela imuno-histoquimica e levando a resultados falso-
positivos (5). Para alguns autores, uma outra limitacdo importante da técnica é a dificuldade
de reproduzir a avaliacdo entre diferentes patologistas (63), fato que ndo foi observado na
presente casuistica, onde a concordancia entre os patologistas foi bastante elevada,
confirmado pelo elevado valor obtido no teste de Kappa, demonstrando grande concordancia
entre os diagnosticos efetuados.

AlteracOes no gene TP53 séo detectadas em 36 a 80% dos pacientes com cancer de
esdfago e parecem ocorrer precocemente na génese tumoral esofagica, estando presente da
displasia ao carcinoma e da metaplasia no eséfago de Barrett ao adenocarcinoma (7, 8, 64,
,65). No entanto, grande parte das casuisticas ainda ndo divide os pacientes em subgrupos
conforme o tipo histoldgico, impedindo que haja um consenso sobre o real papel do TP53 nos
adenocarcinomas de esofago (3, 7, 8, 27, 43, 62, 66-68). A prevaléncia da expressao da
proteina p53 na presente série (57,2%) é concordante com os achados da literatura.

No presente estudo, ndo foi demonstrada correlacdo da proteina p53 determinada por

analise imuno-histoquimica com alteracdo na sobrevida a longo prazo. Embora alguns estudos
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apontem que esta expressao tenha valor prognostico, seu real papel nos adenocarcinomas de
esdfago ainda nédo esta definido (8, 27). Levando-se em conta que ndo ocorre expressdo da
proteina p53 em todos os pacientes com adenocarcinoma de esdfago, pode-se inferir a atuacdo
de mecanismos diversos ao TP53 na génese destes tumores (4, 27, 43, 54, 69), como por
exemplo a perda de funcdo dos genes pl16, pRB e ciclina D1, que também podem levar ao
dano ao DNA na fase G1 do ciclo celular (70-72).

A expressdao da proteina p53 ndo se correlacionou com a maior invasdo do tumor,
levando em conta a classificagdo TNM, indicando que, na presente série, a alteragdo do gene
p53 ndo apresenta diferenca estatisticamente significativa nesses estagios, ja ocorrendo em
estagios precoces (I) e possivelmente aumentando em estagios mais avancados (1V) da doenca
(43, 57, 71), estando inclusive presente em alteracbes pré-malignas (7, 43, 70-72). A
expressdo da proteina p53 ndo foi um fator progndstico independente em pacientes com
adenocarcinoma nem se correlacionou com as demais caracteristicas clinicopatoldgicas. No
presente estudo, a expressao da proteina p53 também ndo esteve correlacionada com pior
prognostico, tanto apo6s andlise univariada quanto multivariada ajustada pelo modelo de
regressdo de azares proporcionais de Cox para as variaveis profundidade de invasdo do tumor,
presenca de linfonodos comprometidos, estadiamento cirdrgico, grau de diferenciacao tumoral
e classificacéo de Siewert.

Os tumores solidos podem receber afluxo de nutrientes até cerca de 1 a 2mm de
didmetro por mecanismos de difusdo. Apos este volume celular, é fundamental que ocorra a
formacdo de neovasos para a sua progressdo (11, 73-75). Dentre as proteinas envolvidas na
formacdo de novos vasos sangtiineos nos diferentes tipo de tumores, um dos mais estudados é
o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (76, 77).

O VEGF ¢é um mitégeno especifico da proliferacdo das células endoteliais, sendo

produzido durante a embriogénese e durante a vida adulta em processos fisioldgicos do
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desenvolvimento e de reparo tecidual (embriogénese, ciclo menstrual, hipertrofia muscular
secundaria ao exercicio), determinando o crescimento de novos vasos sangiineos e o
aumento da permeabilidade microvascular. Em situagdes patologicas, a expressdo do VEGF
parece ser maior nas regides do tumor adjacentes a areas necraticas (avasculares), consistente
com a possibilidade de que a angiogénese tumoral possa ser induzida, pelo menos em parte,
pela hipoxia (11, 78), que parece ser seu principal estimulo (11, 20, 79, 80). O VEGF é
considerado o parametro mais importante dentre os marcadores de angiogénese (11).

No presente estudo a expressdo do VEGF foi demonstrada em 47,8 % dos pacientes
com adenocarcinoma de esofago, consistente com os achados da literatura (13-19, 81). Esta
expressdo ndo se correlacionou com nenhuma das variaveis clinico-patolégicas estudadas.

A maior parte dos estudos disponiveis sobre o efeito progndstico da expressdo do
VEGF em pacientes com tumores de esOfago contempla pacientes com carcinoma
epidermoide de esbfago (13, 15, 16, 18, 19, ,29). Nestes estudos, permanece controverso o
papel do VEGF no progndstico destes pacientes. Poucos estudos estdo disponiveis na
literatura avaliando o progndstico dos pacientes com adenocarcinoma de es6fago nos quais a
deteccdo do VEGF por imuno-histoquimica pode ser demonstrada (12, 14). Também nestes
pacientes ndo é possivel obter-se um consenso em relagdo ao verdadeiro fator prognéstico da
expressdo do VEGF. No presente estudo a expressdo do VEGF ndo esteve associada com
alteracdo do prognoéstico a longo prazo, tanto na analise univariada como na analise
multivariada ajustada para a profundidade de invasdo do tumor, presenca de linfonodos
comprometidos, estadiamento cirdrgico, grau de diferenciacdo tumoral e classificacdo de
Siewert.

Em um estudo realizado com pacientes com adenocarcinoma de esofago que avaliou a
expressdo do VEGF e sua correlagdo com o progndstico (12), a vascularizagdo do tumor foi

mais pronunciada em estagios mais precoces e se correlacionou com uma melhor sobrevida.
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No entanto, neste estudo, quando foram excluidos os pacientes com tumores superficiais (que
representavam cerca de 30% dos pacientes da amostra), a vascularizacdo ndo apresentou valor
prognostico, e apesar da vascularizacao estar correlacionada com a expressao do VEGF, nao
houve significancia progndstica global. Conclui-se com estes dados que a angiogénese é
marcada nas lesdes pré-malignas e nos carcinomas precoces, sendo um evento precoce na
progressdo neoplasica (82) e que nos estagios mais avancados possivelmente os fatores
progndsticos estabelecidos (grau de invasdo na parede esoféagica, presenca de linfonodos
comprometidos, grau de diferenciacdo tumoral, presenca de metéastases a distancia) sejam
mais importantes do que a angiogénese isoladamente na determinagdo do progndstico (19, 76,
83, 84).

Quando o grupo estudado é formado por pacientes em estagios mais precoces e que
consequentemente apresentardo um seguimento maior, a diferenca entre as curvas de
sobrevida a longo prazo provavelmente sera maior, determinando-se entdo o seu valor
prognostico. A expressdo do VEGF parece ser Util em pacientes nestes estagios iniciais da
doenga (85). Uma postura a ser adotada nestes casos seria a utilizagdo de um tratamento mais
agressivo (neo-adjuvante, por exemplo), em pacientes VEGF positivos, ja que eles mais
precocemente poderiam apresentar metastases e conseqlientemente pior prognéstico (19, 86-
88).

O desenvolvimento e crescimento tumoral em estigios tardios (como na presente
série) parece ser independente do VEGF, enquanto que o evento metastatico inicial pode ser
VEGF-dependente ou no minimo estar correlacionado a este fator (85). Nos estagios mais
tardios as manifestacOes angiogénicas séo menos pronunciadas (12, 76, 82), e por isso talvez
sua influéncia no prognostico dos pacientes ndo possa ser demonstrada em séries com grande

numero de pacientes em estagios avancados da doenca.
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Evidéncias clinicas e experimentais tem sugerido um papel importante do TP53 na
regulacao da expressao do VEGF (15, 22). A expressao da proteina p53 estaria associada com
um aumento na producdo do VEGF (20, ,21, 23), ainda que estudos recentes especificamente
relacionados ao carcinoma (sem distin¢ao de tipo histoldgico) de eséfago ndo tenham logrado
sucesso em demonstrar tal associagdo (17, 19, 89). A co-expressdo destas proteinas estaria
associada com um pior prognostico para os pacientes (15, 17).

No presente estudo a co-expressdao entre a proteina p53 e o VEGF detectados por
imuno-histoquimica esteve presente em 12 pacientes (26% dos casos), e esta associa¢do ndo
esteve correlacionada com pior prognostico ou com a presenca de caracteristicas clinico-
patoldgicas distintas nos grupos com e sem a expressdo das proteinas em estudo.

Conclui-se que, no presente estudo a proteina p53 esteve expressa em 24 pacientes
(52,2%) e sua expressao ndo esteve relacionada com pior prognostico nestes pacientes, e que
0 VEGF esteve expresso em 22 pacientes (47,2%). Ndo houve relagéo entre a expressao deste
fator determinada por imuno-histoquimica e a sobrevida a longo prazo destes pacientes. A
associacao entre a co-expressao da proteina p53 determinada por analise imuno-histoquimica
e 0 VEGF ndo apresentou, no presente estudo, correlagdo com o progndstico.

Dessa forma, nos pacientes estudados, a avaliacdo por imuno-histoquimica da proteina

p53 e do VEGF ndo demonstrou ser fator progndstico para sobrevida a longo prazo.
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ABSTRACT

The prognosis of patients with esophageal adenocarcinoma is negatively influenced by late
diagnosis. In an attempt to determine the factors that might improve the prognosis of these
patients, molecular biology has been of great importance. P53 tumor suppressor gene
mutations are one of the most frequent genetic disorders found in a wide variety of tumors.
Angiogenesis is essential for the growth and metastatic spread of solid tumors. The Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), a recently identified factor with remarkable angiogenic
properties, may play a central regulatory role in tumor angiogenesis. The association between
p53 protein and VEGF expressions and prognosis has been underinvestigated. Forty-six
patients with esophageal adenocarcinoma, submitted to curative resection, were studied. The
expressions of p53 protein and VEGF were assessed by immunohistochemistry in 52.2% and
47.8% of tumors, respectively. P53 protein and VEGF expressions coincided in 26% of the
cases, and no correlation between these expressions was observed. None of the
clinicopathological factors showed a significant correlation with p53 protein or VEGF
expressions. There was no significant association between p53 protein and VEGF expressions
and long-term survival. In the present study, the expression of p53 protein and VEGF, albeit
similar to the one reported in the literature, did not correlate with prognosis in esophageal

adenocarcinoma patients submitted to curative resection.

Key words: esophagus, adenocarcinoma, prognosis, tumor markers, p53, VEGF, survival.
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Introduction

Esophageal cancer is one of the most devastating malignant neoplasms of the
gastrointestinal tract. Late diagnosis, combined with aggressive biological behavior, results in
poor diagnosis for the patients who suffer from this disease (1).

The possibility to establish parameters that can help predict the biological
aggressiveness and the behavior of these tumors is imperative, so that one can define which
patients should be submitted to curative resection, followed or not by adjuvant treatments
(e.g.: chemotherapy and radiation therapy), as well as which patients might not benefit from
an aggressive procedure due to unresponsiveness to neoadjuvant or adjuvant therapies (2, 3).

Molecular biology has revealed that most malignant tumors result from the interaction
between inherited characteristics and external influences, which may cause genetic disorders
in predisposed individuals, interfering with the control over the differentiation and growth of
cells.

The p53 gene is located on the short arm of chromosome 17 and belongs to the group
of tumor suppressor genes. Allelic losses involving this gene are associated with mutant gene
forms. These mutations are one of the most frequent genetic disorders observed in malignant
tumors (4). Approximately 50% of the tumors that affect the colon, stomach, lung, breast,
liver, brain and the reticuloendothelial and hematopoietic tissues contain p53 gene mutations,
which shows that the inactivation of the p53 suppressor gene is nearly a universal step
towards the development of human cancers (4-6).

The specific analysis of esophageal carcinomas shows that p53 mutations are detected
in 36 to 80% of the cases and that they apparently occur quite early in tumorigenesis, being
characterized in all stages of the disease, from dysplasia to carcinoma and from Barrett’s

metaplasia to adenocarcinoma (3, 4, 7, 8).
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Under normal physiological conditions, the formation of new blood vessels from pre-
existing vessels (known as angiogenesis) is crucial for development and homeostasis.
Angiogenesis occurs during embryonic development, intense menstrual cycles and, since it is
an important repair mechanism, it is present in regenerative functions and after intense
physical exercise, nerve injuries, wound healing, and bone growth. In these situations, it is
controlled and short-lived, being balanced by factors with positive and negative angiogenic
effects (9, 10).

Angiogenesis also plays a pivotal role in the development of solid tumors, since after a
given tumor size, new blood vessels are essential for their growth, and may even contribute to
the occurrence of distant metastasis by way of the dissemination of cells that loosen from the
tumor and spread through the new vessels (11).

The vascular endothelial growth factor (VEGF) is secreted by tumor cells and
stimulates the growth of endothelial cells, usually in response to external stimuli such as
hypoxia or substances secreted by the body. In patients with esophageal tumors, VEGF
expression was detected in 31-60% of the cases (12-19). There is a paucity of studies on the
correlation between VEGF expression and prognosis in patients with esophageal carcinoma,
and most of the reported cases are concerned with epidermoid carcinomas. Moreover, the
results available to date are contradictory (12-19).

The P53 gene seems to play a key role in the development and progression of tumors
by regulating VEGF expression, but this mechanism is not fully understood yet (20, 21).
Current evidence suggests that there exists an increase in the expression of VEGF mRNA due
to the loss of p53 gene suppression function (10, 22).

Studies that assess this coexpression in patients with esophageal carcinoma are scarce,
and most of the existing studies include the epidermoid histologic type, with discrepant results

as far as its possible use as an independent prognostic factor are concerned. (50-52,56). This
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relationship still remains unclear, and we do not know whether it exists in a direct form, but it
is possible that p53/VEGF coexpression determined by immunohistochemistry (IHC) would
be important in angiogenesis and metastasis. Besides, this coexpression might be used as a

prognostic factor in the near future (17, 23).
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Patients and methods
Patients

All patients diagnosed with esophageal adenocarcinoma treated at the Outpatient
Clinic of the Group for Surgeries of the Esophagus, Stomach and Small Intestine (GCEEID)
of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) between July 1993 and July 2001, submitted
to curative resection, were prospectively assessed using a previously described protocol (24,
25). Patients with early postoperative death (up to 30 days after the surgery or until hospital
discharge), history or presence of concomitant malignant neoplasm, neoadjuvant treatment
(chemotherapy and/or radiation therapy), incomplete resection (compromised surgical
margins), and patients whose paraffin blocks were not located were excluded from the study.

The study design consisted of a historical cohort, considering surgical treatment as
zero time. Sociodemographic variables were used, including age, gender, smoking,
alcoholism, Siewert’s classification (lesion height in relation to the gastroesophageal junction)
(26), types of resection surgeries performed, early postoperative death and survival of patients
after the onset of treatment. The histological analysis took into account the level of tissue
differentiation; depth of tumor penetration through the esophageal wall, lymph node
involvement and pathological staging (TNM-UICC) (25). The major study variables were
p53 mutant gene and VEGF expressions. The groups were compared as to mutant p53 and
VEGF expressions, using the afore-mentioned sociodemographic variables. The groups that
showed these expressions were regarded as positive (+), and those in which these expressions
were not observed were regarded as negative (-).

As outcome, we considered deaths caused by esophageal adenocarcinoma or survival
until December 2002. The patients who died of causes other than esophageal cancer or who
were lost to follow-up were excluded from the study. The information about the survival of

patients was obtained through their medical records and hospital and outpatient follow-up, in
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addition to telephone and mail contact.

Pathologic analysis and tissue preparation

The analysis of the surgical specimen included the depth of tumor penetration through
the esophageal wall and involvement of surgical margins, lymph node involvement, surgical
limits (proximal, distal and circumferential) and level of tissue differentiation. The
pathological staging of the disease (pTNM) was defined according to the International Union
Against Cancer (UICC) (25). The resected surgical specimens were fixed in formalin at 10%
and embedded in paraffin, according to the routine of the Division of Pathology of HCPA at
the time of the procedure. Paraffin blocks were cut at a 4-um thickness, and later mounted

onto glass slides.

Antibodies and reagents

The DO-7 mouse monoclonal antibody (Pab 1801, Sigma Biosciences, St Louis, MO,
USA) was used for identification of p53 protein. The DO-7 recognizes both the wild and
mutant types of p53 protein, but due to the extremely short half-life of the wild type, the
staining of the tumor cell nucleus suggests abnormal accumulation of the mutant type.

The A-20 rabbit polyclonal antibody recognizes VEGF (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA). It is produced against an aminoterminal epitope of human

VEGF, mapping residues 1-20 and recognizing VEGF165, VEGF189 and VEGF121.

Immunohistochemical analysis
The specimens of tumor tissue were processed for the expression of p53 protein and
for the expression of VEGF by way of the immunohistochemical analysis routinely performed

by the Division of Pathology of HCPA, using the primary antibodies described previously.
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After deparaffinization and rehydration, antigen retrieval, inactivation of endogenous
peroxidase activity and blocking of nonspecific reactions, the sections were incubated
overnight for 12 hours at 4°C with a diluted solution of primary antibodies at 1:100 for p53
protein and 1:400 for VEGF. The primary antibodies were located by subsequent application
of the streptavidin-biotin peroxidase complex (LSAB, Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA) and revealed with diaminobenzidine tetrahydrochloride (Kit DAB, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA). All the reactions were executed with positive controls (breast cancer

for p53 protein expression and placental tissue for VEGF expression).

Immunohistochemical determination of p53 protein and VEGF expressions

Tumors were considered positive for p53 protein expression if over 10% of the tumor
cell nuclei were stained in brown (p53 positive or p53+). Blocking with normal saline
solution and the absence of primary antibodies were used as negative controls (27, 28).

VEGF expression was regarded as positive based on the amount and intensity of tumor
cells whose cytoplasm was stained. If over 30% of tumor cells were stained (brown) more
intensely than smooth muscle cells in the normal adjacent esophageal tissue, tumors were
considered positive (VEGF positive or VEGF+). The smooth muscle of the lamina propria or
muscularis mucosa layers were used as internal positive control as smooth muscle cells also
have VEGF expression (13, 14, 19, 29).

The glass slides were analyzed by two researchers that were blinded to the clinical and
histopathological information. The kappa statistic was used for control of interobserver
agreement.

The cases with discrepant scores were conjointly reassessed on a second occasion, and

an agreement was then reached.
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Assessment of p53 protein and VEGF coexpression

The cases were classified into three groups according to the immunohistochemical
determination of p53 protein and VEGF expressions. Patients who were p53 positive and
VEGF positive were classified as Group A, VEGF-positive and p53-negative or VEGF-
negative and p53-positive patients as Group B, and the patients with negative reactions to

both p53 protein and VEGF as Group C.

Ethics

Since the present study followed the treatment protocol for patients with esophageal
adenocarcinoma admitted to the GCEEID/HCPA, which had already been approved by the
local research ethics committee, and as no experimental intervention was performed on the
patients, a signed informed consent form was not necessary. The researchers explained the
importance of the obtained information to the patients and their families and agreed not to
reveal the results of the study by mentioning patients either individually or by their names.
The present study was approved by the local research ethics committee (no. 03-100):
Determination of Prognostic Factors in Esophageal Adenocarcinoma: Assessment of p53

Protein and VEGF Expression.

Statistical analysis

The correlation between p53 protein and VEGF expressions and clinicopathological
characteristics were assessed by the t- test for continuous variables and by the chi-squared test
for categorical variables. Fisher’s exact test was used whenever necessary. Kappa statistic was
used for control of interobserver agreement. The survival rate of the patients was assessed by
the product-limit or Kaplan-Meier estimation. The impact of each prognostic factor on the

survival rate was analyzed by the log rank test (univariate analysis). Cox proportional hazards
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regression (multivariate analysis) was applied to the selected variables in order to identify a
combination of prognostic factors or the independent effect of individual prognostic factors
on long-term survival. A p value of 0.05 was considered to be statistically significant. The
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows, version 8.0, was used for the

statistical analysis.
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Results

Between July 1993 and July 2001, 116 patients with esophageal adenocarcinoma were
treated at the GCEEID/HCPA. Among these patients, 50 (43.1%) were submitted to curative
resection after the previously described preoperative assessment. It was not possible to locate
the paraffin blocks for immunohistochemical analysis in four cases, which reduced the sample
to 46 patients.

Of these 46 patients, 8 (17.4%) were excluded from the survival analysis since they
died while in hospital (early postoperative death). They were only considered for the
prevalence study.

Of the 46 patients studied, 24 (52.2%) were positive for p53 protein according to the
immunohistochemical analysis. With regard to VEGF, 22 patients (47.8%) were considered to
present positive antibodies for this protein.

By excluding the patients with early postoperative death, we have 20 (52.6%) patients
regarded as p53+ and 19 (50%) considered VEGF positive.

Taking into account only the patients included in the survival analysis, the mean age
was 60.6 years (range: 36.6 to 78), 30 of whom were males (78.9%), and most of whom were
smokers (29 cases, 76.3%). Alcoholism was observed in 47.4 % of the studied patients (18
cases). Esophagectomy, 20 cases (52.6%), was the most frequently performed surgery, with
transhiatal removal of the adenocarcinoma in most cases (19 cases); total gastrectomy with
distal esophagectomy was reserved for the remaining 18 cases. This was the sample used for
the survival analysis, including 38 patients, whose characteristics can be seen in Table 1.

In the present study, no statistically significant correlation was observed between p53
protein and VEGF expressions and the variables age, gender, smoking, alcoholism, Siewert’s

classification, type of surgery performed, level of tissue differentiation, depth of tumor
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penetration through the esophageal wall (T), lymph node involvement (N), distant metastases
(M) and pathoanatomical staging. (Table 1)

Interobserver agreement was tested by kappa statistic (kappa = 0.912), with a
statistical significance of p<0.0001, according to the immunohistochemical analysis of p53
expression, showing strong agreement between the two observers. Discrepant results were
discussed conjointly until a consensus could be reached and the definitive diagnosis could be

established.
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Table 1 — Correlation between positive immunohistochemical results for p53 protein and

VEGF expressions and clinicopathological variables.

Variable p53+ p53- p VEGF+ VEGF- p
N 20 18 19 19
Age Mean 59.1  62.45 0.357 60.62 60.78 0.592
SD 893 12091 9.25 12.73
Gender Male 17 (85) 13(72.2) 0.438 16 (84.2) 14 (73.7) 0.693
Smoking 15 (75) 14(77.8) 1 15 (78.9) 14(73.7) 1
Alcoholism 10 (50) 8 (44.4) 0.757 11(57.9) 7(36.8) 0.330
Siewert* Type | 4(20) 3(16.7) 4(21.1) 3(15.8)
Type Il 9(45) 8(44.4) 0.953 8(42.1) 9(47.4) 0.904
Type 1l 7(35) 7(38.9) 7(36.8) 7(36.8)
Surgery Esophagectomy 9 (45) 11(61.2) 0.352 8(42.1) 12(63.2) 0.330
Gastrectomy 11 (55) 7 (38.8) 11 (57.9) 7 (36.8)
Differentiation Good 1(55) 5(27.8) 4(21.1) 2(10.5)
Moderate 8(40) 4(22.2) 0.128 7(36.8) 5(16.3) 0.407
Poor 11 (55) 9 (50) 8(42.1) 12 (63.2)
None 0 0 0 0
T ** T1 2(10) 4(22.2) 4(21.1) 2(10.5)
T2 3(15) 3(16.7) 0.721 4(21.1) 2(105) 0.122
T3 8 (40) 5(27.8) 3(15.8) 10 (52.6)
T4 7(35) 6(33.3) 8(42.1) 5(26.3)
N ** NO 10 (50) 8 (44.4) 0.757 10(52.6) 8(42.1) 0.746
N1 10 (50) 10 (55.6) 9(47.4) 11 (57.9)
M ** MO 18 (90) 16(88.9) 1 17 (89.5) 17 (89.5) 1
M1 2(10) 1(11.1) 2(10.5) 1(10.5)
Staging I 2 (10) 3(16.7) 3(15.8) 2(10.5)
*k I 4(20) 5(27.8) 0.472 6(31.6) 3(15.7) 0.462
11 12 (60) 8 (44.4) 8(42.1) 12 (63.2)
\Y 2(10) 2 (11.1) 2(10.5) 2(10.6)

n=number of patients. SD=standard deviation. Data presented as n(%)

*Siewert= Siewert’s classification for gastric cardia adenocarcinoma (64)
Type I: distal esophageal adenocarcinoma
Type Il: gastric cardia adenocarcinoma or short segments with M1 in the GEJ
Type IlI: subcardial gastric adenocarcinoma with infiltration of the GEJ and distal

esophagus

** Staging according to UICC (see reference 25)
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The average follow-up period was of 31.5 months (2-120 months, SD= 28.3 months).
The average survival was of 70.4 months (CI=51.9-88.5; SE=9.4). Of the 38 patients studied,
15 (39.4%) died during the follow-up period.

The expression of p53 protein determined by the immunohistochemical analysis
showed that the average survival of p53+ patients was of 58.1 months (Cl= 40.4 - 75.7;
SE=9), whereas for patients with a negative reaction it was of 63.22 months (C1=34.3 - 92.12,

SE=14.7). This difference was not statistically significant (p=0.9153)

Figure 1 — Survival curve according to p53 protein expression
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The patients who showed VEGF expression in the immunohistochemical analysis
(VEGF+) had an average survival of 72 months (Cl= 53.5 - 90.5; SE=9), whereas for those

with a negative reaction (VEGF-) the average survival was of 53.5 months (Cl= 27.5 - 79.4;
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SE=13.2). No statistical difference was observed between the groups (p=0.0615), as shown in

Figure 2.

Figure 2 — Survival curve according to VEGF expression
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To check whether the p53 protein and VEGF coexpression could change the prognosis
of patients with esophageal adenocarcinoma, three groups were created: Group A, for patients
with positive expression of both variables (p53+ and VEGF+); Group B, in which at least one
of the variables was positive (p53+ and VEGF- or p53- and VEGF+) and Group C, where
neither of the variables was detected (p53- and VEGF-). The average survival for patients in
group A was of 75.7 months (Cl=55.9 - 95.5; SE=10), 48 months (Cl= 27.3 - 68.7; SE= 10.6)
for group B, and 60.15 months (Cl=20.3 - 99.9; SE= 20.3) for group C, with no statistically

significant difference between the groups (p=0.2115), as shown in Figure 3.
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Figure 3 — Survival curve according to p53 protein and VEGF coexpression
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In an attempt to verify the influence of the prognostic factors regarded as highly
relevant in the present study, we analyzed the depth of tumor penetration through the
esophageal wall (T), lymph node involvement (N), surgical staging (TNM), level of tumor
differentiation and Siewert’s classification). None of these factors showed a direct effect on

the survival of patients, as shown in Table 2.
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Table 2 — Multivariate analysis of the studied factors *

Variable RR Cl p

p53 1.429 (0.429-4.725) 0.514

VEGF 0.369 (0.095-1.436) 0.115

* Adjusted according to Cox proportional hazards regression for the variables depth
of tumor penetration through the esophageal wall, lymph node involvement, surgical
staging, level of tumor differentiation and Siewert’s classification.
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Discussion

The epidemiological profile of the patients in the present study is in agreement with
other reference centers for esophageal adenocarcinoma throughout most of the world (30-32).
The predominance of male individuals older than 60 years, smokers and alcoholics observed
in our patient population underscores the importance of knowing the risk factors in order to
identify patients at a greater risk for esophageal cancer and to establish prophylactic strategies
(30, 33, 34)

Among various risk factors for esophageal adenocarcinoma described in the literature,
long-established gastroesophageal reflux disease (GERD) or even the clinical presence of
pyrosis seem to be implicated in a higher chance of development of this type of cancer over
time (35). However, given the retrospective design of the present study and the difficulty in
obtain the information obtained through the medical records of the patients, we decided not to
use the results regarding GERD. Likewise, obesity, also considered a risk factor for the
development of esophageal adenocarcinoma (34, 36, 37), was not assessed in the present
study. The assessment of Barrett’s esophagus (intestinal metaplasia observed in the esophagus
of patients with chronic GERD) (34, 38, 39), which is also associated with greater risk for
adenocarcinoma (8, 36, 40) was not possible in these patients due to the advanced stage of the
disease at the time of diagnosis (63.2% patients with types Ill and 1V), in which the mucosa
with metaplastic alterations can be totally involved by tumor growth (33, 41).

The increase in the diagnosis of adenocarcinomas, in comparison to the stable
occurrence rates of epidermoid carcinomas, has been reported in the western literature for
years (33, 34, 36, 40, 42-43). Controversy still exists over the fact that in western studies
adenocarcinomas account for more than 50% of primary esophageal tumors, comparatively to
the nearly 5% they represented in the 1970s (36, 40). Some attempts to clarify this matter

point out to the reduced incidence of Helicobacter pylori infection, regarded by some authors

121



as a protective factor against the development of esophageal adenocarcinoma (42),
concomitantly to an increase in the prevalence of morbid obesity (36). Despite the high
prevalence rates reported in the literature, the confirmation of the actual increase in the
incidence of Barrett’s esophagus has not been an easy task. This could be explained by the
dissemination and specificity of diagnostic methods, without implying any increase in pre-
existing rates (33, 36, 40). At GCEEID/HCPA, between July 1993 and July 2001, 379
patients with epidermoid carcinoma of the esophagus and 116 patients (23.4% of the total
patient population) with adenocarcinoma of the gastroesophageal junction were studied.

Gastroesophageal junction tumors are often grouped as a single entity (41, 43, 44-46),
even though this classification is controversial, due to some distinct biological and
histopathological characteristics pointed out by some authors (47,48).

This division interferes with the postoperative histopathological classification as well.
If Siewert’s classification is used for gastroesophageal junction tumors, for instance, type |
and 11 tumors should be classified (and staged) as esophageal tumors, whereas type I11 tumors
included in the TNM staging system would be classified as gastric tumors (26, 48-51), which
hinders the analysis of the results of preoperative assessment and of staging and treatment. In
the present study, we considered TNM for esophageal tumors in the staging of patients (41,
43, 44-46), as suggested by Siewert himself (50).

Likewise, most studies available up to now have described epithelial tumors of the
esophagus as a single disease, characterizing adenocarcinomas and epidermoid carcinomas as
a single clinical entity, possibly with the aim of studying a larger patient population. Although
advocated by some authors (52-54), this stance is contested by several researchers, who have
shown that the histological type may (and should) be considered an independent prognostic

factor in patients with malignant esophageal neoplasms (48, 50, 55).
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The resection rate of our patients (43.1% - 50 among 116 patients treated throughout
eight years) is lower than that reported in the literature for this type of tumor, which shows
resection rates of up to 75.5% (50). Given the large amount of early perioperative deaths in
our patient population (8 patients — 17.4% of the patients submitted to curative resection), we
may infer that the present study includes a greater number of patients whose tumors are at a
more advanced stage, with consequent worse prognosis and higher chances of postoperative
complications, due to the dissemination of the disease.

The locoregional characteristics and lymph node involvement of esophageal
adenocarcinomas justify the use of a transmediastinal approach in most type I and Il tumors
(51) and an abdominal approach with extension of the resection of proximal gastrectomy to
the distal esophagus in patients with type Il tumors, by means of wide exposure of the
esophageal hiatus and mediastinum (49-50). This approach is based upon the fact that most
lesions have a metastatic lymph node dissemination to the posterior lower mediastinum,
juxtacardial region, and due to the small curvature of the stomach, up to the celiac trunk - sites
that are easily accessed by the techniques mentioned above (50, 51).

The data regarding Siewert’s classification show that the prevalence of tumors in the
present study was as follows: type I - 7 cases (18.4%); type Il — 17 cases (44.7%) and type Il1
— 14 cases (36.8%), which differs from the data obtained from the most comprehensive study
conducted worldwide (48), with approximately 1,000 patients, in which 36% of tumors were
of type I, 27% of type Il and 37% of type Ill. The lowest incidence of type I tumors in the
present patient population may be related to later diagnosis (63.2% of patients with type 11
and 1V tumors) comparatively to the correlative study (approximately 37% of patients with
tumors of types 11l and V), and the clinical differentiation between type I and 1l tumors may

be hindered by the locoregional dissemination of the disease.
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A great deal of effort has been channeled into finding biomarkers that can influence
the progression of Barrett’s esophagus in the metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma sequence.
P53 seems to be heavily implicated in this process (8, 33, 56-59). Since p53 can “monitor” the
integrity of the genome, it is regarded by many authors as “guardian of the genome” and,
under normal conditions, it is activated in order to downregulate cellular proliferation in the
transition from G1 phase to S phase of the cell cycle, being known as normal or wild p53 (6,
56). P53 mutations facilitate genomic instability and may predispose to the development of
cell lines with remarkable nuclear defects and consequent immortality, thus leading to
tumorigenesis (5, 6, 56). The loss of gene suppressor function may occur due to mutation,
chromosomal rearrangement, nondysjunction, gene conversion, impression or mitotic
recombination. Interaction with other cell proteins or viral oncoproteins can also neutralize
gene suppressor function (5, 6).

Nowadays, the major methods for determining p53 protein expression are
immunohistochemistry and polymerase chain reaction (PCR). Although PCR is more
sensitive and specific than immunohistochemistry for the detection of p53 mutations, its
clinical use is less practical; however, it is routinely used in molecular biology (5, 43).
Immunohistochemistry is easy, inexpensive and can be performed by any laboratory of
pathology, and is used on a large scale as reported in the literature (60-62).
Immunohistochemistry detects phenotype mutations in p53 protein expression. Under normal
conditions, the wild p53 protein has a short half-life and cannot be detected by
immunoprecipitation. Nevertheless, when p53 gene mutations are observed, the half-life of
this protein may increase to six hours, thus allowing identification by immunohistochemistry
(5, 6). It should be cautiously used since the absence of p53 protein expression does not
necessarily rule out the presence of mutations (5, 6). For instance, tumors with deletion of

both p53 alleles can be classified as negative, also including tumors without p53 protein
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expression (5). Moreover, some types of viruses (adenovirus, papillomavirus) can cause
changes in the stability of p53 protein, allowing for its detection by immunohistochemistry
and leading to false positive results (5). For some authors, another limitation of
immunohistochemistry is the difficulty in reproducing the analysis among different
pathologists (63). However, this was not observed in the present study, in which interobserver
agreement was amply obtained, as confirmed by kappa statistic, which showed broad
agreement between the diagnoses.

TP53 gene mutations are detected in 36 to 80% of patients with esophageal cancer and
they apparently have an early development in esophageal tumorigenesis, being detected from
dysplasia to carcinoma and from Barrett’s metaplasia to adenocarcinoma (7, 8, 64, 65).
Nonetheless, most patient populations are not classified into subgroups according to the
histological tumor type, preventing a consensus of opinion about the actual role of p53 protein
in esophageal adenocarcinomas (3, 7, 8, 27, 43, 62, 66-68). The prevalence of p53 protein
expression in the present study (57.2%) is in agreement with that shown in the available
literature.

In the present study, we found no correlation between p53 protein expression,
determined by immunohistochemistry, and improvement of long-term survival. Although
some studies assert that this expression is of prognostic value, its actual role in esophageal
adenocarcinomas still remains unclear (8, 27). Given the fact that p53 protein expression is
not observed in all patients with esophageal adenocarcinoma, the action of other mechanisms
may be inferred (4, 27, 43, 54, 69), such as the functional loss of p16, pRB and cyclin D1
genes, which can also cause DNA damage in the G1 phase of the cell cycle (70-72).

According to the TNM staging system, p53 protein expression showed no correlation
with greater tumor invasion, which indicates that, in the present study, p53 gene mutation has

no statistically significant difference at these stages, occurring at early stages (I) and possibly
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increasing at more advanced stages (IV) of the disease (43, 57, 71), and being present in
premalignant lesions (7, 43, 70-72). The expression of p53 protein was not an independent
prognostic factor in patients with adenocarcinoma and did not correlate with the other
clinicopathological characteristics. In the present study, p53 protein expression was not
correlated with worse prognosis, after the univariate and multivariate analyses, adjusted
according to Cox proportional hazards regression for the variables depth of tumor penetration
through the esophageal wall, lymph node involvement, surgical staging, level of tumor
differentiation and Siewert’s classification.

Solid tumors can be supplied with nutrients up to a diameter of approximately 1 to
2mm by diffusion mechanisms. After this cellular volume is achieved, new vessels are
necessary for tumor growth (11,73-75). Among the proteins that participate in angiogenesis in
different types of tumors, the vascular endothelial growth factor (VEGF) is certainly the most
widely studied (76, 77).

VEGEF is a specific mitogenic factor of endothelial cell proliferation produced during
embryonic development and also in adult life by physiological processes for development and
tissue repair (embryonic development, menstrual cycle, hypertrophic growth of muscle tissue
secondary to exercise), determining the formation of new blood vessels and increasing
microvascular permeability. In pathological conditions, VEGF expression is apparently
greater at the sites of the tumor that are adjacent to necrotic (avascular) areas, which is
consistent with the possibility that tumor angiogenesis could be induced, to some extent, by
hypoxia (11, 78) — seemingly its major stimulus (11, 20, 79, 80). VEGF is considered to be
the most important parameter among angiogenic markers (11).

In the present study, VEGF expression was detected in 47.8% of the patients with

esophageal adenocarcinoma, which is in agreement with the results described in the literature
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(13-19, 81). VEGF expression did not correlate with any of the clinicopathological variables
analyzed.

Most available studies on the prognostic effect of VEGF expression in patients with
esophageal tumors are concerned with patients with epidermoid carcinoma of the esophagus
(13, 15, 16, 18, 19,29). In these studies, the controversy over the role of VEGF in the
prognosis of these patients still persists. Few available studies have assessed the prognosis of
patients with esophageal adenocarcinoma in which the detection of VEGF by
immunohistochemistry could be demonstrated (12, 14). In these studies, no consensus was
reached on the actual prognostic factor of VEGF expression. In the present study, VEGF
expression was not associated with improvement of long-term prognosis in the univariate or
multivariate analyses adjusted for depth of tumor penetration through the esophageal wall,
lymph node involvement, surgical staging, level of tumor differentiation and Siewert’s
classification.

In a study conducted with patients with esophageal adenocarcinoma that assessed
VEGF expression and its correlation with prognosis (12), tumor vascularization was more
pronounced at earlier stages of the disease and correlated with better survival rates. However,
in the present study, when we excluded patients with superficial tumors (accounting for
approximately 30% of the patient population), vascularization did not show a prognostic
value, and even though vascularization is correlated with VEGF expression, we did not
observe an overall prognostic significance. These data allow us to conclude that angiogenesis
is pronounced in premalignant lesions and in early carcinomas, constituting an early event in
neoplastic progression (82) and that at advanced stages, the established prognostic factors
(depth of tumor penetration through the esophageal wall, lymph node involvement, level of
tumor differentiation, distant metastasis) are possibly more important than angiogenesis alone,

for the determination of prognosis (19, 76, 83, 84).
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When the study group consists of patients whose tumors are at an early stage of
development and whose follow-up period will be consequently longer, the difference between
the long-term survival curves will probably be greater, thus determining the prognostic value.
VEGF expression appears to be useful for patients at the initial stages of the disease (85). An
approach to be adopted in these cases would be the implementation of more aggressive
therapies (e.g.: neoadjuvant therapy), in VEGF+ patients, since they could present metastasis
quite early and consequently have a worse prognosis (19, 86-88).

Tumor development and growth at advance stages (as in the present study) seem to
occur independently of VEGF expression, whereas the initial metastatic event may be VEGF-
dependent or be at least correlated with this factor (85). At advanced stages, angiogenic
events are less pronounced (12, 76, 82), and because of that, their influence over the prognosis
of patients may not be demonstrated in studies with a large patient population with advanced
carcinomas.

Clinical and experimental evidence has suggested that p53 plays an important role in
the regulation of VEGF expression (15, 22). The expression of p53 protein could be
associated with an increase in VEGF production (20, 21, 23), even though recent studies
specifically concerned with esophageal carcinoma (with no distinction of histological type)
have not successfully shown such association (17, 19, 89). The coexpression of these proteins
would be associated with worse prognosis (15, 17).

In the present study, the coexpression between p53 protein and VEGF detected by
immunohistochemistry was observed in 12 patients (26% of the cases), and this association
was not correlated with worse prognosis or with the presence of distinct clinicopathological
characteristics in groups with and without expression of the proteins.

Our conclusion is that in the present study p53 protein was expressed in 24 patients

(52.2%) and its expression was no related to worse prognosis, and that VEGF expression was
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detected in 22 patients (47.2%). No correlation was observed between VEGF expression
(determined by immunohistochemistry) and long-term survival. The association between the
coexpression of p53 protein determined by immunohistochemistry and VEGF did not
correlate with prognosis in the present study.

Therefore, in the studied patients, the immunohistochemical analysis of p53 protein

and VEGF did not prove to be a prognostic factor for long-term survival.
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If you are not criticized, you may not be doing much”
Donald Rumsfeld

“Anyone who has never made a mistake has never tried anything new”

Albert Einstein
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