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em carcinomas gastricos mblcioen 2161

Imunohistochemical expression of c-erb-B2 and p53 in gastric carcinomas

Maria Dirlei F. S. Begnami'; Antonio Hugo ). F. M. Campos'; Edaise Silva%
André Montagnini?; Carlos F. Nascimento*; Sueli Nonogaki®; Fernando Soares$

Y resumo

Carcinoma géstrico Introducdo: Em nosso meio, os carcinomas gastricos ainda sé@o neoplasias bastante freqiientes e res-
p53 ponsaveis por altas taxas de mortalidade. Recentemente, tém-se demonstrado a expressdo de p53 e a
amplificacdo do gene c-erb-B2 nos carcinomas gastricos. A relevéncia e o significado biolégico destas
alteracdes ainda ndo foram totalmente estabelecidos. Objetivo: Estudar as expressdes imuno-histoqui-
Imuno-histoquimica micas de p53 e c-erb-B2 em 482 casos de carcinomas gastricos. Material e métodos: Foram construidos
trés blocos de tissue microarray (TMA) utilizando-se duplicatas de 482 casos de carcinomas gastricos.
Os cortes foram corados por hematoxilina e eosina (HE), tendo sido feita pesquisa para p53 e c-erb-B2.
Foram considerados positivos para p53 os casos com marcacdo nuclear em mais de 10% das células
tumorais. Para o c-erb-B2 foram considerados positivos os casos com marcacdo de membrana completa
em mais de 10% das células tumorais. Resultados: A expressdo de p53 e c-erb-B2 foi observada em
30% e 12% dos casos, respectivamente. Em relacéo aos tipos histol6gicos observou-se correlagdo entre

c-erb-B2

Tissue microarray

os carcinomas do tipo intestinal e a expressao de c-erb-B2 (p < 0,001). A expressdo de p53 foi mais
freqliente nos carcinomas com mais de 5cm de diametro (p = 0,036). Nao foram observadas alteracdes
nas curvas de sobrevida dos pacientes em relacdo as expressdes desses marcadores. Concluséo: Em
nosso meio, carcinomas géstricos do tipo intestinal sdo mais freqlientemente positivos para c-erb-B2 nos
tipos intestinais do que nos difusos. A expressdo de p53 esté associada ao tamanho tumoral. A técnica
do TMA é vélida e eficiente para o estudo de marcadores imuno-histoquimicos, com forte correlacao
com os cortes tradicionais de representacdo do tumor.

abstract IS ™™

Introduction: Gastric cancer is one of the commonest cancers in our country being responsible for a high mortality | Gastric cancer
rate. Recently, the expression of p53 and amplification of c-erb-B2 gene have been described in gastric carcinoma.
The relevance and biological significance of these findings are not established yet. Objective: The authors investi-
gated p53, c-erb-B2 immunohistochemical expression in 482 cases of gastric carcinomas. Material and methods:
Tissue microarray (TMA) blocks were designed using replicate samples of paraffin-embedded tissue from 482 gastric | fmmunohistochemistry
carcinomas. Sections were stained with HE, and antibodiies to p53 and c-erb-B2. Cases were considered p53 posi-
tive if nuclear staining was detected in > 10% of the tumor cells. Cases were assessed c-erb-B2 positive if the entire
circunference of the cell membrane was stained in > 10% of the tumor cells. Results: Overall expression of p53 and
c-erb-B2 was observed in 30% and 12% of gastric carcinomas cases, respectively. Relationship with intestinal type of
gastric carcinomas and expression of c-erb-B2 was shown (p < 0.001), and expression of p53 was observed in tumors
larger than 5cm (p = 0.003). There was not significant difference in survival curves of patients with gastric cancer in

p53

c-erb-B2

Tissue microarray

relation to the expression of these markers. Conclusion: Intestinal type of gastric carcinomas in our country are more
frequently positive for c-erb-B2 than diffuse type. The expression of p53 is associated with tumor size. The TMA is a
valid and efficient way to study immunohistochemical markers, having a high correlation with the full section.
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Introducgéo

Embora a incidéncia de cancer gastrico esteja grada-
tivamente diminuindo em muitos paises, esta neoplasia
ainda é uma das mais freqlientes em nosso meio, com altas
taxas de incidéncia e mortalidade®. O prognéstico dos
carcinomas géstricos ndo mudou muito nos ultimos anos,
e é dependente principalmente do estadiamento (TNM) e
do grau histolégico do tumor. O tratamento dos carcinomas
gastricos é eminentemente cirdrgico, e ha consenso de que
o tipo de exciséo cirlrgica € relevante na sobrevida®.

Nas Gltimas décadas, muitos estudos tém demonstrado
que o desenvolvimento e a progresséo dos carcinomas gas-
tricos séo decorrentes de alteracdes genéticas maltiplas®
443, Alguns marcadores biol6gicos como c-erb-B2, CD44,
UAP e p53 tém sido associados ao desenvolvimento e a
progresséo dos carcinomas gastricos 3 31-39),

O p53, um gene supressor de tumor, esta localizado no
cromossomo 17p. Ele codifica uma proteina de 53kDA e tem
sido considerado o guardido do genoma. Esse gene exerce
importante papel na regulacdo do ciclo celular, no reparo
do DNA e na morte celular por apoptose. Anormalidades
no gene p53 sdo as alteragcdes moleculares mais freqiiente-
mente encontradas nos diversos tipos de neoplasia. Tem-se
demonstrado que a maioria das mutacbes missense do
gene p53 causa alteraces na conformacéo da sua protei-
na, prolongando a sua meia-vida e podendo acumular-se
no nicleo das células neopléasicas. Esse acimulo pode ser
detectado através do método de imuno-histoquimica® 2.
Mutacdes no gene p53 foram observadas numa variedade
de carcinomas, como nos colorretais“?, mamarios©?,
esofagicos'® e gastricos(% 2239, Em carcinomas gastricos,
a freqiiéncia de mutacdes do p53 varia de 4% a 64%,
dependendo principalmente do tipo de técnica utilizada
para a deteccdo. Numerosos trabalhos tém sido realizados
na tentativa de se demonstrar a relevancia clinica das al-
teracdes do p53 nos pacientes com carcinomas géstricos,
porém os resultados sdo controversos em diversos aspectos:
a relacdo entre a expressao de p53 e a diferenciacdo dos
carcinomas (tipos intestinal vs. difuso)@%3%; a associacdo
com pior prognéstico®? e a resposta clinica ao tratamento
quimioterapico 22, Como ja mencionado, os resultados
da literatura mundial sdo conflitantes e controversos, e
ha poucos artigos nacionais que tenham demonstrado a
freqliéncia da expressdo de p53 e sua correlagdo com o
prognéstico em carcinomas gastricos®®.

Outro gene muito estudado é o c-erb-B2. Este gene
esta localizado no cromossomo 17 (17q), codifica um

receptor transmembrana de tirosina quinase de 185kDa
e é um membro da familia dos receptores dos fatores de
crescimento. A amplificacdo do c-erb-B2 esta associada com
a superexpressao de sua proteina na membrana das células
neopldsicas. Recentemente, anormalidades neste gene tém
atraido atencdo especial devido ao desenvolvimento de
uma nova terapéutica adjuvante contra o cancer mamario
usando um anticorpo monoclonal para os produtos do
gene c-erb-B2 (Herceptin®; Genentech, Inc., South San
Francisco, CA). Estudos tém demonstrado que o c-erb-B2
estd superexpresso em outros tipos de carcinoma, como
nos ovarianos“?, coldnicos” e de glandulas salivares?”.
Nos carcinomas gastricos, a superexpressao de c-erb-B2
tem sido encontrada predominantemente nos carcinomas
bem diferenciados, do tipo intestinal de Lauren, e parece
ser um marcador de pior progndstico“s *7. Portanto, vi-
mos que alteracdes genéticas associadas aos oncogenes
e genes supressores de tumor, como c-erb-B2 e p53, tém
sido descritas nos carcinomas gastricos. Sendo assim, nosso
trabalho tem como principal objetivo determinar a frequ-
éncia da expressdo dessas proteinas através da técnica de
imuno-histoquimica em tissue microarrays (TMAs) contendo
amostras de 482 casos de carcinomas géstricos operados em
nossa instituicdo e verificar se essas expressdes tém alguma
associacdo com o prognostico.

Material e métodos

Casuistica

Foram selecionados 482 casos de carcinomas gastricos
submetidos a gastrectomia total ou parcial no periodo de
1988 a 1998, obtidos nos arquivos da anatomia patoldgica
do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer
A. C. Camargo. Foram resgatadas todas as respectivas
laminas e blocos de parafina. Blocos representativos do
tumor foram selecionados e novos cortes realizados. A
revisdo da lamina permitiu o diagnéstico histolégico da
neoplasia de acordo com a classificacdo de Lauren{®. A
série foi constituida por 234 carcinomas do tipo intestinal,
166 do tipo difuso, 60 mistos e 22 casos representados
principalmente por carcinomas do tipo indiferenciado
(sélidos) que apresentavam caracteristicas morfoldgicas
distintas que nao permitiam a sua classificacdo nos tipos
histolégicos descritos por Lauren e foram chamados de
nao-classificados. O seguimento clinico foi feito a partir
da data da cirurgia por cinco anos (60 meses) ou até a
data do ébito.
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Construcdo do TMA

Os TMAs foram construidos utilizando-se somente car-
cinomas gastricos. Os casos foram resgatados do arquivo
de anatomia patoldgica e blocos representativos do tumor
foram separados. Laminas de hematoxilina e eosina (HE)
foram utilizadas para a identificacdo das areas usadas nos
TMAs através de marcacdes circulares das regides mais
representativas do tumor. Usando o tissue microarrayer
(Beecher Instrument, Silver Springe, MD) as areas de in-
teresse previamente marcadas nas laminas e identificadas
nos blocos doadores foram retiradas e transferidas para
os blocos receptores. Para cada caso foram retirados dois
cilindros de 0,6mm (cores) de duas areas distintas do
tumor, gerando um total de 964 cores. Os cores foram
entdo distribuidos em trés blocos (A, B e C) contendo,
respectivamente, 176, 105 e 201 casos.

Imuno-histoquimica

As reacBes imuno-histoquimicas foram realizadas em
dois cortes de niveis diferentes de cada bloco de TMA pela
técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC, Dako®). Resumidamente, as laminas foram
previamente revestidas por solucao de silano (APTS - Sig-
ma®A3648) diluido a 4% em acetona. Os cortes obtidos
tinham 3pm de espessura apds microtomia mecanica.
Eles foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperacdo
antigénica pelo calor com irradiagao por panela de pressdo
(Eterna, Nigro), utilizando-se tampao citrato 10mM, pH 6,
por 15 minutos. O bloqueio da peroxidase endégena foi
realizado com solucdo de peréxido de hidrogénio a 3%
seguida da incubacdo com os anticorpos primarios p53
(anticorpo monoclonal, clone DO7, 1:100, Dako, USA)
e c-erb-B2 (anticorpo policlonal, 1:500, Dako, USA). As
reacOes foram reveladas com solucédo de diaminobenzidina
(DAB, Sigma®) a 60mg% e contracoradas com hematoxilina
de Harris (Merck®). Para cada reagdo utilizou-se como con-
trole positivo tecido sabidamente positivo para o anticorpo
testado. Dois controles negativos foram também usados,
sendo o primeiro deles pelo ndo-uso do anticorpo primario,
e o segundo, através da retirada do anticorpo secundario
durante os passos da reacao.

Os casos foram considerados positivos para p53 quando
a coloracao marrom foi detectada, nos nicleos das células
tumorais, em mais de 10% das células. Para a avaliacdo da
marcacao do c-erb-B2 foi utilizado o escore recomendado
pela Dako para a avaliacdo do Herceptest (Tabela 1).

Padrao de imunomarcacao e escores

utilizados para a avaliacao de

LELLER N oxpressio do c-erbB-2
Escore  Expressao Padrao de imunomarcacao
da proteina das células neoplasicas
Marcacao ausente ou
0 Negativa presente em menos de 10%
das células neoplasicas
Marcacdo de membrana
1+ Negativa fraca e parcial em mais
de 10% das células
Marcacao completa da
2+ Positiva ~ membrana, fraca ou moderada
em mais de 10% das células
Marcacdo completa e
3+ Positiva forte da membrana em mais

de 10% das células

Para as analises estatisticas foram considerados somente
dois grupos: positivos (2+ e 3+) e negativos (1+ e 0).

Validagao do TMA

Para a validacdo dos blocos de TMA foi realizado estudo
imuno-histoquimico para p53 em laminas de cortes histo-
l6gicos tradicionais de 118 casos de carcinomas gastricos
contendo éreas extensas de tumor. Esses casos foram es-
colhidos aleatoriamente e estavam também representados
nos blocos de TMA.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o
programa de computador SPSS 10.0 (SPSS Inc.,Chicago,
IL, USA). Para a andlise da associacdo entre dois grupos foi
utilizado o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher.
Foram considerados significantes os valores de alfa < 0,05.
As curvas de sobrevida foram estimadas usando-se o mé-
todo de Kaplan-Meier.

Resultados

Os principais dados demogréficos dos carcinomas gas-
tricos estudados podem ser vistos na Tabela 2. A idade
dos 482 pacientes variou de 26 a 84 anos (média de 61,7;
mediana de 64 anos). Pacientes do sexo masculino repre-
sentavam 64%, enquanto 36% pertenciam ao feminino. Os
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tumores eram preferencialmente localizados na regiao distal
do estdmago (87%) em relacdo a regido proximal (17%),
e 75% deles apresentavam metastases em linfonodos. Os
tumores mediam de 0,6 a 19cm, sendo que 70% deles
eram maiores que 5cm. De todos os casos, 455 (94%)
eram tumores que infiltravam a camada muscular prépria, a
subserosa e a serosa além dessa. Os carcinomas superficial-
mente invasivos (com infiltragcdo de mucosa e submucosa)
eram representados por apenas 27 casos (6%).

Em relagéo aos tipos histoldgicos observou-se predo-
minio do tipo intestinal (48,5%), seguido pelos difusos
(34%) e mistos (12%). Apenas 4,5% dos carcinomas foram
nao-classificados.

A frequiéncia de expressao dos anticorpos pesquisados
e as correlacdes com os principais dados histopatoldgicos
podem ser vistas na Tabela 3. Todas as laminas de TMA
utilizadas para os dois marcadores continham pelo menos

Principais caracteristicas
demograficas e histopatologicas

dos casos e expressao imuno-

LELIIE R histoquimica de c-erb-B2 e p53
P . Nimero de
Variaveis Categoria .
casos (%)
Masculino 308 (64)
Sexo o
Feminino 174 (36)
Idade < 60 anos 185 (38)
> 60 anos 297 (62)
Tamanho <5cm 160 (30)
do tumor > 5cm 322 (70)
Localizacdo Proximal 64 (13)
Distal 417 (87)
Nivel de Superficial 27 (6)
infiltracdo Profunda 455 (94)
Metastases em Positivo 359 (75)
linfonodos Negativo 119 (25)
Intestinal 234 (48,5)
Tipo .
S Difuso 166 (34)
histoldgico i
Lauren Misto 60 (12)
Néo-classificados 22 (4,5)
c-erb-B? Neg?t'lvo 406 (88)
Positivo 56 (12)
253 Neg.at.lvo 321 (70)
Positivo 137 (30)

90% dos casos, com uma representacdo minima de 10%
da area tumoral (Figura 1).

A pesquisa de c-erb-B2 foi analisada em 462 (96%) do
total de 482 casos presentes no TMA. Em 20 casos a ava-
liagdo do marcador ndo foi possivel devido a representacéo
inadequada do tumor na amostra. Dos 462 casos analisados,
somente 56 (12%) foram positivos, mostrando marcacao
de membrana 2+ ou 3+ (Figura 2). Foi observada uma
correlacdo estatistica entre a expressdo de c-erb-B2 e o
tipo histoldgico. Quarenta e nove casos do tipo intestinal,
cinco do tipo difuso e dois do misto foram positivos para
este marcador; portanto os carcinomas do tipo intestinal,
em relacdo aos demais tipos, foram mais freqlientemente
positivos para c-erb-B2 (p < 0,001). As demais variaveis
como sexo, localizacdo da lesdo, metastases em linfonodos
e profundidade de infiltracdo da parede ndo mostraram
associacdo com a expressdo de c-erb-B2.

Em relacdo a expressao de p53 foram analisados 458
casos (95%). Vinte e quatro casos (5%) foram excluidos
devido a representacdo inadequada na amostra. Do total
de 458 casos analisados, 137(30%) mostraram marcacao
nuclear para o p53 (Figura 2). A maioria dos casos positivos,
79/137 (62%), era de tumores com mais de 5cm de dia-
metro maximo, observando-se correlacdo estatistica entre
o tamanho tumoral e a expressao de p53 (p = 0,036). Nédo
foram observadas associacdes entre sexo, idade, localizacdo,
nivel de infiltracdo e metastases em linfonodos em relagcao
a expressdo da proteina p53. No tocante aos tipos histo-
l6gicos, observamos imunomarcagéo em 80 casos do tipo
intestinal, 36 do tipo difuso, 17 do tipo misto e quatro néo-
classificados. Apesar da maior freqiiéncia de positividade
nos carcinomas do tipo intestinal, a andlise dos resultados
nado mostrou associacdo estatistica.

As curvas de probabilidade de sobrevida acumulada dos
482 casos de carcinomas gastricos em funcéo da expressao
de c-erb-B2 e p53 podem ser vistas nas Figuras 3 e 4. Nao
foram observadas alteracdes significativas na sobrevida dos
pacientes em relacdo a expressdo destas proteinas.

Comparagao entre os resultados da expressao
de p53 nos cortes tradicionais e no TMA

Para validar os resultados obtidos das expressdes de p53
e c-erb-B2 nos TMAs, comparamos as porcentagens dos
carcinomas positivos para p53 em uma amostra aleatéria de
118 casos de carcinomas gastricos representados por cortes
tradicionais. As reacdes imuno-histoquimicas foram feitas
com o mesmo protocolo e utilizando-se 0 mesmo anticorpo
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Tabela 3 Correlacoes entre expressao de c-erb-B2, p53 e dados histopatoldgicos

Varidveis c-erbB-2 p53
Negativo  Positivo P Negativo Positivo P
Sexo Masculino 260 (88%) 33 (11%) NS 194 (67%) 96 (33%) NS
Feminino 146 (86%) 23 (14%) 127 (75%) 41 (25%)
Hade <60anos 159 (88%) 21 (12%) NS  125(70%) 52 (30%) NS
>60anos 247 (88%) 35 (12%) 196 (70%) 85 (30%)
0 0 0 0
I < 5cm 129 (87%) 20 (13%) NS 91(61%) 58 (39%) 0,036
> 5cm 277 (88%) 36 (12%) 230 (74%) 79 (26%)
; 0 0 0 0
Metéstase em linforiodo Neg.at.lvo 98 (85%) 18 (15%) NS 81 (71%) 33(29%) NS
Positivo 305 (89%) 37 (11%) 238 (70%) 102 (30%)
. Proximal 50 (80%) 13 (20%) NS 43(69%) 20 (31%) NS
Localizacdo .
Distal 355 (89%) 43 (11%) 278 (70%) 116 (30%)
- - fici 1 ° 20° N 12 (529 11 (48° N
Neelie i L a0 Superficial 9 (80%) 5 (20%) S (52%) (48%) S
Profundo 387 (89%) 51 (11%) 309 (71%) 126 (29%)
Intestinal 177 (78%) 49 (22%) 146 (65%) 80 (35%)
3 0 0 0 0
Tipo histoldgico Difuso 154 (97%) 5 (3%) <0,001 118 (77%) 36 (23%) NS
Misto 54 (97%) 2 (3%) 40 (70%) 17 (30%)
Néo-classificados 21 (100%) 17 (81%) 4 (19%)
NS = ndo significativo; p= nivel descritivo do teste de associag@o
A B c —
TS
\.\&h‘“
4 e G-erbE-2
Figura 1 - Design do TMA. Distribuicdo dos cilindros dos cores do TMA (A). '§ \ﬁ- postia
Preservacdo da morfologia em um dos cilindros de carcinoma do tipo intestinal, E & posceurado
corado pela técnica do H&E (B). Preservacao dos antigenos corados pelo p53 @ T neaaio
(C), tamanho original x40, detalhe, x600 § 0o pegeemsureds
Tempo (meses) pins
Figura 3 - Curva da sobrevida global dos pacientes com carcinomas gastricos
em relagdo a expressao de c-erb-B2
10 1*
‘I
. \\
- .
g “Hi :OJ postive
z "-_n':qzl‘.'r.-a -
Figura 2 - Marcacdo nuclear para p53 observada em carcinomas do tipo difuso Tempo (meses) .I
(A,C) tamanho original 40x, 600x, e em carcinomas do tipo intestinal (B,D), _ p-ns

tamanho original 40x, 600x. Positividade para c-erbB-2 nos carcinomas do tipo
difuso (E) e intestinal (F), tamanho original 600x

Figura 4 - Curva da sobrevida global dos pacientes com carcinomas gastricos
em relagdo a expressdo de p53
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monoclonal para o p53 em todas as laminas estudadas.
Dos 118 casos de carcinomas gastricos representados por
cortes tradicionais, 38 (32%) foram positivos para p53 e,
nos TMAs, dos 458 carcinomas géstricos analisados, 137
(30%) foram positivos para este marcador. Observou-se que
a frequiéncia de expressao de p53 foi muito semelhante en-
tre os dois grupos (corte tradicional vs. TMA), ndo havendo
diferenca estatisticamente significante entre a expressao de
p53 e o tipo de amostragem do tumor.

O presente estudo demonstrou a frequiéncia das ex-
pressdes de c-erb-B2 e p53 em amostras de carcinomas
gastricos da populacédo brasileira. No nosso estudo, os
carcinomas gastricos expressaram c-erb-B2 em cerca de
12% dos casos. Essa mesma frequiéncia de expressao foi
observada pela primeira vez por Yonemura et al., em 1991,
e tem sido confirmada por outros autores‘’-4%- 49 Observa-
mos também que os casos positivos para esta proteina séo
predominantemente do tipo intestinal, o que esté de acordo
com alguns autores, que demonstraram que as alteracdes
genéticas do gene c-erb-B2 ocorrem comumente nos car-
cinomas gastricos bem diferenciados, do tipo intestinal ou
tubular, e estdo associadas a mutacdo do gene c-Ki-ras'é 2%
9, Portanto, algumas anormalidades genéticas podem in-
fluenciar a carcinogénese dos diferentes tipos de carcinomas
gastricos, e a expressao de c-erb-B2 pode ter importante
papel como marcador de diferenciacdo gastrica.

A superexpressdo da proteina c-erb-B2 no nosso estudo
nao mostrou associacdo com o estadio clinicopatolégico
e com o status linfonodal. Esses achados séo diferentes
de estudos anteriores, que mostraram correlacdo entre
a expressdo de c-erb-B2 e o nivel de infiltracdo e metas-
tases\?®),

Alteracbes genéticas no gene p53 sdo freqiientemente
observadas em diferentes tipos de tumor(¥. A proteina
mutante p53 esté associada ao alto risco de metastases em
linfonodos e a resisténcia a drogas pela inibicdo da apop-
tose. E demonstrado na literatura que a mutacéo do gene
p53 é um evento precoce na carcinogénese gastrica, sendo
detectada através do método de imuno-histoquimica em
cerca de 19%-29% dos casos de carcinomas gastricos* 32,
Nossos dados mostraram maior freqiiéncia de expressao de
p53 nos tumores maiores que 5cm, sugerindo que a muta-
¢do de p53 pode ser um evento tardio no desenvolvimento
do carcinoma gastrico. A correlagdo com o progndstico
ainda nao é clara, e a literatura mostra resultados bastante

diferentes“?. No nosso estudo demonstramos a expressao
da proteina p53 em 30% dos casos, a maioria em tumores
avancados, com discreto predominio nos carcinomas do
tipo intestinal.

O presente estudo foi realizado através do método do
tissue microarray, que permite a analise da expresséo de
diversas proteinas num grande nimero de casos. A critica
que cabe a este método é a representatividade do tumor,
uma vez que a area representada é pequena e os tumores
podem apresentar grande heterogeneidade('®:39. Para ame-
nizar estes problemas e tornar o TMA o mais representativo
possivel do tumor original, os blocos tém sido construidos
em duplicatas® ® 2. Em nosso estudo, com o objetivo de
validar os TMAs, realizamos a pesquisa de p53 em uma
amostra de 118 casos de carcinomas gastricos em seu corte
tradicional. Observamos que a freqliéncia da expressdo
desta proteina foi de 32% nos cortes tradicionais e de 30%
nos de TMA, sendo portanto muito semelhantes. As analises
estatisticas ndo mostraram diferencas significativas entre
os dois métodos de representacdo do tumor em relagdo a
expressdo de p53. Nos Gltimos anos, muitos autores tém
demonstrado a contribuicdo do uso de TMA na pesquisa
de marcadores imuno-histoquimicos ou de outras técnicas
como hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) ou co-
lorimétrica (CISH)@ 3 & 11.34 37 ‘provando que as amostras
de TMA sdo representativas do tumor e que os resultados
foram estatisticamente semelhantes ao método tradicional
de cortes histolégicos do tumor, na sua totalidade em lami-
nas individuais. O nosso estudo foi feito utilizando-se trés
blocos de TMA, todos com casos em duplicata. Notamos
perda em torno de 5% dos casos na analise das expressdes
do p53 e do c-erb-B2 pela ndo-representacdo do material
nas laminas do TMA. Essa freqiiéncia esta de acordo com a
literatura, onde pesquisadores da érea consideram aceitével
a nao-representacédo de até 30% dos casos em cada lamina.
Portanto, o nosso estudo mostrou que o método TMA é
eficaz e permitiu a anélise de mais de 90% dos casos.

Em relagdo ao prognéstico ainda ndo estdo claras a
relacdo da expressao de p53, a amplificacdo e a expressao
do c-erb-B2 nos carcinomas gastricos. Pinto de Sousa et
al. (2004) demonstraram que a expressdo de p53 esta
associada a mau prognéstico®?, porém outros trabalhos na
literatura ndo mostraram esta associacdo®®. Alguns autores
observaram que a expressdo de c-erb-B2 esta relacionada a
doenca avancada e pode ser considerada um fator preditivo
independente®?. Em nosso estudo, as expressdes de p53
e de c-erb-B2 ndo mostraram associa¢cdes com o status lin-
fonodal e nao influenciaram a sobrevida de pacientes com
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carcinomas gastricos. Portanto, de acordo com 0s nossos
dados, a contribuicéo do c-erb-B2, bem como do p53, para
a carcinogénese gastrica ainda é muito pequena.

Concluindo, demonstramos que a expressao de p53 e
c-erb-B2 em carcinomas gastricos de nossa populacéo é de
30% e 12%, respectivamente. A expressao de c-erb-B2 esta

associada aos carcinomas do tipo intestinal, e em relacéo
ao progndstico ndo observamos associacdes entre as ex-
pressdes do dois marcadores e a sobrevida dos pacientes.
A técnica do TMA é vélida e eficiente para o estudo de
marcadores imuno-histoquimicos, com forte correlagéo
com os cortes tradicionais de representa¢do do tumor.
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