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ARTIGO ORIGINAL
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Analise da expressao imuno-histoquimica de c-erbB-2 ins o
Aceito para publicagdo em 28/03/07

e EGFR em carcinoma epiderméide de eséfago Ptiadoen 2008

Immunohistochemical expression of c-erbB-2 and EGFR in esophageal squamous cell carcinoma

Yukie Sato’; Carlos Ferreira Nascimento? Severino da Silva Ferreira% José Humberto T. G. Fregnani®; Fernando Augusto Soares*

T resumo

Imuno-histoquimica Introducdo: O carcinoma epidermdide de esdfago (CEE) possui alta incidéncia em nosso pais, com altas
taxas de mortalidade. A familia dos receptores do fator epitelial de crescimento (EGFR) é composta por

c-erbB-2 quatro membros, e muitos estudos tém sido direcionados para a expressao de EGFR e c-erbB-2, com
EGFR implicacdes terapéuticas. Objetivo: Investigar as expressdes imuno-histoquimicas de EGFR e c-erbB-2 e

correlaciona-las a aspectos clinicopatolégicos em casos de CEE. Material e métodos: Para esse estudo,
Tissue microarray dados clinicopatolégicos de 613 CEE foram revistos. A imunoistoquimica foi feita utilizando anticorpo

policlonal para c-erbB-2 e monoclonal para EGFR em 597 e 585 casos, respectivamente. Os casos
representados por pegcas cirlirgicas foram distribuidos em trés blocos de parafina de tissue microarray
de esbfago (TMA), inseridos em duplicata; aqueles com bidpsias foram analisados em corte convencional. Todos
foram classificados de acordo com intensidade e padrdo de marcacdo de membrana das células
tumorais. Resultados: As expressoes de c-erbB-2 e EGFR foram observadas em 42,4% e 77,6% dos casos,
respectivamente. Observou-se correlacdo estatisticamente significativa entre as expressoes de c-erbB-2
(p=0,04) e EGFR (p = 0,01) e grau histolégico. Ambos os marcadores foram significativamente mais
expressos em casos bem/moderadamente diferenciados do que nos pouco diferenciados/indiferenciados.
Embora ndo tenha sido significativa, houve uma tendéncia de associacdo entre superexpressao de c-erbB-
2 e sitio do tumor, em que casos positivos ocorreram com mais freqiiéncia no terco médio do eséfago.
Nenhuma correlacéo significativa foi verificada entre essas proteinas e sobrevida global. Concluséo: Os
resultados podem sugerir um papel primordial para essas proteinas na diferenciacdo tumoral em CEE.

Carcinoma epidermoéide

abstract IIPSTTY

Introduction: Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is highly prevalent in Brazil, and responsible for high | Immunohistochemistry
mortality index. The epidermal growth factor receptor (EGFR) family has four members and much attention
has been focused on the expressions of EGFR and c-erbB-2 with therapeutic implications. Objective: The aim
of the present study was to investigate immunohistochemical expressions of c-erbB-2 and EGFR in ESCC, and | fgrp
correlate them with clinicopathological data. Material and methods: Medical records of 613 patients with
ESCC were reviewed. Immunohistochemistry was carried out using polyclonal c-erbB-2 and monoclonal EGFR | Tissue microarray
in 597 and 585 cases, respectively. Cases represented by surgical resections were performed in three tissue
microarray (TMA) paraffin blocks spotted in duplicate; those with small biopsies without surgical resections
were performed individually. All cases were scored according to intensity and pattern of membrane staining of | ¢areinoma
tumor cells. Results: The expressions of c-erbB-2 and EGFR were observed in 42.4% and 77.6% of the cases,
respectively. A significant correlation was found between c-erbB-2 (p = 0.04) and EGFR (p = 0.01) expressions
and histological grade. Both markers were significantly more expressed in well/moderate differentiated ESCC
than in poorly differentiated ESCC. Although it was not significant, there was a tendency of association
between c-erbB-2 overexpression and tumor location, in which positive cases occurred more frequently in
the middle third of the esophagus. There was no correlation with overall survival. Conclusion: The results
may suggest a role for these markers in tumoral differentiation in ESCC.

c-erbB-2

Esophageal squamous cell
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Introducao

O carcinoma epidermdide do esofago (CEE) é o tipo
histolégico mais comum de cancer do 6rgéo, assim como
uma das neoplasias malignas mais comuns em nosso meio.
Ocorre predominantemente em paises em desenvolvimento
e é a sexta neoplasia em freqiiéncia em nosso pais, com cer-
cade 10.600 casos novos por ano, causando mais de 5.300
6bitos/ano™®. Os dados do Instituto Nacional do Céncer
(INCa) mostram uma grande diferenca regional em nosso
pais, sugerindo forte envolvimento de fatores ambientais
em sua etiologia, como dieta e alto consumo de tabaco e
alcool* %28, Qutros fatores como agentes infecciosos, com
énfase no papilomavirus humano® 3%, e sindromes como
acalasia e tilose®'® também tém sido implicados na génese
desse tumor.

Geralmente, o CEE esta associado a um prognéstico
ruim, por se tratar de um tumor em estadio avancado no
momento do diagnéstico e apresentar alta freqiiéncia de
metastases linfonodais. O comprometimento linfonodal
é considerado uma importante causa para o fracasso das
terapias nesses tumores(* 29, Assim, embora as varias mo-
dalidades de terapia, adicionalmente a resseccdo cirlrgica,
tenham sofrido melhora ao longo dos anos, ainda se observa
alta taxa de mortalidade ap6s cirurgia entre os pacientes
com CEE® 2132, Desse modo, é importante conhecer os
fatores prognésticos que podem auxiliar na escolha da
terapia mais apropriada.

A familia dos receptores dos fatores de crescimento
epidérmico é um grupo bem definido de quatro molécu-
las homdlogas que incluem o receptor do fator epitelial
de crescimento (EGFR, do inglés epidermal growth factor
receptor), c-erbB-2, c-erbB-3 e c-erbB-4. A importancia
desses receptores tem sido amplamente estudada em
diversas neoplasias malignas, com énfase nos carcinomas
de mama, inclusive originando terapéuticas especificas do
bloqueio de sua atividade. Alguns estudos tém sugerido que
a ativacao aberrante da atividade quinase desses receptores
desempenha papel importante no desenvolvimento e na
progressao tumoral em CEE"- 27, induzindo aumento da
migragdo e agregacao celular, assim como hiperproliferagdo
e diferenciacdo de células epiteliais®.

A expressao de EGFR é pouco estudada em CEE. Alguns
estudos verificaram associagdo entre a superexpressao
dessa proteina e caracteristicas clinicopatolégicas, como
idade, tipo histolégico, nivel de infiltragdo e metastase
linfonodal, mas nao existe consenso entre esses dados. En-
tretanto, ha concordéncia entre os autores quanto ao fato

de a superexpressao de EGFR estar associada a menores
taxas de sobrevida e pior progndstico(2 13 20,23 34,

Grande parte dos poucos estudos de literatura que anali-
saram a expressao de c-erbB-2 relatou que a superexpressdo
dessa proteina ndo influencia o prognéstico de CEE?:* 33,
Entretanto, Lam et al. verificaram que a superexpressao
em 10% dos casos esta associada a grau histol6gico('.
Outro estudo mostrou que c-erbB-2 esta associado a pior
sobrevida®. Ha também estudos em que nao foi verificada
superexpressao dessa proteina em casos de CEEC® 3D,

O objetivo deste trabalho foi estudar as expressoes
imuno-histoquimicas de c-erbB-2 e EGFR em amostras de
carcinoma epidermdéide de esdéfago e correlacionar tais
dados aos clinicopatolégicos.

Material e métodos

Casuistica

Para o estudo foram analisados 613 casos de pacientes
com CEE, biopsiados ou operados no Centro de Pesquisa
e Tratamento Hospital do Cancer A.C. Camargo, em Sao
Paulo, de 1980 até 1999. Todos os casos foram revistos em
relacdo aos dados demogréficos e clinicopatol6gicos.

Os 613 casos, representados por 861 amostras (595
pecas cirlrgicas e 266 bidpsias), foram analisados de duas
formas distintas. As 427 amostras, compostas por 425 pecas
cirdrgicas e duas bipsias endoscdpicas, foram submetidas
a reacdes de imuno-histoquimica e anlises através da téc-
nica de tissue microarray (TMA). Em 434 exemplares (264
bidpsias e 170 pecas cirlrgicas que ndo continham material
suficiente para a construcdo do TMA), as reacdes e analises
foram feitas separadamente em corte convencional.

Construcdo do TMA

Para o estudo foram construidos trés blocos de TMA, cada
um contendo 288 cores de 1 mm, sendo o primeiro core
representado por um fragmento de figado normal utilizado
como referéncia. Em cada bloco foram incluidas cerca de 143
amostras de casos distintos de CEE com diferentes graus de
diferenciacdo e comportamentos bioldgicos, dispostas em
duplicata, correspondendo a éreas diferentes da mesma
amostra. Com os blocos de TMA prontos, foram obtidos
cortes de 3 ym de espessura, colhidos em laminas com
adesivos especiais para a técnica (Instrumedics Inc.). O TMA
foi construido utilizando o Manual Tissue Arrayer |, aparelho
fabricado e adquirido pela Beecher Instruments Inc.



SATO, Y., et al. Andlise da expressao imuno-histoquimica de c-erbB-2 e EGFR em carcinoma epidermoide de esofago ® | Bras Patol Med Lab ¢ v. 43 ¢ n. 4 ¢ p. 275-283 ¢ agosto 2007

Imuno-histoquimica

Duas laminas de cada bloco de TMA, com cortes em dois
niveis e cerca de 40 cortes de diferenca entre elas, foram
submetidas as reacdes de imuno-histoquimica. Nos casos
em que as reacdes e analises foram feitas em corte conven-
cional, a reacdo imuno-histoquimica foi realizada em apenas
uma lamina. Considerando que cada caso podia estar sendo
representado por mais de uma amostra, tanto em TMA
quanto em corte convencional, foram entdo obtidas de uma
a 16 analises imuno-histoquimicas em cada caso. Ou seja,
se um bloco de TMA contém quatro amostras diferentes
de um mesmo caso, em duplicata, ao avaliar duas laminas
desse bloco obtemos 16 anélises imuno-histoquimicas para
esse determinado caso.

As reaces de imuno-histoquimica foram realizadas pela
técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC, DAKO). Apés desparafinizacdo dos cortes dos
tecidos, foi feita a recuperacdo antigénica utilizando panela
de pressao, em tampao citrato pH 6.0, seguida pelo blo-
queio de peroxidase endégena, com solugdo de perdxido
de hidrogénio a 3%. Os cortes foram incubados com os
anticorpos primérios c-erbB-2 policlonal (1:500, A0485,
DAKO) e EGFR monoclonal (1:20, NCL-EGFR-384, Novo-
castra). Em seqliéncia, as laminas foram incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado, seguidas por incubagdo
com o Streptavidina HRP (Kit LSAB+ peroxidase, K0690,
DAKO). As reacdes foram reveladas com diaminobenzidina
(kit Liquid DAB + Substrate, K3468, DAKO) e contracoradas
com hematoxilina de Harris (Merck).

Os resultados da andlise da expressao imuno-histoquimi-
ca de ambos os marcadores foram baseados na intensidade
e no padrédo da marcacao das células tumorais, divididas em
quatro categorias: nenhuma marcacao ou marcagao fraca
em menos de 10% das células tumorais (0); marcagdo com
intensidade fraca, em parte de sua membrana, em mais de
10% das células (1+); marcacdo completa de membrana de
intensidade fraca a moderada em mais de 10% das células
(2+) e marcacdo de intensidade forte em mais de 10% (3+).
As categorias 0 e 1+ foram consideradas negativa e 2+ e 3+,
positivas, de acordo com as regras do teste reconhecido
pela Food and Drug Administration (FDA): o HercepTestTM
(DAKO). Em sequida, os casos foram classificados em trés
grupos, de acordo com os critérios: maioria das amostras
com expressdo 0 e/ou 1+ e nenhuma com 2+ e 3+ (grupo
I: negativo), pelo menos uma amostra com expressao 2+
e nenhuma com 3+ (grupo Il: potencialmente positivo) e
pelo menos um exemplar com expressdo 3+ (grupo I
positivo).

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita através dos programas de
computador Stata Statistical Software, versdo 7.0, Stata
Corporation e SPSS for Windows, versao 10.0, SPSS Inc.,
utilizando o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher.
As andlises de sobrevida global foram realizadas de duas
formas. Primeiramente, foi realizada a analise de sobrevida
global para todo o periodo de seguimento dos casos, con-
siderando a data de admissdo no servico como ponto inicial
e a data de 6bito, ou Ultimo retorno, como ponto final. O
célculo da estimativa de sobrevida global foi realizado pela
técnica de Kaplan-Meier, e as comparagdes entre as curvas
de sobrevida em relacao as varidveis estudadas, pelo teste de
log-rank. A analise multivariada foi feita pelo modelo de riscos
proporcionais de Cox. Para todas as analises, foram consi-
derados significativos os valores de a < 0,05. Para viabilizar
alguns calculos estatisticos, foi necessario agrupar algumas
categorias, como ocorreu no caso de c-erbB-2 e EGFR, em
que os grupos Il e Il foram reunidos como positivos. No
grau histolégico também houve rearranjo dos dados, sendo
agrupadas as categorias G1/G2 e G3/G4.

Resultados

Dados clinicopatolégicos dos pacientes

Os dados clinicopatolégicos estdo sumariados na Ta-
bela 1. Entre os 613 casos de carcinoma epidermdide de
esofago selecionados para esse estudo, 504 (82,2%) séo
do sexo masculino e 109 (17,8%), do feminino, com pre-
dominancia de individuos de etnia branca (68%). A faixa
de idade dos pacientes variou de 32 a 94 anos, com idade
média de 59,2 anos e mediana de 59 anos.

A maioria dos casos (57,4%) apresentou a lesdo no terco
médio do es6fago e, de acordo com o grau histoldgico, 49%
foram classificados como moderadamente diferenciados
(G2). Emrelacéo a categoria pT, os 206 casos representados
por pegas cirdrgicas mostraram alta incidéncia (69,1%) de
tumores que atingiram a adventicia (pT3). Essa avaliacdo
ndo foi feita nas bidpsias devido ao tamanho reduzido das
amostras tumorais, o que ndo permitiu avaliacdo precisa
da profundidade de invasdo. Tal limitacdo também foi
encontrada na avaliacdo da invasdo vascular, sendo con-
siderados somente os casos com pecas cirrgicas. Assim,
invasdo vascular foi vista em 151 (73,3%) casos; invasao
linfatica foi observada em 116 (56,5%) e invasdo venosa,
em apenas trés (1,5%). A grande maioria dos casos evoluiu
para morte (82,2%).
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Sumario dos dados clinicopatoldgicos dos 613 casos de CEE analisados nesse estudo

Tabela 1
Variavel Categoria Namero de casos (%)
Género (n=613) Masculino 504 (82,2)
Feminino 109(17 8)
Cor (n=613) Negro 59 (9,6)
Pardo 101 (16,5)
Amarelo 9 (3)
Branco 417 (68)
Indeterminada 17 (2,8)
Grau de diferenciagéo Bem diferenciado (G1) 159 (26,1)
(n=613) Moderadamente diferenciado (G2) 300 (49,1)
Pouco diferenciado (G3) 149 (24,3)
Indiferenciado (G4) 2(0,3)
Nao classificado (GX) 3(04)
Sitio (n=613) Superior 130 (21,2)
Médio 352 (57,4)
Inferior 110 (18)
Sem dados 21 (3,4)
Invasdo vascular® Venosa 35(17)
(n=206) Venosa (isolada) 3(1,5)
Linfatica 148 (71,8)
Linfatica (isolada) 116 (56,6)
Linfatica/venosa 32 (15,5)
Nao observada 55 (26,7)
pT* (n=204) T1 9(4,4)
T2 46 (22,6)
T3 141 (69,1)
T4 8(3,9)
Evolucdo da doenca Vivos com a doenca 3(0,5)
(n=612) Vivos sem a doenca 14 (2,3)
Morte devida & doenca 503 (82,2)
Morte devida a outras causas 6(1)
Perdidos de vista 86 (14,1)

*Considerados apenas os casos representados por pegas cirdrgicas.

Analise imuno-h iSt0C| uimica acordo com sua expressao: negativos (grupo [) em 344 (57,6%)

. " o
As expressoes de c-erbB-2 e EGFR foram avaliadas em 597 casc.>s-, potencialmente positivos (gr.upo 1y em 206 (3‘?’_5 /°)~e
e em 585 casos, respectivamente. Alguns casos ndo foram positivos (grupo lll) em 47 (7,9%) (Figura 1). Essa classificacdo
avaliados devido a auséncia de tumor na amostra ou ao des- também pdde ser observada na expressao de EGFR, sendo que
prendimento do corte da amostra da lamina. A analise imuno- 131 (22,4%) casos se enquadraram no grupo I; 310 (53%), no
histoquimica de c-erbB-2 mostrou trés grupos distintos, de grupo Il e 144 (24,6%), no grupo lll (Figura 2).
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Figura 1 - Imuno-histoquimica demonstrando marcagdo de membrana de c-erbB-2
em CEE. A) amostra revela negatividade para expressdo dessa proteina, aumento
original 400x; B) caso positivo 2+, aumento original 400x; C) marcagéo positiva 3+,
aumento 400x e D) caso positivo 3+ e dreas tumorais sem expresséo de c-erbB-2 (seta),
aumento original 200x

".'i::_‘.‘ * k< o _- - v 7

Figura 2 - Imuno-histoquimica mostrando marcagdo de EGFR em membrana, em CEE.
A) core do TMA, com marcagdo positiva 3+, aumento original 100x e B) em 200x; C)
amostra com marcagdo negativa para EGFR, aumento 200x; D) dreas com marcago
2+ (seta) e 3+, aumento original 400x

Os resultados obtidos mostraram a existéncia de cor-
relacdo estatisticamente significativa entre as coexpressoes
dos dois marcadores avaliados (p = 0,0001).

Correlacao com dados

clinicopatolégicos

A correlacao das expressdes de c-erbB-2 e de EGFR com
os dados clinicopatoldgicos estéd sumariada na Tabela 2.
As expressdes de c-erbB-2 e de EGFR ndo se relacionaram
com género, etnia, sitio, nivel de invaséo, invasdo vascular,
recorréncia, evolucdo da doenca, sobrevidas global e livre de
doenca. No entanto, houve correlacao significativa entre as
expressdes de c-erbB-2 (p=0,04) e EGFR (p=0,03) e o grau

histolégico. Ambos os marcadores foram significativamente
mais expressos em casos bem/moderadamente diferencia-
dos do que nos pouco diferenciados (Tabela 2).

Sobrevida global

A andlise de sobrevida global nos casos de CEE mostrou
estimativas de sobrevida consideravelmente baixas em dois,
cinco e 10 anos de 19,3%, 8% e 5,3%, respectivamente.
Nao foi observada correlacdo entre a sobrevida global e
a expressdo de EGFR (p = 0,230) e c-erbB-2 (p = 0,756)
(Figura 3).

Discussao

A anlise da expressao imuno-histoquimica dos recepto-
res de fatores de crescimento epidérmico mostrou que cerca
de 42% e 78% dos casos apresentaram expressao positiva
para c-erbB-2 e EGFR, respectivamente. Existem poucos
trabalhos que relacionam a expressdo de c-erbB-2 e EGFR
com o CEE, apresentando frequéncias discrepantes que
variam de 0% a 64% para c-erbB-2¢:%153031 e de 42,5%
a 70% para EGFRV- %1339 _Ta| discrepancia pode ser devida
a diferencas na técnica imuno-histoquimica, origens distin-
tas dos anticorpos usados pelos diferentes autores ou, até
mesmo, ao critério utilizado para classificacdo da expressao
imuno-histoquimica dessas proteinas e a categorizacao dos
casos, com diferentes cut-offs. Neste trabalho, nds levamos
em consideracdo as regras do teste reconhecido pela FDA:
0 HercepTestTM (DAKO).

Através de analises estatisticas em nossos dados, foi
constatada correlacdo significativa entre as expressdes de
EGFR e c-erbB-2 e o grau histolégico, em que casos consi-
derados bem/moderadamente diferenciados expressaram
ambos os marcadores mais freqientemente do que os
casos pouco diferenciados/indiferenciados. Nossos dados
mostraram-se similares aos de Itakura et al., que observa-
ram correlacdo significativa entre superexpressao de EGFR
e grau histol6gico™.

Outras correlacGes entre a expresséo de EGFR e variaveis
clinicopatolégicas, como idade, género, sitio tumoral, inva-
soes venosa e linftica e sua influéncia na sobrevida global
ndo se mostraram significativas nesse estudo, diferindo dos de
outros autores que mostraram tais associagdes, embora esses
sejam trabalhos abrangendo poucos casos, de constituicdo
étnica diferente e com resultados controversos('% 1320, 23,39,

Ha trabalhos que tém relatado que o padréo de distribui-
¢do da expressdo de EGFR, classificado como padrdo homo-
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Tabela 2 Expressdes de c-erbB-2 e EGFR em CEE e sua correlacao com dados clinicopatologicos
Variavel Categoria c-erbB-2 EGFR
N (%) P (%) p N (%) Pa (%) p

Género Masculino 281 (81,7) 209 (82,6) 0771 109 (83,2) 374 (82,4) 0.8%6
(n=597/585) Feminino 63 (18,3) 44 (17,4) ' 22 (16,8) 80 (17,6) '
Cor Branca 236 (70,7) 170 (68,8) 0634 84 (67,2) 314 (70,9) 0.427
(n=581/568) Nao-branca 98 (29,3) 77 (31,2) ' 41 (32,8) 129 (29,1) '
Sitio Superior 67 (20,2) 60 (24,4) 0.067 26 (20,8) 96 (21,8) 0.478
(n=578/565) Inferior 54 (16,3) 53 (21,5) ' 18 (14,4) 82 (18,6) '

Médio 211 (63,5 133 (54,1) 81 (64,8) 262 (59,6)
Grau de G1/G2 246 (719) 201 (79,8) 0.029 90 (68,7) 351 (77,6) 0036
diferenciacéo G3/G4 96 (28,1) 51 (20,2) ' 41 (31,3) 101 (22,4) '
(n=594/583)
Invasao linfatica N&o observada 36 (29,5) 19(24,1) 0397 13 (25,5) 39 (26,4) 0.904
(n=199) Presente 86 (70,5) 60 (75,9) ' 38(74,5) 109 (73,6) '
Invasdo venosa N&do observada 101 (82,8) 66 (83,5) 42 (82,4) 122 (82,4)
(n=199) Presente 21 (17,2) 13 (16,5) Yieise 9(17,6) 26 (17,6) 428
pTb, ¢ (n=197) 1/2 29 (53,7) 25 (46,3) 15 (30) 37 (25,2)

3/4 91 (62,8) 54 (37,2) e 35 (70) 110 (74,8) 0,503

N: negativo; P: positivo; p: valor de p; para andlises estatisticas, os grupos Il e Il foram agrupados como positivos; para cdlculos estatisticos, as categorias foram agrupadas;

cconsideradas apenas as pegas cirdrgicas.

géneo/heterogéneo ou mosaico/difuso, estéa correlacionado
a estadiamento, grau histoldgico, nivel de invasao?, além
de pN e sobrevida global 3%. Tal anélise sobre o padrdo
de distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica desse
marcador e sua relacdo com prognéstico em CEE néo foi
realizada em nosso trabalho, uma vez que optamos pelo
método similar ao padronizado para c-erbB-2.

Em relacdo a c-erbB-2, apenas Lam et al. verificaram a
existéncia de correlacdo estatisticamente significativa entre
essa proteina e grau de diferenciacéo, corroborando nossos
resultados, apesar da baixa frequiéncia de casos (10%) com
superexpressdo encontrada por esses autores('.

Apesar de a diferenca ndo ter sido estatisticamente
significativa, foi observado que c-erbB-2 foi mais expressa
em casos em que a lesdo encontrava-se no terco médio do
esofago. A explicacdo para tal associacdo pode estar mais
relacionada a mera questéo de distribuicdo do ndmero de
casos envolvidos do que ao comportamento bioldgico da
doenca. Essa relacdo ndo foi observada em outros estudos
com c-erbB-2: a maioria deles afirma que essa proteina
nao se relaciona com caracteristicas clinicopatoldgicas, ndo
influenciando o prognéstico de CEEY %33,

No que diz respeito as expressdes de EGFR e c-erbB-2,
acredita-se que a atividade descontrolada desses recepto-

res esteja envolvida no desenvolvimento e na progressao
tumoral em CEE, estimulando a hiperproliferacdo das
células epiteliais. A heterodimerizacéo entre c-erbB-2 e os
demais integrantes da familia dos receptores de fatores de
crescimento epidérmico, principalmente EGFR, proporciona
inducdo mais potente para proliferacéo celular, contribuin-
do para o desenvolvimento tumoral®? 262,

Nossas anélises mostraram a existéncia de corre-
lacdo significativa entre a coexpressdo de c-erbB-2 e
EGFR (p = 0,0001), em que casos com alta positividade
para EGFR também apresentaram expressdo de c-erbB-2,
indicando a acdo conjunta desses dois receptores como hete-
rodimeros. Nossos dados foram diferentes dos apresentados
por Friess et al., que ndo mostraram correlacdo significativa.
Porém, o modo de andlise dos resultados da expressdo
imuno-histoquimica desses autores nao foi semelhante ao
nosso, o que poderia ter causado essa discrepancia entre
os dados?”.

Nossos dados mostraram associacdo entre a superex-
pressao de c-erbB-2 e EGFR com tumores mais diferenciados
e, portanto, menos agressivos, sugerindo que a superex-
pressdo dessas proteinas podem estar relacionadas a uma
outra funcéo biolégica, que néo a proliferacédo celular, como
a indugdo de diferenciacdo celular, ou a outro evento que
possa estar ocorrendo concomitantemente a proliferacao



SATO, Y., et al. Andlise da expressao imuno-histoquimica de c-erbB-2 e EGFR em carcinoma epidermdide de esofago © | Bras Patol Med Lab ¢ v. 43 ¢ n. 4  p. 275-283 ¢ agosto 2007

Sobrevida global
1,0
08
©
k-]
T
e
-3
[=]
"
Q
T
© 04+
2
s
©
£
=
7}
w o2+
og I I I
00 500 100,0 150,0 2000
Meses
c-erbB-2
©
k]
>
(3
e
2
[=]
2}
Q
©
©
2
=
©
£
=
7}
w
Pasitivo
Ik wnnemkaa Negativo|
I I 1
100,0 1500 2000
Meses
©
k-]
>
o
4
-3
]
n
Q
T
©
2
=1
©
£
=
7}
w
2000

Figura 3 - Sobrevida global. A) curva de sobrevida global dos casos de CEE estudados;
B) curva de sobrevida global em relagdo a expressdo de c-erbB-2 (p = 0,756); C) curva
de sobrevida global em relagdo a expresséo de EGFR (p = 0,23)

celular, mascarando o efeito proliferativo na populacdo de
células tumorais. Seriam necessérias anélises adicionais en-
volvendo outras proteinas, como o indicador de proliferacéo
celular Ki-67 e outras relacionadas a processos que possam
estar associadas a expressdo desses receptores, além de

estudos de amplificacdo génica através de hibridizacdo in
situ, para a melhor compreensdo do papel dessas proteinas
na carcinogénese de CEE.

Ainda, existem indicios de que a superexpressdo de EGFR
estaria associada a hiperproliferacdo em estadios pré-ma-
lignos e precoces de CEE(1), ndo sendo téo relevantes para
a avaliacdo progndstica em casos mais avancados, como
mostram nossos resultados. Entretanto, seria necessaria a
andlise de leses precursoras de CEE para a verificacdo de tal
associacdo, o que ndo foi realizado no presente trabalho.

Um dos grandes problemas dos testes de imuno-histo-
quimica é que se trata de técnica trabalhosa e relativamente
cara, o que faz com que os trabalhos sejam realizados com
poucos casos, nao sejam testados em duplicata e triplicata
e sejam pouco reprodutiveis. Recentemente, com o advento
da técnica TMA é possivel que esses problemas sejam mi-
nimizados, uma vez que centenas de amostras de tecidos
podem ser dispostas numa Unica lamina, em cilindros de
0,6-1 mm, permitindo a andlise simultdnea de varios tecidos
por métodos de imuno-histoquimica e hibridizacdes in situ
para estudos em nivel de 4cido desoxirribonucleico (DNA),
acido ribonucleico (RNA) e proteinas. Isso também minimi-
zaria possiveis variacdes da técnica entre as amostras, com
racionalizacéo dos custos e tempo despendido, possibilitando
a realizacao das reacdes de forma repetida, a similaridade de
outras técnicas experimentais, e a expresséo do resultado pela
resultante dos experimentos(®1-17:1%.2429_No entanto, uma
das principais criticas a essa metodologia questiona se uma
amostra de alguns milimetros de diametro pode ser repre-
sentativa de toda a amostra tumoral devido a existéncia de
heterogeneidade tecidual. Tal problema pode ser controlado
se mais de um cilindro de cada amostra tecidual forem uti-
lizados, com a finalidade de aumentar a representatividade
da amostra('% 1% 24 2 Nesse sentido, alguns trabalhos tém
relatado concordéncia de cerca de 90% quando comparados
os resultados de analise em TMA e em corte inteiro conven-
cional, mostrando que a técnica de tissue microarray pode
ser um instrumento de confianca para estudos em tecidos
tumorais(%11:17.1%. 24, 29) Tal comparagdo entre os resultados
provenientes da técnica de TMA e em corte convencional
nao foram realizados em nosso estudo.

Concluindo, nosso estudo demonstrou associacao
estatisticamente significativa entre as expressdes imuno-
histoquimicas de c-erbB-2 e EGFR e o grau histoldgico em
carcinoma epidermdide do es6fago, sem correlagdo com
outros fatores. Nossos resultados podem sugerir a partici-
pacdo dessas proteinas na diferenciacdo tumoral. Outros
estudos, incluindo anélise de amplificacdo génica, séo ne-
cessarios para melhor compreensdo da superexpresséo de
c-erbB-2 e EGFR na carcinogénese de CEE e sua influéncia
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