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RESUMO

Marques EF. Avaliagdao da familia do receptor de fator de crescimento
epidérmico no carcinoma gastrico. Sdo Paulo; 2010. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

OBJETIVOS: A amplificagao génica e a expressao protéica dos membros da
familia HER (HER1-4) tém sido observadas em varias neoplasias. Ha muitos
estudos em EGFR e HER2 no carcinoma gastrico (CG), mas poucos
envolvendo todos os receptores da familia. O objetivo deste estudo foi
determinar a expressao protéica e a amplificacdo génica desses quatro
receptores em amostras de CG e correlacionar com dados clinico-
patolégicos e sobrevida global. METODOS: Este estudo foi realizado
retrospectivamente em 221 CG fixados em formalina e processados em
blocos de parafina utilizando as técnicas de imunoistoquimica (IHQ) e
hibridizacdo “in situ” por fluorescéncia (FISH). RESULTADOS: A
positividade IHQ para EGFR, HER2, HER3 e HER4 (padrdo de membrana
2+ ou 3+) foi evidenciada em 1,5%, 12%, 0,5% e 2% dos casos,
respectivamente. Para HER3 e HER4, foram avaliados também os padroes
citoplasmatico e nuclear. Marcagao citoplasmatica moderada e intensa foi
observada em 64% para HER3 e 23% para HER4. Marcacédo nuclear foi
observada em 43% para HER3 e 2% para HER4. A amplificagdo génica de
EGFR foi evidenciada em 2% dos casos e de HER2 em 8%, nao tendo sido
observada dos genes HER3 e HER4. Nao houve associagao entre o estatus
de EGFR e as variaveis clinico-patologicas. A expressédo protéica de
membrana (2+ ou 3+) e amplificagdo génica de HER?2 foi mais frequente nos
carcinomas gastricos do tipo intestinal e CG bem e moderadamente
diferenciados em comparacgao aos carcinomas difusos e pouco diferenciados
(p=0,002 e p<0.001). A positividade citoplasmatica para HER3 e HER4 foi
observada mais freqientemente nos tumores do tipo intestinal, CG bem e

moderadamente diferenciados. Ja o padrdo nuclear dos mesmos



correlacionou-se com os carcinomas difusos. A sobrevida global em 5 anos
foi pior nos CG com amplificagdo de HER2 (p = 0,018), com marcagao
nuclear de HER3 (p=0,035) e presenca de invasdes linfatica (p=0,011) e
vascular sanguinea (p=0,002). A marcagéo citoplasmatica de HER4 foi
verificada mais frequentemente nos tumores de estadios mais baixos (39%
estadio I, 27% 1l, 20% 1l e 13% IV, p=0,025) e correlacionou-se com a
auséncia de invasédo linfatica, vascular sanguinea, infiltracdo perineural e
metastase linfonodal. Os receptores avaliados ndo apresentaram valor
progndstico isolado nas analises multivariadas. CONCLUSAO: Os dados
sugerem que a expressao protéica dos quatro receptores da familia HER
ocorre nos CG em frequéncias variadas. A amplificacdo de EGFR ¢é rara e
nao foi identificada de HER3 e HER4. A amplificacdo de HER2 foi associada
aos carcinomas gastricos do tipo intestinal e a expresséao protéica de HER4

foi associada a estagios iniciais da tumorigénese gastrica.



SUMMARY

Marques EF. [Evaluation of epidermal growth factor receptor family in
gastric cancer]. Sdo Paulo; 2010. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagéo

Antdnio Prudente].

AIM: Gene amplification and overexpression of HER1-4 protein have been
observed in several cancers. There are many reports about EGFR and HER2
in gastric carcinoma (GC), but few studies considering all receptors. The aim
of this study was to determine overexpression and amplification of these four
receptors in GC Brazilian patients and correlate with clinic-pathologic
parameters and patient survival. METHODS: This study was performed
retrospectively in 221 formallin-fixed paraffin-embedded GC samples by
immunohistochemistry (IHC) and fluorescence in situ hybridization (FISH).
RESULTS: EGFR, HER2, HER3 and HER4 overexpression (2+ or 3+) was
detected in 1,5%, 12%, 0,5% e 2% respectively. HER3 and HER4 cytoplasm
and nuclear staining were also examined, resulting in higher percentage of
positive cases in the former (64% versus 23% to cytoplasm staining and 43%
versus 2% to nuclear staining). Gene amplification were observed in 2% to
EGFR , 8% to HER2 and none to HER3 and HER4. No correlation was found
between EGFR status and clinic-pathologic parameters. The intestinal type of
GC exhibited significantly higher rate of HER2 overexpression (18% versus
0%, p = 0,002) and gene amplification (10% versus 0%, p = 0,027) than
diffuse type. Tumors well and moderately differentiated also showed higher
rate of HER2 overexpression and gene amplification (20% versus 5%, p =
0,001 and 13,9% versus 0,9%, p = 0,000). HER2 gene amplification was
associated with poor global survival (p = 0,018). HER3 and HER4 cytoplasm
staining were observed more frequently in intestinal type, well and
moderately differentiated tumors, while the nuclear staining for both was
observed in diffuse type tumors. HER3 nuclear staining was associated with

poor global survival (p = 0,035) and lymphatic (p=0,011) and vascular



invasion (p=0,002). HER4 cytoplasm staining was detected more frequently
in phase |-l disease than llI-IV (TNM stage) — 39%, 27%, 20% and 13%
respectively (p=0,025) and it was correlated with no lymphatic and vascular
invasion, perineural invasion or node metastasis. None of these four
receptors showed prognostic value in multivariate analysis. CONCLUSION:
These data suggest that EGFR-family receptors overexpression occurs in
GC in different frequencies, that probably HER3 and HER4 gene
amplification does not occur in GC and also that HER4 is demonstrated in

early stage of gastric tumorigenesis.
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INTRODUCAO



1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

O adenocarcinoma gastrico representa 90% das neoplasias que
acometem o estbmago (CREW e NEUGUT 2006). Observa-se uma redugao
em sua incidéncia, correspondendo atualmente a quarta neoplasia mais
incidente mundialmente e a segunda causa de mortalidade associada a
neoplasias, ultrapassada apenas pelo cancer de pulméo (LOCHHEAD e EL-
OMAR 2008). A incidéncia anual no mundo corresponde a 1.4 milhdo, com
1.1 milhdo de mortes relacionadas ao carcinoma gastrico (CG), a maioria
ocorrendo nos paises em desenvolvimento (PARKIN et al. 2005;
KAMANGAR et al. 2006). No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), para 2010 é de 21.500 novos casos de CG, sendo 13.820
para os homens e 7.680 para as mulheres (Ministério da Saude 2009). Este
risco em dobro para o género masculino em relagéo ao feminino também se
observa mundialmente (FORMAN e BURLEY 2006).

O Helicobacter pylori, bacilo gram-negativo, foi reconhecido como
carcinoégeno humano definitivo em 1994 pela Organizagdo Mundial da Saude
e € o fator etiolégico mais importante, aumentando em 2 a 6 vezes o risco de
desenvolvimento de CG (ESLICK 2006; Helicobacter and Cancer
Collaborative Group 2001), relacionando-se, principalmente, aos tumores

distais (HUANG et al. 1998). No modelo de carcinogénese gastrica proposto



por CORREA (1996), a infecgao pelo H. pylori desencadeia uma seqiéncia
progressiva de lesbdes gastricas, progredindo de uma mucosa normal para
gastrite cronica, gastrite atrofica, metaplasia intestinal, displasia e carcinoma.

Dentre outros fatores relacionados a etiopatogenia do CG, estdo
incluidos o tabagismo que confere um risco relativo em torno de duas vezes
(GONZALEZ et al. 2003; KOIZUMI et al. 2004) e histdria familiar positiva
para CG, encontrada em 10 a 15% dos pacientes (BARBER et al. 2006). O
CG é comprovadamente associado a sindromes genéticas tais como Cancer
de Colon Hereditario Nao-Polipose (HNPCC) e Sindrome de Li-Fraumeni (LA
VECCHIA et al. 1992).

Contrariamente, os fatores relacionados a dieta rica em frutas e
vegetais frescos, sal ou compostos N-nitrosos, suplementacéo vitaminica e
consumo de alcool, ndo exibem resultados conclusivos sobre a redugao ou
aumento do risco de carcinoma gastrico, nos estudos realizados (FORMAN
e BURLEY 2006).

Historicamente, varias classificagdes histolégicas foram propostas
(MING 1977; GOSEKI et al. 1992; CARNEIRO 1997), entretanto, a mais
utiizada continua sendo a de LAUREN (1965) que subdivide o
adenocarcinoma gastrico em tipo intestinal ou bem diferenciado, tipo difuso
ou pouco diferenciado e misto na presenca de caracteristicas tanto do
primeiro como do segundo grupo. Os carcinomas do tipo intestinal s&o
constituidos por estruturas glandulares ou papilares bem formadas, de
crescimento expansivo, sendo mais comuns em individuos mais velhos, com

predominio no género masculino e raga negra. Os carcinomas do tipo difuso



sao constituidos por células pouco coesas com crescimento infiltrativo sendo
mais comuns em individuos mais jovens, com discreto predominio no género
feminino (MING 1998).

A classificagao proposta pela Organizagdo Mundial da Saude — OMS
(HAMILTON e AALTONEN 2000) reconhece quatro tipos principais:
papilifero, tubular, mucinoso e em anel de sinete, além dos
adenocarcinomas dos tipos intestinal e difuso.

A subdivisdo dos adenocarcinomas gastricos baseada em sua
localizag&do proximal (cardia) e distal (corpo, antro e piloro), é valida porque
cada grupo mostra etiopatogenia e epidemiologia particulares. Os tumores
de cardia, embora minoria, demonstram incidéncia crescente nas ultimas
trés décadas (BROWN e DEVESA 2002), especialmente nos paises
desenvolvidos e compartilham etiopatogenia semelhante ao adenocarcinoma
esofageano distal (CREW e NEUGUT 2006), configurando dentre os seus
fatores de risco, a obesidade e a doenca do refluxo gastroesofagico
(LINDBLAD et al. 2005).

O progndstico do CG nao se alterou muito ao longo dos anos, com
uma taxa de sobrevida em 5 anos de 24% na Europa (BERRINO 2003) e
paises de outros continentes (VERDECCHIA et al. 2003), com exceg¢ao do
Japao que apresenta a taxa de sobrevida em 5 anos superior a 50% devido
aos programas de rastreamento e a alta taxa de diagnédstico precoce da
neoplasia (PARKIN et al. 2005). O estudo realizado no Hospital A.C.
Camargo — Brasil com pacientes atendidos entre os anos de 1988 a 1998,

demonstrou uma sobrevida global em 5 anos de 36% (BEGNAMI 2007).



A sintomatologia tardia e presente em menos de 50% dos casos
(AXON 2006), traduz-se em doenga avangada no momento do diagndstico,
que somado ao grau histolégico do tumor, constituem os principais fatores
relacionados ao prognéstico.

O tratamento do CG é eminentemente cirurgico, com a possibilidade
de cura vinculada a ressecg¢ao completa do tumor (DEN DULK et al. 2006;
CHO et al. 2007; SAITO et al. 2007), sendo indicado para os tumores em
estadios Tis-T3NO-N2MO ou T4NOMO (CUTSEM et al. 2008). Ainda assim,
80% dos pacientes com margens cirurgicas ndo comprometidas apresentam
recorréncia e morte pelo CG (MIDDLETON E CUNNINGHAM 1995).

A quimioterapia e a radioterapia tém um papel modesto no controle da
doenga avangada (MACDONALD et al. 2001; CUNNINGHAM et al. 2006;
TSANG et al. 2007).

A utilizacido de terapia-alvo, como anticorpo monoclonal para inibicado do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) — Cetuximab é
comprovadamente eficaz no tratamento de carcinomas colo-retais e de
cabeca e pescogo em estadios avangados (SALTZ et al. 2004). No CG,
também parece trazer beneficios associados a quimioterapia convencional
(FOLCETUX e DOCETUX) no tratamento da doenga avangada (PINTO et al.
2007; STELLA et al. 2009). Foram demonstrados beneficios na utilizagao de
Trastuzumab, anticorpo monoclonal que bloqueia HERZ2, associado a
quimioterapia convencional em pacientes com doenca localmente avancada,
recidivada ou metastatica, num grande estudo multicéntrico envolvendo 24

paises e 3883 pacientes (CUTSEM et al. 2009).



1.2 A FAMILIA DAS PROTEINAS ERBB

A familia das proteinas ERBB esta entre as mais estudadas
(MENDELSOHN e BASELGA 2000), fato que se justifica pelo papel central
que desempenha na patogénese e progressao de varios carcinomas
(NORMANNO et al. 2001). A familia ERBB compreende quatro receptores
tirosina quinases: EGFR (HER1/ERBB1), HER2 (neu/ERBB2), HER3
(ERBB3) e HER4 (ERBB4), e 13 ligantes (CITRI e YARDEN 2006): EGF
(fator de crescimento epidérmico), TGF-a (fator de crescimento
transformador-a), anfirregulina, HB-EGF (heparin-binding-EGF), BTC
(betacelulina), EP (epirregulina), epigenina, NRG1, NRG2, NRG3, NRG4

(neurorregulinas 1-4), NRG5 (tomorregulina) e NRG6 (epiglican).

1.2.1 Receptores

O receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) foi o primeiro
receptor de tirosina quinase a ser descrito (CARPENTER et al. 1978). Pela
homologia com o produto do gene eritroblastoma viral (v-erbB), os
receptores foram denominados de ERBB1-4 (XU et al. 1984; ULLRICH et al.
1984; LIN et al. 1984). Todos guardam semelhangas em suas estruturas,
sendo compostos por trés dominios: extracelular, transmembrana e
intracelular (GULLICK 2001). O dominio extracelular € o mais variavel e o
que confere diferente especificidade de ligacdo aos varios ligantes. E
formado por quadro subdominios, dois deles relacionados a ligagdo ao

ligante (L1 e L2) e outros dois relacionados a dimerizagdo com outro



receptor (S1 e S2) (BAZLEY e GULLICK 2005). E sabido que no modo
inativo, os dominios ricos em cisteina S1 e S2, interagem entre si, enquanto
que, em presencga do ligante, ha mudanga na conformagao do receptor, com
liberacdo de S1 e exposicédo da alga de dimerizacao, possibilitando, entao a
ligacdo com outro receptor (GARRETT et al. 2002; OGISO et al. 2002). O
dominio transmembrana corresponde a a-hélice que se continua com o
subdominio justamembranoso do dominio intracelular, constituido por outros
dois subdominios: o da proteina tirosina quinase e a cauda com seis
residuos de tirosina, onde se ligam as proteinas adaptadoras para a
transducdo do sinal (JORISSEN et al. 2003). Este € o dominio mais
conservado entre os receptores da familia. Existem, entretanto, algumas
particularidades, que os diferenciam. O HER2 nao se liga a nenhum ligante e
€ constitucionalmente ativo, por expor a alga de dimerizagao continuamente,
0 que faz com que seja o co-receptor preferido no processo de dimerizagao
(KLAPPER et al. 1999), sendo considerado mais um potencializador da via
de sinalizagdo da familia ERBB que propriamente um receptor (CITRI e
YARDEN 2006). Ja HER3 ¢é defectivo, sem atividade tirosina-quinase (GUY

1994).

1.2.2 Ligantes

Todos os ligantes sao sintetizados como proteinas glicosiladas
transmembrana e precisam ser clivados por proteases na superficie celular
para serem liberados como fatores de crescimento maduros. Esta via

autdcrina, utilizada pelas células tumorais foi citada inicialmente por DE



LARCO e TODARO (1978) e posteriormente por SPORN e ROBERTS
(1985). Podem ser agrupados em trés grupos, de acordo com o receptor ao
qual se ligam (CASALINI et al. 2004; NORMANNO et al. 2006): 1) ligantes
de EGFR (EGF, TGF-a e anfirregulina); 2) ligantes de EGFR e HER4 (EP,
BTC e HB-EGF) e 3) ligantes de HER3 e/ou HER 4 (NRG1-4) que pode ser
subdividido em dois subgrupos, um sendo os ligantes de HER3 e HER4

(NRG 1, NRG2), e o outro, os ligantes de HER4 (NRG3 e NRG4).

1.2.3 Dimerizagao

Como dito anteriormente, apos a ligagao do ligante ao receptor, este,
por mudancas conformacionais, expde a alca de dimerizagao e é capaz de
ligar-se a outro receptor também ativado. S&o reconhecidos nove dimeros
(homodimeros ou heterodimeros), que podem ainda, agrupar-se entre si
para formacdo dos oligodimeros. A dimerizagdo proporciona a
transfosforilacdo dos varios residuos de tirosina, entre os receptores, pela
ativacdo de suas tirosinas quinases. Assim, a ativacdo das vias de
transdugcdo do sinal é desencadeada e a resposta celular alcancada
(JORISSEN et al. 2003). O heterodimero HER2/HERS3 é considerado o mais
potente na transformagao maligna, uma vez que é capaz de ativar tanto a via
de proliferagao (ras-raf-MAPK) como a de sobrevivéncia (PI3K-AKT) (CITRI
et al. 2003) e ainda, escapa dos mecanismos de downregulation, conferindo

uma sinalizagao mais prolongada (LENFERINK et al. 1998).



1.2.4 Transducao do sinal

As vias de transducdo do sinal, envolvem proteinas
adaptadoras/sinalizadoras (shc, Grb2, Grb7, Crk, NCK, PLC-y), quinases
intracelulares (Src, PI3K), proteinas tirosinas fosfatases (SHP1, SHP2),
ubiquitina-ligase CbIE3. A via ras-raf-MAPK pode ser ativada pelos quatro
tipos de receptores, através de proteinas adaptadoras Grb2 ou CHIC. O
mesmo ocorre para a via PI3K-AKT, mas nos receptores HER3 e HER4, o
acoplamento se faz de forma direta, sem proteinas adaptadoras. Os fatores
de transcricdo que podem ser ativados incluem, dentro muitos, FOS, JUN,

MYC, STAT, NF-kB (NORMANNO et al. 2006).

1.3 CANCER GASTRICO E A FAMILIA DAS PROTEINAS ERBB

A expressao dos receptores e ligantes da familia dos fatores de
crescimento epidérmico foi demonstrada em varias neoplasias solidas como,
por exemplo, nos carcinomas nao-pequenas ceélulas do pulméo, carcinomas
de mama, colon, bexiga, carcinoma de células escamosas de orofaringe e
glioblastomas (SALOMON et al. 1995; NORMANNO et al. 2005). A co-
expressao que ocorre entre os diversos receptores e de modo semelhante,
entre os varios ligantes da familia, pode ser considerada a regra, frente a
elevada frequéncia observada, conferindo maior agressividade e pior
prognodstico a neoplasia (BRABENDER et al. 2001; LEE et al. 2002; CHOW
et al. 2001; NORMANNO et al. 2001; ABD EL-REHIM et al. 2004;

DiGIOVANNA et al. 2005; WISEMAN et al. 2005).
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No carcinoma gastrico, a maioria dos estudos realizados com os
receptores de fatores de crescimento, envolveu EGFR e HER2.

A amplificacdo génica de EGFR nos CG tem sido observada em 3-5%
e imunoexpressao de EGFR tem sido demonstrada em 30-50% dos casos. A
transducgao do sinal leva a ativagao das vias RAS/RAF/MAPK e AKT/mTOR,
envolvidas na proliferagdo celular, apoptose, adesdo, migracédo e
diferenciagcao celular, que em suma, estao relacionadas ao comportamento
neoplasico (ARKENAU 2009). Os tumores que expressam EGFR geralmente
apresentam pior progndstico.

A amplificacdo de HER2 em CG ocorre em 10-20%, acompanhada da
expressao protéica aumentada em 10-50%. Os tumores do tipo intestinal
exibem com maior frequéncia, positividade para HER2 que os do tipo difuso
ou misto (TANNER et al. 2005; BANG et al. 2009). Ha correlagdo da
expressao de HER2 com menores taxas de sobrevida, maior recorréncia e
presenca de metastases linfonodais (LIN et al. 2000).

A expressdo protéica de HER3 nos CGs esta associada aos
parametros envolvidos na progressao tumoral, tais como a profundidade de
invasdo mural, comprometimento de linfonodos, presenca de metastase a
distdncia e doenca recorrente, relacionando-se com pior sobrevida
(HAYASHI et al. 2008). HER4 tem sido observado tanto nos CG precoces
como avangados, sem qualquer valor progndéstico. Observa-se expressao
protéica freqiente de HER3 e HER4 no CG, mas em padrao citoplasmatico

(58% e 84%, respectivamente) (HAYASHI et al. 2008).
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1.4 JUSTIFICATIVA

O emprego de terapias alvo, como por exemplo, anticorpos
monoclonais que se ligam aos receptores de fatores de crescimento -
Cetuximab para EGFR e Trastuzumab para HER2 pode ser uma
possibilidade terapéutica para o CG. Assim, estudar a familia das proteinas
ERBB no CG torna-se essencial. Uma abordagem ampla, que inclua todos
0s seus receptores para a avaliacao da expressao protéica e amplificacédo
génica é inédita e se justifica pelo fato da co-expressdo ser a regra em

varios outros tumores.
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2.2

13

OBJETIVOS

OBJETIVOS PRINCIPAIS

Avaliar a expressao proteica de EGFR, HER2, HER3 e HER4 por IHQ

no CG.

Pesquisar a amplificagdo génica de EGFR, HER2, HER3 e HER4 por
FISH no CG.

Correlacionar a expressao proteica e a amplificagdo génica com:

* Variaveis clinico-patoldgicas,

+ Progndstico da doenga.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Verificar padrdes de co-expressao protéica entre os quatro
receptores.

Correlacionar os resultados da IHQ com FISH.



CASUISTICA E METODOS
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Realizou-se um estudo retrospectivo de pacientes com diagnostico de
adenocarcinoma gastrico, operados no Hospital A.C. Camargo no periodo
compreendido entre os anos de 1998 a 2006; a partir do Banco de Dados do
Departamento de Anatomia Patologica deste servigo.

Procedeu-se a revisdao de prontuario médicos de pacientes junto ao
Servigo de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) desta instituicao.

Foram adotados como critérios de inclusao:

o Tumores submetidos a resseccgao primaria,

o Diagnéstico de adenocarcinoma gastrico confirmado pelo exame
patolégico

o Bloco de parafina representativo do tumor disponivel em arquivo.

o Foram utilizados os seguintes critérios de exclusao:

o Tratamento neoadjuvante (quimioterapia e/ou radioterapia),

o Outro cancer concomitante ou prévio com menos de 5 anos, que

necessitou quimioterapia e/ou radioterapia,
o Material insuficiente no bloco de parafina.
O projeto foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em

Pesquisa do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital A C Camargo em
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22 de abril de 2008 (Projeto de Pesquisa n° 1067/08) e recebeu apoio

financeiro da FAPESP (2009/06134-3).

Segundo os critérios citados, foram selecionados 221 casos para este

estudo.

3.2

VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS

Foram obtidos a partir da revisdo do prontuario e correspondem a:
Dados demograficos: idade, género, raga e grau de escolaridade.
Histéria pregressa e/ou atual de tabagismo e/ou etilismo.

Historia pregressa de neoplasia maligna.

Histéria familiar de CG envolvendo parentesco em primeiro grau.

Tipo de tratamento realizado (cirurgia, terapias adjuvantes).
Estadiamento patolégico (TNM).

Seguimento clinico: a partir da data da cirurgia até a data do ébito ou
da ultima consulta em até 5 anos (60 meses).

Caracteristicas histopatolégicas do tumor: localizagdo, tamanho,
classificagao histoldégica de Lauren, grau de diferenciagédo, nivel de
infiltracdo mural, invasao vascular linfatica e/ou sanguinea, infiltragéo
perineural, infiltrado linfocitico intratumoral, comprometimento de

linfonodos e comprometimento ou ndo da margem cirurgica.
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3.3 CONSTRUGAO DOS TISSUE MICROARRAY (TMA)

Os blocos representativos dos tumores de casos selecionados para
este estudo foram resgatados do arquivo do Departamento de Anatomia
Patolégica. Novos cortes histolégicos foram obtidos e corados com
hematoxilina-eosina (HE). Ao exame de microscopia O6ptica, as areas
representativas do tumor foram identificadas e marcadas. Procedeu-se entao
a marcacgao do bloco de parafina (bloco doador) na area escolhida, com
caneta permanente.

Utilizando o tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe,
MD, USA) foram extraidos os cilindros das areas marcadas, e 0s mesmos
transferidos para novos blocos de parafina (bloco receptor). Cada caso foi
representado em duplicata, com a obtencao de dois cilindros de 1Tmm cada,
de duas areas distintas e representativas do tumor. Foram confeccionados 3
blocos de TMAs, contendo no total 221 casos de CG. Cortes histologicos
destes blocos foram obtidos e dispostos em laminas adequadas para
posterior realizacado dos estudos de imunoistoquimica e FISH.

Sistema de coordenadas, a partir de tabelas em Excel, foi utilizado
para a determinacédo e a identificagao exata dos casos no TMA, tendo como

referéncia o cilindro de tecido placentario.
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3.4 IMUNOISTOQUIMICA

O protocolo adotado no presente trabalho seguiu a padronizagao
utiizada pelo Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C.
Camargo que consiste em linhas gerais:

1 Obtencgao de cortes histolégicos de 3um de espessura, dispostos em
lAminas adesivas apropriadas e mantidos em estufa a 60°C por 24
horas,

2 Desparafinizagdo das laminas (através de sucessivos banhos em xilol
e alcool absoluto),

3 Recuperacdo antigénica por calor, conforme recomendagbes do

fabricante do anticorpo primario,

4 Bloqueio de peroxidase enddégena com agua oxigenada 10V, a 3%,

5 Bloqueio de proteinas inespecificas (Protein Bock-serum free,
DAKO®),

6 Aplicacdo do anticorpo primario e incubagcdo por 2 horas a

temperatura ambiente,
7 Amplificagdo com utilizacdo de polimero ADVANCE (DAKO®) seguida

de incubacgao por 30 minutos, conforme orientagdes do fabricante,

8 Revelagdo com 3’3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB)
(SIGMA®),
9 Contracoloragao com hematoxilina de Harris,

10 Desidratagcao através de banhos sucessivos em alcool e xilol

11 Montagem das laminas (Entellan — MERK®)
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** OBSERVACAO: entre cada etapa do processo, foram realizados muiltiplos
banhos em agua corrente ou solugao tampéao PBS, conforme a padronizagéo
local.

As reacgbes foram acompanhadas de controles negativos e positivos.
Os controles positivos utilizados foram tecido placentario normal para EGFR,
e carcinomas mamarios sabidamente positivos para HER2, HER3 e HER4.
O controle negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario por
PBS durante a reacao.

Os anticorpos utilizados, com suas respectivas marcas, clones e

diluicbes estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos utilizados na imunoistoquimica.

ANTICORPO MARCA CLONE DILUIGAO
HER-1 DAKO® H11 1/100
HER-2 DAKO® policlonal ~ 1/1500
HER-3 Neomarkers® policlonal 1/100
HER-4 Neomarkers® policlonal ~ 1/300

A avaliacdo imunoistoquimica foi realizada no microscépio optico
(OLYMPUS) por dois avaliadores distintos, sendo os resultados discordantes
revistos conjuntamente para determinar um consenso. A representagao
tumoral minima exigida para cada core foi de 90%. A interpretacédo dos
resultados de EGFR, HER2, HER3 e HER4 para o padrdao de membrana
deu-se pelo sistema de escores 0, 1+, 2+ e 3+ conforme a Tabela 2

(HOFMANN et al. 2008). Procedeu-se a andlise das marcagdes
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citoplasmatica e nuclear para os imunomarcadores HER3 e HER4,
classificando-as em negativo na auséncia de coloragéo ou coloragao fraca
em menos que 10% das células, positivo fraco, moderado e forte, se mais de
10% das células estivessem coradas conforme a intensidade observada

(HAYASHI et al. 2008).

Tabela 2 — Escores utilizados na avaliacdo da expressdo protéica em
membrana por imunoistoquimica.

ESCORE RESULTADO PADRAO IHQ

0 Negativo Coloragdo ausente, ou coloragcdo muito fraca de
membrana é observada em menos que 10% das células

1+ Negativo Coloragéo fraca e parcial de membrana é observada em
mais que 10% das células

2+ Positivo fraco  Coloracdo fraca a moderada, mas completa de
membrana é observada em mais que 10% das células

3+ Positivo Coloracao forte e completa de membrana é observada

em mais que 10% das células

3.5 FISH

A hibridizacao in situ por fluorescéncia, seguiu as recomendagdes do
fabricante das sondas de hibridizacdo utilizadas de EGFR, HER2, HER3 e
HER4 e o protocolo do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital A.
C. Camargo, conforme descrito a seguir. A Tabela 3 mostra as sondas

utilizadas.
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Tabela 3 - Sondas utilizadas para FISH.

SONDA CENTROMERO MARCA
EGFR 7p12 7 Vysis®
HER2 17q11.2-12 17 DAKO®
HER3 12913 12 ZytoVision®
HER4 2q34 2 ZytoVision®

As hibridizacbes foram realizadas em ensaios de dois dias de
duragdo. Os cortes histolégicos de 5 um de espessura foram colocados em
ldaminas de vidro cobertas com material adesivo. Em seguida foram
submetidos a desparafinizagdo com xilol quente (70°C) e frio ( temperatura
ambiente) por 20 minutos cada, seguidos de trés passagens adicionais em
xilol a temperatura ambiente por 5 minutos cada. Procedeu-se entdo a trés
passagens em alcool absoluto e lavagem em agua destilada ( 3 banhos de 5
minutos cada). As laminas foram colocadas em solugao de 0,2N HCI por 20
minutos a temperatura ambiente e posteriormente lavadas em agua
corrente. As laminas receberam pré-tratamento com Citrato, pH 6,0 em
banho-Maria a 80°C por uma hora sendo entdo submetidas a digestéo
enzimatica com pepsina (pronto para uso) por 8 minutos a temperatura
ambiente. Apds serem lavadas com solugdo 2x SSC por 2 minutos,
desidratadas em alcool em concentragbes crescentes (75%, 80% e 100%
por 2 minutos cada), secas em temperatura ambiente por 45 minutos,
seguido da aplicagdo da sonda (10ul, previamente diluida em tamp&o de
hibridizagdo do fabricante) e recobertas com laminula e vedadas com
material selante, as ladminas foram entdo colocadas no hibridizador

(Hybridizer - DAKO®) para codenaturagéo da sonda e espécime por tempo e
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em temperatura indicada pelo fabricante da sonda. Decorrido este tempo, as
laminas foram retiradas do hibridizador, removido o selante e mergulhadas
em solugao pré-aquecida de UREA/0,1 x SSC em banho-Maria a 45°C por
30 minutos. As laminas foram lavadas em solugao 2x SSC por 2 minutos a
temperatura ambiente, passando-as em alcool em concentragdes crescente
(75%, 80%, 100% por 2 minutos cada) para desidratagcéo. As laminas foram
deixadas secando ao ar em ambiente escuro por 1 hora, para entado
proceder a contracoloracdo com 15 pl de DAPI e colocagao da laminula.
Procedeu-se a leitura das laminas no microscépico Optico trinocular
com fluorescéncia de merctrio (OLYMPUS® BX41-FL-IIl), equipado com
objetiva de imersao e com filtros adequados. As imagens obtidas foram
capturadas com camera digital colorida refrigerada (5.1 megapixel) acoplada
ao microscopio, usando o programa para analise de imagem Image Pro Plus
versdo 6.0 (OLYMPUS®). Foram avaliadps mo minimo, 30 ntcleos por caso,
sendo considerada amplificacdo génica se a média da razdo entre 0 numero
de sinais correspondentes ao locus cromossdmico de interesse (espectro
Orange) e ao locus de referéncia (espectro green) = 2. (KIM et al. 2007;
HOFMANN et al. 2008; LIANG et al. 2008). Utilizou-se como controle interno

das reacgdes, os vasos sanguineos identificados na coloragao pelo DAPI.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados referentes ao levantamento de prontuarios e aos resultados

dos exames de imunoistoquimica e FISH foram associados em tabela Excel
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2007 e transportados para o software Statistical Package for Social Science
(SPSS), versédo 17.0. A mensuragao das variaveis quantitativas foi expressa
pela medida de tendéncia central adequada: média ou mediana, com
respectivos desvio-padrao ou intervalo interquartil, de acordo com a
ocorréncia de distribuicdo normal da amostra.

Para a andlise da relagcéo entre variaveis categoricas, utilizou-se o
teste do qui-quadrado de Pearson, ou nos casos de freqliéncias menores
que cinco dentro de uma tabela de 2x2, o valor do qui-quadrado bi-caudal
corrigido (teste de Fischer). Para a anadlise da relagdo entre variaveis
quantitativas, foi utilizado e teste de Mann-Whitney. Na analise univariada,
calculou-se a taxa de sobrevida global em 5 anos para as diversas variaveis,
sendo as curvas comparadas pelo teste de log-rank. Para tanto, considerou-
se o intervalo transcorrido entre a data da cirurgia e a data de ¢ébito de
qualquer natureza. Classificaram-se sob censura 0s casos que
permaneceram vivos até o término do estudo. As variaveis que foram
estatisticamente significantes na analise univariada bem como as que
tiverem p < 0,20 mas nao atingiram o nivel de significancia de p < 0,05 foram
incluidos para analise multivariada pelo modelo de risco proporcional de Cox
para o qual se empregou a técnica de modelagem do tipo stepwise forward
selection. Estimou-se o risco relativo por meio de hazard ratio obtido a partir
do modelo multivariado. Para a conclusdo das analises estatisticas, o nivel

de significancia adotado foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

41 CASUISTICA E DADOS DA AMOSTRA

4.1.1 Caracteristicas epidemiolégicas e histopatolégicas

A amostra compreendeu 137 homens e 84 mulheres, com a média de
idade de 63 anos (minima de 20 e maxima de 88 anos). A raga branca
correspondeu a 75% da amostra e aproximadamente 60% dos pacientes
eram analfabetos ou com 1° grau de escolaridade. Observou-se histéria
familiar positiva para cancer gastrico em 31 de 187 pacientes pesquisados
(16,6%). Historia pregressa e/ou atual de etilismo e tabagismo foi observada
em frequéncias de 21% e 58%, respectivamente.

Em relagdo as caracteristicas histopatoldgicas do tumor, 175 casos
corresponderam a tumores distais, medindo em média 5,6 cm (minimo de
0,45 e maxima de 19,0 cm). Cento e dezessete casos foram de carcinomas
do tipo intestinal, 76 do tipo difuso e 28 do tipo misto, segundo a
classificagdo de Lauren. A maioria dos casos estudados correspondeu a
tumores pouco diferenciados (59%). Tumores precoces, com nivel de
infiltragcdo mural restrito a mucosa e/ou submucosa, perfizeram apenas 18%.
Tumores com invasao até tecido adiposo corresponderam a 56% dos casos.
A invasao vascular linfatica foi evidenciada em 117 de 219 casos analisados
(53%) e a sanguinea em 30 de 210 (14%). A infiltracdo perineural foi

encontrada em 104 de 214 casos (49%). A densidade do infiltrado linfocitario
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intratumoral analisada em 50 casos, foi leve em 22 deles e moderada a
intensa nos 28 restantes. A grande maioria dos casos foi operada com
margens cirurgicas livres (94%), somente 6% dos casos apresentaram
margens cirurgicas comprometidas microscopica ou macroscopicamente.
Em aproximadamente dois tercos dos casos observou-se metastase
linfonodal, tendo sido dissecado em média 32 linfonodos (1 - 125), com uma
mediana de comprometimento de 3,5 linfonodos (0 - 103). Metastases a
distdncia foram observadas em 16%. As principais caracteristicas

epidemioldgicas e histopatolégicas podem ser vistas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Principais caracteristicas epidemioldgicas e histopatoldgicas dos
carcinomas gastricos.

VARIAVEIS CATEGORIA NUMERO DE CASOS (%)
Idade média = 63 anos (20-88)
Género Masculino 137 (62)

Feminino 84 (38)
Raga Branca 166 (75)
Amarela 33 (15)
Negra 8 (4)
NI* 14 (6)
Escolaridade Analfabeto 15 (7)
1° grau 115 (52)
2° grau 36 (16)
3° grau 32 (15)
NI* 23 (10)
Localizagdo Proximal 28 (13)
Distal 175 (79)
Difuso 8(4)
Anastomose 10 (4)
Tamanho (cm) <2 26 (12)
2ab 43 (19)
>5 149 (68)
NI* 3(1)
Tipo histolégico- Intestinal 117 (53)
Laurén Difuso 76 (34)
Misto 28 (13)
Grau de diferenciagdo Bem 17 (8)
Moderado 74 (33)
Pouco 130 (59)
Nivel de infiltragdo Mucosa/submucosa 40 (18)
mural Muscular/subserosa 35 (16)
Tecido adiposo 123 (56)
Orgaos adjacentes 23 (10)
Metastase linfonodal  Ausente 72 (33)
Presente 149 (67)
Metastase a distancia Ausente 185 (84)
Presente 36 (16)
Estadiamento 1A 30 (14)
Patologico B 20 (9)
1l 41 (19)
A 47 (21)
1B 21 (9)
v 62 (28)

*NI: ndo informado
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4.1.2 Resultados das expressoes imunoistoquimicas

A expressao protéica de padrdo de membrana para EGFR foi
evidenciada em 3 casos (1,5%), sendo dois casos escore 3+ € um caso
escore 2+. Para HER2 foram observados 24 casos positivos (12%), sendo
seis casos com escore 3+ e dezoito casos com escore 2+. Somente um
caso (0,5%) foi positivo para HERS3 (escore 2+) e 3 casos (2%) para HER4
(escore 2+). No padrao de expressao citoplasmatica foram observados 189
casos positivos (98%) para HER3 e 149 (85%) para HER4, sendo que a
maioria dos casos positivos para HER3 exibiu marcacdo moderada ou
intensa (64%), o que nao se observou com HER4 (23%). Na avaliacéo da
marcagao nuclear, observou-se positividade para HER3 em 83 casos (43%)
e para HER4 em 4 casos (2%). Estes dados sdo mostrados nas Tabelas 5 e
6.

Apenas um caso apresentou co-expressao protéica por imunoistoquimica
no padrao de membrana entre HER2 e HER4, ambos com positividade 2+.
Co-expressao no padrao de membrana para os outros marcadores nao foi
observada.

As Figuras 1, 2, 3 e 4 ilustram alguns padrdes de imunoexpressao de

EGFR, HER2, HER3 e HERA4.



29

Tabela 5 - Resultados da expressédo protéica por imunoistoquimica dos
marcadores no padrao de membrana.

Negativo Negativo Positivo Positivo
IHQ escore 0 (%) escore 1+ (%) escore 2+ (%) escore 3+ (%) Total
EFGR 193 (98) 1(0,5) 1(0,5) 2(1) 197
HER2 103 (50) 80 (38) 18 (9) 6 (3) 207
HERS3 189 (99,5) 1(0,5) 1(0,5) 0 (0) 191
HER4 149 (82) 29 (16) 3(2) 0 (0) 181

Tabela 6 - Resultados da expressdo protéica por imunoistoquimica dos
marcadores nos padrdes citoplasmatico e nuclear.

Positivo Positivo Positivo
IHQ Negativo (%) fraco (%) moderado (%) intenso (%) Total
HER3 CITO 4(2) 65 (34) 108 (56) 16(8) 193
HER4 CITO 28 (15) 114 (62) 36 (20) 5(3) 183
HER3 NUCLEAR 110 (57) 18 (9) 33 (17) 32 (17) 193

HER4 NUCLEAR 176 (98) 4(2) 0 (0) 0 (0) 180
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Figra 1 - Carcinomas gastricos tipo intestinal de Lauren com

imunoexpressédo de EGFR em padrao de membrana (x40). A: negativo 0; B:
positivo 2+; C: positivo 3+.

Figura 2 — Carcinomas gastricos com imunoexpressao de HER2 em padréao

de membrana (x40). A: CG tipo difuso negativo 0; B: CG tipo difuso com escore 1+; C:
CG tipo intestinal positivo 2+; D: CG tipo intestinal 3+.
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Figura 3 — Carcinomas gastricos tipo intestinal com imunoexpressédo de

HER3. A, B e C (x20): padrdes citoplasmaticos fraco,moderado e intenso,
respectivamente. D,E e F (x40): padrbes nucleares fraco, moderado e intenso,
respectivamente.

Fig munoexpressao de HER4 em padrao
de membrana. A: CG tipo difuso negativo 0 (x10); B: CG tipo intestinal negativo 1+ (x40);
C: CG tipo intestinal positivo 2+ (x40).
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4.1.3 Resultados da avaliacao da amplificagao génica por FISH

A amplificagdo génica foi observada em 3 de 168 casos analisados
para EGFR, (2%) e em 15 de 190 para HER2 (8%). Nao foram observados
casos com amplificagdes para HER3 e HERA4.

Os padrdées de amplificagao observados para EGFR e HER2 podem

ser vistos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Correlagao entre a expressao protéica de EGFR e HER2 por IHQ
com o padrao de amplificagdo génica.

CASO IMUNOISTOQUIMICA FISH

EGFR
1 2+ R>6
2 3+ R>6
3 3+ R=6

HER2
1 0 R=6
2 2+ R=2
3 2+ R=2
4 2+ R=2
5 2+ R=3
6 2+ R=3,5
7 2+ R=4
8 2+ R>6
9 2+ R>6
10 3+ R=5
11 3+ R=5
12 3+ R=6
13 3+ R=6
14 3+ R>6
15 3+ R>6

*R = razao obtida entre o numero total de sinais correspondentes ao gene
pelo niumero total de sinais do locus de referéncia contados em 30 nucleos.

Os casos onde o padrao observado foi de cluster ou agrupamento de
sinais correspondentes ao locus cromossémico de interesse (espectro
orange), sem a possibilidade de isola-los para contagem em separado, a
razao entre o numero de sinais correspondentes ao locus cromossémico de
interesse (espectro Orange) e ao l6cus de referéncia (espectro Green) foi

considerado maior que 6 (Figura 5).
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Figura 5 - Pesquisa de amplificagcdo de EGFR E HER2 por FISH. A, B, C:
EGFR nado amplificado, amplificado (R=6), amplificado com cluster de sinais (R>6),

respectivamente. D, E, F: HER2 ndo amplificado, amplificado (R=3), amplificado com cluster
de sinais (R>6).

A Tabela 8 mostra a correlacdo da expressdo protéica com a
amplificagdo génica de EGFR, HER2, HER3 e HER4. Observa-se que os 3
casos com expressao protéica de EGFR acompanharam-se de amplificacédo
génica. Para HER2, todos os casos com positividade 3+ na IHQ, tiveram
amplificagdo génica detectada, enquanto dos 18 casos com positividade 2+,
a amplificacdo génica pode ser observada em 8 casos. Houve apenas um
caso de amplificagdo génica que ndo se acompanhou da expresséo protéica
de HER2 nos cortes do TMA. O caso isolado de expressao protéica de
HERS e os trés casos de HER4, ndo demonstraram amplificagéo génica pela

FISH.
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Tabela 8 - Correlacao entre os resultados da expressao protéica no padrao
de membrana com o numero de copias dos genes.

] NAO
IMUNOISTOQUIMICA
MARCADOR AMPLIFICADO (%) AMPLIFICADO
(n)
(%)
+ =

EGFR Escore 2+ (n=1) 1 (100) 0(0)
Escore 3+ (n=2) 2 (100) 0(0)
Escore 0 (n=103) 1(1) 102 (99)
HER2 Escore 2+ (n=18) 8 (44) 10 (56)
Escore 3+ (n=6) 6 (100) 0 (0)
HER3 Escore 2+ (n=1) 0 (0) 1 (100)
HER4 Escore 2+ (n=3) 0 (0) 3 (100)

n=numero total de casos

4.2 CORRELAGAO ENTRE OS MARCADORES E AS VARIAVEIS

EPIDEMIOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS

421 EGFR

Os resultados da imunoistoquimica avaliados no padrao de
membrana, ndo demonstraram diferengas estatisticamente significantes para
todas as variaveis estudadas, incluindo as variaveis epidemioldgicas, tais
como idade, género, raga, grau de escolaridade, historia pregressa ou atual
de tabagismo, etilismo, histéria familiar de cancer gastrico. O mesmo
observou-se em relagédo as variaveis histopatoldgicas: localizagéo do tumor,
tamanho, classificagao histoldégica, grau de diferenciagao, nivel de infiltragcao
mural, invasdo vascular linfatica e sangulinea, infiltragdo perineural,
infiltragcdo linfocitica intratumoral, metastase linfonodal, estadiamento

patolégico e comprometimento da margem cirurgica.
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Para a amplificacdo génica estudada por FISH n&o houve diferenca
estatistica significativa em todas as variaveis citadas anteriormente, apesar
de ter sido demonstrada uma diferencga de significancia limitrofe (p = 0,052)
para a invasao vascular sanglinea onde se percebeu a amplificacdo génica
mais frequente nos casos de tumores com invasao vascular presente em
relacao aos ausentes (9% versus 1%).

Os resultados de EGFR analisados por imunoistoquimica no padrao
de membrana e FISH em relacdo as variaveis epidemioldgicas e

histopatoldgicas estudadas estdo apresemtados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Correlagao da expressao protéica e amplificacao génica de EGFR
com as variaveis epidemiologicas e histopatoldgicas.

A EGFR EGFR
VARIAVEIS CATEGORIA IHQ FISH
Posoitivo Valor de Amplificado Valor de
(%) P (%) P
Sexo Feminino 0/73 (0) 0,297 0/63 (0) 0,293
Masculino 3/124 (2) 3/105 (3)
Raca Branca 2/148 (1) 0,668 2/126 (2) 0,672
Negra 0/8 (0) 0/7 (0)
Amarela 1129 (3) 1/25 (4)
Escolaridade Analfabeto ou 1° grau ~ 1/119 (1) 0,245 1/95 (1) 0,555
2° grau/superior 2/57 (4) 2/55 (4)
Tabaco Nao 0/76 (0) 0,261 0/68 (0) 0,250
Sim 3/101 (3) 3/100 (3)
Alcool Nao 17136 (1) 0,134 11115 (1) 0,130
Sim 2/41 (3) 2/34 (6)
Histéria Familiar \2° 3139 (2) ! 3121 (3) 1,000
Sim 0/27 (0) 0/21 (0)
Classificagdo de Intestinal 3/109 (3) 0,292 3/94 (3) 0,300
Lauren Difuso 0/63 (0) 0/52 (0)
Misto/inclassificavel 0/25 (0) 0/22 (0)
Grau de Bem/moderado 3/85 (4) 0,079 3/69 (4) 0,067
diferenciacao Pouco 0/112 (0) 0/99 (0)
) Mucosa/submucosa 0/28 (0) 0,716 0/28 (0) 0,716
Nivel de Muscular/subserosa 1132 (3) 1/28 (4)
infiltragdao mural
Tecido adiposo 2/115 (2) 2/96 (2)
Orgaos adjcente 0/22 (0) 0/16 (0)
Metastase N&o 0/57 (0) 0,558 0/54 (0) 0,552
linfonodal Sim 3/140 (2) 3/114 (3)
Estadiamento | 0/37 (0) 0,383 0/36 (0) 0,362
patolégico I 1137 (3) 1/32 (3)
11 2/62 (3) 2/51 (4)
Y, 0/61 (0) 0/49 (0)
| < voexgr.. N3O 1/82 (1) 1 1/78 (1) 1,000
nvasao linfatica
Sim 2/114 (2) 2/89 (2)
Invasdo Nzo 1/157 (1) 0,067 1/141 (1) 0,052
sanguinea Sim 2/30 (7) 2/23 (9)
Invasio Nao 2/94 (2) 0,617 2/88 (2) 1,000
perineural Sim 1197 (1) 1174 (1)
Infiltrado Leve 0721 (0) / 0/17(0) /
linfocitario Mod./intenso 0/26 (0) 0/21 (0)
Livres 3/185 (2) 1 3/159 (2) 1,000

Margens
cirurgicas Comprometidas 0/12(0) 0/9 (0)
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4.2.2 HER2

Os resultados das analises imunoistoquimicas no padrdo de
membrana para HER2 foram correlacionados com as mesmas variaveis
epidemioldgicas e histopatolégicas estudadas para o EGFR e citadas
anteriormente.

Houve diferengcas estatisticamente significantes em relacdo ao
género, classificacdo histolégica do tumor segundo Lauren e grau de
diferenciacao. Entre os homens, a expressao protéica de HER2 no padrao
de membrana foi detectada em 15%, e nas mulheres em 5% (p = 0,03). Nao
foram observadas expressdes protéicas de HER2 nos 65 carcinomas do tipo
difusos analisados. Ja nos tipos intestinal e misto, 18% e 14% dos casos
foram positivos (p = 0,002). Em relagcdo ao grau de diferenciagdo, os
tumores foram agrupados em 2 categorias, sendo uma delas constituida por
tumores bem e moderadamente diferenciados e a outra pelos tumores pouco
diferenciados. Observou-se diferengca estatisticamente significante em
relacdo a expressao de HER2 (p = 0,001). Dentre os 88 casos de tumores
bem e moderadamente diferenciados, a positividade de HER2 foi verificada
em 18 (20%), enquanto nos 119 casos de tumores pouco diferenciados, a
positividade foi demonstrada em apenas 6 (5%).

A amplificacdo génica de HER2 pesquisada por FISH, demonstrou
diferencas estatisticas significativas para as mesmas variaveis observadas
na imunoistoquimica, acrescido da infiltracdo perineural. Em relagdo ao
género, amplificacdo génica foi observada em 11% dos homens enquanto

que nas mulheres, em somente 3% (p = 0,05). Nao houve amplificagdo
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génica em nenhum tumor tipo difuso, enquanto os tumores tipo intestinal e
misto tiveram amplificacdo observada em 12% e 9% respectivamente (p =
0,018). Em relagdo ao grau de diferenciagdo, demonstrou-se amplificagéo
génica em 14 de 79 tumores bem ou moderadamente diferenciados, e em 1
de 111 casos pouco diferenciados (p < 0,001). Nos 88 casos em que se
identificou infiltragcdo perineural, apenas 2 casos mostraram amplificagao,
enquanto nos 96 tumores sem infiltracdo perineural, 12 deles tiveram
amplificacdo de HER2 (p = 0,009). Estes resultados sdao mostrados na

Tabela 10.
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Tabela 10 - Correlagdo da expressao protéica e amplificagdo génica de
HERZ2 com as variaveis epidemioldgicas e histopatologicas.

VARIAVEIS CATEGORIA I-:Elzz |;IESRHZ
Positivo Valor de  Amplificado Valor de
(%) P (%) P
Sexo Feminino 4176 (5) 0,030 2/74 (3) 0,050
Masculino 20/131 (15) 13/116 (11)
Raca Branca 19/155 (12) 0,999 11/143(8) 0,682
Negra 1/8 (13) 1/6 (17)
Amarela 432 (13) 3/29 (10)
Escolaridade Analfabeto ou 1° grau 12/125 (10) 0,178 6/109(5,5) 0,230
2° grau/superior 10/61 (16) 7162 (11)
Tabaco Nao 6/82 (7) 0,670 5/77 (6,5) 0,581
Sim 17/105 (16) 9/95 (9,5)
Alcool N30 17/144 (12) 0,707 10/140 (7) 0,310
Sim 6/43 (14) 4/33 (12)
Histéria N30 15/146 (10) 0,504 8/135 (6) 0,673
Familiar Sim 4/27 (15) 2127 (7)
Classificagao Intestinal 20/114 (18) 0,002 13/106 (12) 0,018
de Lauren Difuso 0/65 (0) 0/61 (0)
Misto/inclassificavel 4/28 (14) 2/23 (9)
Grau de Bem/moderado 18/88 (20) 0,001 14/79 (18) <0,001
diferenciagao Pouco 6/119 (5) 17111 (1)
Nivel de Mucosa/submucosa 5/32 (16) 0,746 3/34 (9) 0,911
infiltragao mural \\ .« . jar/subserosa 5/34(15) 3/32 (9)
Tecido adiposo 12/119 (10) 71105 (7)
Orgaos adjacentes 2/22 (9) 2/19(10,5)
Metastase NZo 9/62 (15) 0,391 5/65 (8) 1,000
linfonodal Sim 15/145 (10) 10/124 (8)
Estadiamento I 6/41 (15) 0,890 4/43 (9) 0,912
patolégico 0 5/40 (12) 2/37 (5)
I 7/65 (11) 5/57 (9)
IV 6/61 (10) 4/53 (7,5)
Invaso linfatica Nz 13/90 (14) 0,281 9/93 (10) 0,383
Sim 11/115 (10) 6/96 (6%)
Invaso Nao 20/167 (12) 0,539 13/161 (8) 0,724
sangiiinea Sim 2/30 (7) 1/23 (4)
Invasdo N30 15/101 (15) 0,133  12/96 (12,5) 0,009
perineural Sim 8/99 (8) 2/88 (2)
Infiltrado Leve 4/21 (19) 0,383 3/18 (17) 0,297
linfocitario Mod./intenso 2127 (7) 124 (4)
I\I!a!‘ge_ns Livres 23/195 (12) 1,000 14/179 (8) 0,606
cirurgicas Comprometidas 1/12 (8) 1711 (9)
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4.2.3 HER3

Com um unico caso positivo para HER3 no padrdo de membrana, nao
se pode mostrar diferengas estatisticamente significantes em relagdo as
variaveis estudadas, exceto em relacdo a raga, onde o Unico caso positivo
era negro dentre os 8 pacientes negros da amostra (p<0.001).

Para as analises dos resultados do padrdo de expressao
citoplasmatica do HER3, os casos foram agrupados em duas categorias
conforme a intensidade da coloragédo, sendo o grupo negativo constituido
pelos casos negativos e positivos fracos e o grupo positivo constituido pelos
casos positivo moderado e forte. Na comparagdo entre os dois grupos,
algumas diferengas estatisticamente significantes foram demonstradas. A
média de idade dos pacientes do grupo negativo foi de 60 anos, enquanto a
dos pacientes do grupo positivo foi de 66 anos (p = 0,002). A positividade foi
demonstrada com mais freqléncia entre os pacientes com menor grau de
escolaridade (69% para os pacientes analfabetos ou com 1° grau e 51%
para os pacientes com 2° grau ou mais de escolaridade) (p = 0,020). Os
tumores do tipo intestinal (76% versus 40% no difuso € 70% no misto), os
tumores mais diferenciados (80% para os tumores bem ou moderadamente
diferenciados versus 52% para os tumores pouco diferenciados), e com
margens cirurgicas livres de neoplasia (66% versus 33%), mostraram
positividade citoplasmatica mais freqiente. A mediana de linfonodos
comprometidos para os casos negativos foi de 6 em relagdo aos casos

positivos que foi de 3 (p = 0,039).
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Na analise do padrao nuclear de expressao IHQ de HERS3, diferencas
estatisticamente significantes foram vistas para algumas variaveis. Os casos
foram agrupados em 2 categorias conforme a intensidade da coloragao,
sendo o grupo negativo constituido pelos casos negativos e positivos fracos
e 0 grupo positivo constituido pelos casos positivo moderado e forte. A
média de idade dos pacientes do primeiro grupo foi de 65 anos e a do
segundo, de 61 anos (p=0,014). A positividade nuclear foi mais frequente
nos tumores do tipo difuso (47% versus 38% no misto e 26% no intestinal),
com infiltrado linfocitario discreto (p < 0,001) e com invasao linfatica ou
sanguinea presente (41% e 59% respectivamente). A mediana de linfonodos
comprometidos foi de 2,5 no primeiro grupo e 6,5 no segundo (p = 0,017).

A amplificagdo génica pesquisada por hibridizagao in situ (FISH) ndo
foi evidenciada em nenhum dos casos analisados.

Os resultados da correlacdo de HER3 por imunoistoquimica,
analisadas no padrao de membrana, citoplasma e nucleo, podem ser vistos

na Tabela 11.
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Tabela 11 - Correlagcdo da expressao protéica de HER3 com as variaveis

epidemioldgicas e histopatologicas.

" HER3 HER3 HER3
VARIAVEIS CATEGORIA . L.
Membrana Citoplasmatico Nuclear
Positivo  Valor de Positivo Valor Positivo Valor de
(%) P (%) de P (%) P
Sexo Feminino 0/70 (0) 1,000 45/72 (62) 0,696  24/72 (33) 0,938
Masculino 1121 (1) 79/121 (65) 41/121 (34)
Raga Branca 0/142 (0)  <0.001 90/142 (63) 0,896 49/143 (34) 0,399
Negra 1/8 (13) 5/8 (62) 4/8 (50)
Amarela 0/30 (0) 21/31 (68) 8/31 (26)
Escolaridade g‘zfabeto ou 0120 (0) 0302  84/121(69) 0,020 39/122(32) 0,796
2° grau/superior 1/52 (2) 27/53 (51) 18/53 (34)
Tabaco Nao 177 (1) 0,448 48/78 (62) 0,396  30/78 (39) 0,320
Sim 0/95 (0) 65/96 (68) 30/96 (31)
Alcool Nao 1131 (1) 1,000 87/134 (65) 0,779  47/134 (35) 0,552
Sim 0/41 (0) 25/40 (62) 12/40 (30)
Histéria Nao 1/134 (1) 1,000 88/135(65) 0,690 48/135 (36) 0,395
Familiar Sim 0/25 (0) 18/26 (69) 7126 (27)
Classificagdo Intestinal 1/110 (1) 0,691 84/110 (76) <0.001 28/109 (26) 0,020
de Lauren Difuso 0/57 (0) 24/60 (40) 28/60 (47)
Misto/inclassificavel 0/24 (0) 16/23 (70) 9/24 (38)
Grau de Bem/moderado 1/82 (2) 0,429 66/82 (80)  <0.001  28/82 (34) 0,906
diferenciagdo Pouco 0/109 (0) 58/111 (52) 37/111 (33)
Nivel de Mucosa/submucosa 0/25 (0) 0,875 20/27 (74) 0,142 7127 (26) 0,578
infiltragdo Muscular/subserosa 0/32 (0) 22/33 (67) 10/32 (31)
mural Tecido adiposo 1/113 (1) 73/112 (65) 39/114 (34)
Orgéos adjacentes 0/21 (0) 9/21 (43) 9/20 (45)
Metastase Nao 0/55 (0) 1,000 43/58 (74) 0,060  15/57 (26) 0,161
linfonodal Sim 1/136 (1) 81/135 (60) 50/136 (37)
Estadiamento | 0/35 (0) 0,564 26/38 (68) 0,109 9/37 (24) 0,297
patolégico Il 0/36 (0) 27/36 (75) 12/37 (32)
1] 1/63 (2) 42/63 (67) 20/63 (32)
\Y] 0/57 (0) 29/56 (52) 24/56 (43)
Invasao Nao 1/79 (1) 0,418 59/82 (72) 0,059  19/80 (24) 0,011
linfatica Sim 0/110 (0) 64/109 (59) 46/111 (41)
Invasao Nao 1/153 (1) 1,000 103/156 (66) 0,294  44/154 (29) 0,002
sanguinea Sim 0/28 (0) 15/27 (56) 17/29 (59)
Invasao Nao 1/93 (1) 1,000 63/94 (67) 0,470  30/93 (32) 0,469
perineural Sim 0/91 (0) 57/92 (62) 34/92 (37)
Infiltrado Leve / / 14/21 (67) 0,790  10/21 (48) <0.001
linfocitario Moderado./intenso / 17/27 (63) 1/27 (4)
Margens Livres 1179 (1) 1,000 120/181 (66) 0,029 62/181 (34) 0,754
cirargicas Comprometidas 0/12 (0) 4/12 (33) 3/12 (25)
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4.2.4 HER4

Nao foi possivel realizar as analises estatisticas de todas as variaveis
clinico-patolégicas estudadas em relagcdo aos resultados da expressao
protéica avaliada por imunoistoquimica de HER4 no padrdo de membrana
devido ao pequeno numero de casos positivos.

Em relagdo a expressao protéica no padrao citoplasmatico, algumas
diferencas foram mostradas. A média de idade entre os pacientes do grupo
positivo foi de 67,95 anos e do negativo de 63,18 anos (p = 0,027).
Diferencas estatisticas foram encontradas em relacdo ao estadiamento dos
pacientes. A porcentagem de casos positivos para HER4 dos pacientes com
estadio | foi de 39%; para o estadio Il foi de 27%, para o estadio Ill de 20% e
estadio IV de 13%. Os pacientes sem comprometimento linfonodal, ou com
uma mediana menor de linfonodos comprometidos também exibiram maior
frequéncia de positividade para HER4. A positividade foi mais freqliente nos
tumores do tipo intestinal e nos tumores bem ou moderadamente
diferenciados (38% versus 10% dos pouco diferenciados com p < 0,001). Os
tumores sem invasao vascular linfatica ou sanglinea, sem infiltracdo
perineural também exibiram maior freqiéncia de expressdo de HER4.
Observou-se também relagao inversa entre o nivel de infiltracdo mural e a
positividade citoplasmatica de HER4, ou seja, os tumores restritos a
mucosa/submucosa foram mais frequentemente positivos do que os tumores
que invadiam tecido adiposo e érgaos adjacentes (p = 0,039).

Para a avaliacdo do padrao nuclear de imunoexpressdao de HERA4,

foram criados dois grupos: grupo negativo com os casos negativos, e grupo
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positivo, para os casos positivos fracos. Nao houve casos que tivessem
demonstrado coloragdo moderada ou intensa.

Houve quatro casos positivos sendo estes dos tipos difuso (4%) e
misto (8%). Os carcinomas do tipo intestinal foram todos negativos (p =
0,026). Todas as demais variaveis epidemioldgicas e histopatoldgicas néo
demonstraram diferengas estatisticamente significantes.

Os resultados da imunoistoquimica de HER4, nos padrdes acima
citados, estdo apresentados na Tabela 12.

A amplificagdo génica pesquisada através da hibridizagdo in situ

(FISH) nao foi evidenciada em nenhum dos casos analisados.



46

Tabela 12 - Correlagdo da expresséao protéica de HER4 com as variaveis
epidemioldgicas e histopatologicas.

. HER4 HER4 HER4
VARIAVEIS CATEGORIA . .
Membrana Citoplasmatico Nuclear
Positivo Valor de Positivo Valor de Positivo Valor de
(%) P (%) P (%) P
Sexo Feminino 1/61 (2) 1,000 17/62 (27) 0,244 2/61 (3) 0,605
Masculino 2/120 (2) 24/121 (20) 2/119 (2)
Raga Branca 1/134 (1) 0,068 27/137 (20) 0,054 2/136 (2) 0,704
Negra 0/8 (0) 0/8 (0) 0/6 (0)
Amarela 2/29 (7) 10/28 (36) 1/28 (4)
Escolaridade Analfabeto ou 1° grau 1/112 (1) 0,231 24/113 (21) 0,383 1/110 (1) 0,094
2° grau/superior 2/51 (4) 14/51 (28) 3/51 (6)
Tabaco Nao 0/70 (0) 0,508 14/69 (20) 0,456 3/68 (4) 0,31
Sim 2/94 (2) 24/95 (25) 1/94 (1)
Alcool Néo 1124 (1) 0,442 25/124 (20) 0,108 4/123 (3) 0,573
Sim 1/39 (3) 13/40 (33) 0/39 (0)
Histéria Nao 2/125 (2) 1,000 29/126 (23) 0,995 3/123 (2) 0,421
Familiar Sim 0/26 (0) 6/26 (23) 0/26 (0)
Classificagdo Intestinal 3/110 (3) 0,374 37/111 (33) <0,001 0/107 (0) 0,026
de Lauren Difuso 0/47 (0) 3/49 (6,) 2/49 (4)
Misto/inclassificavel 0/24 (0) 1/23 (4) 2/24 (8)
Grau de Bem/moderado 3/83 (4) 0,095 31/82 (38) <0.001 0/80 (0) 0,13
diferenciagdo Pouco 0/98 (0) 10/101 (10) 4/100 (4)
Nivel de Mucosa/submucosa 1/23 (4) 0,538 9/23 (39) 0,039 0/22 (0) 0,308
infiltragao Muscular/subserosa 1/31 (3) 10/31 (32) 2/31 (7)
mural Tecido adiposo 1/107 (1) 20/108 (19) 2/105 (2)
Orgaos adjacentes 0/20 (0) 2/21 (10) 0/22 (0)
Metastase Nao 2/53 (4) 0,206 20/53 (38) 0,003 0/51 (0) 0,579
linfonodal Sim 1/128 (1) 21/130 (16) 4/129 (3)
Estadiamento | 1/33 (3) 0,619 13/33 (39) 0,025 0/32 (0) 0,705
patologico I 1/33 (3) 9/33 (27) 1/32 (3)
11 0/60 (0) 12/61 (20) 1/60 (2)
Y 1/55 (2) 7/56 (13) 2/56 (4)
Invasao Nao 1772 (1) 1,000 26/74 (35) 0,001 172 (1) 0,65
linfatica Sim 2/108 (2) 15/108 (14) 3/107 (3)
Invasao Nao 3/145 (2) 1,000 40/148 (27) 0,010 2/144 (1) 0,118
sanguinea Sim 0/27 (0) 1/26 (4) 2/27 (7)
Invasao Nao 2/89 (2) 1,000 27/88 (31) 0,011 1/87 (1) 0,621
perineural Sim 1/86 (1) 13/89 (15) 3/87 (3)
Infiltrado Leve / / 2/20 (10) 0,435 1/20 (5) 0,435
linfocitario Moderado./intenso / 6/26 (23) 0/26 (0)
Margens Livres 2/168 (%) 0,201 39/141 (23) 1,000 3/167 (2) 0,261
cirargicas Comprometidas 1/13 (8) 2/12 (17) 1/13(8)
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4.3 ANALISES UNIVARIADAS

A taxa de sobrevida global em cinco anos (60 meses) dos 221
pacientes com carcinoma gastrico foi de 39,5%. A mediana da sobrevida foi
de 36,9 meses (IC95%: 25,8 a 47,9 meses). As analises univariadas de
sobrevida dos pacientes em relagdo aos parametros clinico-patologicos e
expressao protéica e amplificacdo génica de EGFR, HER2, HER3 e HER4
podem ser vistas nas Tabelas 13 e 14, respectivamente.

As seguintes variaveis clinico-patolégicas: histéria familiar de CG,
estadio patoldgico, metastase linfonodal, estatus da margem cirurgica,
invasdo vascular linfatica e sanguinea, infiltracdo perineural e tamanho do
tumor mostraram correlagdo estatisticamente significativa com a taxa de
sobrevida. Todas as demais variaveis clinicas: género, historia pregressa ou
atual de etilismo e tabagismo, raga, nivel de escolaridade; e variaveis
patologicas como grau de diferenciagao, tipo histologico de e intensidade do
infiltrado linfocitico intratumoral ndo demonstraram associacdes estatisticas
validas.

Pacientes com historia familiar de CG demonstraram melhor taxa de
sobrevida em cinco anos do que os pacientes com historia familiar negativa
(74% versus 46,5%, p = 0,006). Foi verificado uma diminuicdo da sobrevida
global em estadios patoldégicos mais avancados ( no estadio |, 82% dos
pacientes estavam vivos em 5 anos enquanto que esta taxa foi de 16% para
o estadio [V)(p<0.001). A presengca de comprometimento linfonodal

correlacionou-se com uma reducao da taxa de sobrevida em torno de 50%
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(71% versus 38%, p<0.001). Dado semelhante foi observado com estatus da
margem cirurgica, sendo que 0s casos com margens comprometidas
mostraram pior sobrevida (50,5% versus 23%, p <0.001). O tamanho da
neoplasia também foi um fator de risco, tendo aqueles com tamanho maior
que 5 cm menor sobrevida (66% versus 31%, p <0.001). Houve significativa
diminui¢cdo da taxa de sobrevida global em 5 anos na presenga de invasao
vascular linfatica (61% versus 38%), sanguinea (51% versus 30%) e
infiltracé@o perineural (60% versus 37%).

A presenca de amplificagdo génica de HER2 correlacionou-se com
pior taxa de sobrevida em cinco anos (49% versus 29%, p = 0,018), assim
como a expressao protéica nuclear positiva de HER3 (53% versus 35%, p =
0,035). As andlises univariadas das expressdes protéicas nos padrdes de
membrana de todos os marcadores, citoplasmatico de HER3 e HER4 e no
padrao nuclear de HER4, assim como a amplificacdo génica de EGFR, néo
mostraram associacgdes estatisticas com a taxa de sobrevida global em cinco
anos.

As tabelas 13 e 14 mostram os resultados das analises univaridas.

As figuras 6 e 7 correspondem, respectivamente as curvas de
sobrevida de Kaplan-Meier para a amplificacdo de HER2 e expressao

nuclear de HERS.
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Tabela 13 - Resultado da analise univariada dos parametros
epidemioldgicos e histopatologicos.
. . Taxa de Sobrevida
Variaveis Categorias Global em 5 anos (%) Valor de P
Sexo Feminino 54,2 0,064
Masculino 45,6
Raga Branca 47,3 0,928
Negra 42,9
Amarela 51,5
Escolaridade Analfabeto ou 1° grau 53,1 0,484
2° grau ou superior 50
Tabaco Nao 47 1 0,532
Sim 51,8
Alcool Nao 49,4 0,820
Sim 51,2
Historia Familiar Nao 46,5 0,006
Sim 74,2
Classificagado de Lauren Intestinal 50,9 0,924
Difuso 46,1
Misto/inclassificavel 48,1
Grau de diferenciacao Bem/moderado 53,3 0,398
Pouco 45,7
Mestastase linfonodal Nao 71,4 <0.001
Sim 38,3
Tamanho do tumor até 5cm 66,1 <0,001
>5cm 31,4
Estadiamento Patolégico I 81,6 <0,001
Il 67,5
11 441
v 16,1
Invasao linfatica Nao 61,0 0,001
Sim 37,6
Invaséo sangiiinea Nao 51,1 0,003
Sim 30,0
Invaséo perineural Nao 59,6 0,001
Sim 36,9
Infiltragao linfocitaria Leve 31,8 0,070
Moderadol/intenso 64,3
Margens cirurgicas Livres 50,5 <0,001
Comprometidas 23,1




Tabela 14 — Resultado da analise univariada de EGFR, HER2, HER3 e
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HERA4.
. . Taxa de Sobrevida
Variaveis Categorias Valor de P
Global em 5 anos (%)
EGFR IHQ Negativo 46,9 0,964
Positivo 66,7
EGFR FISH Nao amplificado 47,6 0,928
Amplificado 66,7
HER2 IHQ Negativo 46,2 0,570
Positivo 47.8
HER2 FISH Nao amplificado 49,4 0,018
Amplificado 28,6
HER3 IHQ membrana Negativo 46,8 0,325
Positivo 0
HERS3 IHQ citoplasmatico Negativo 42 0,164
Positivo 50
HER3 IHQ nuclear Negativo 53,2 0,035
Positivo 35,4
HER4 IHQ membrana Negativo 46,6 0,068
Positivo 0
HER4 IHQ citoplasmatico Negativo 40,7 0,130
Positivo 61,0
HER4 IHQ nuclear Negativo 45,4 0,768
Positivo 50,00
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Figura 6 — Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier dos pacientes com

carcinoma gastrico com e sem amplificagdo de HER2. Os pacientes com

amplificagdo génica de HER2 mostraram pior sobrevida que os que nao tiveram.
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Figura 7 — Curvas de sobrevidas de Kaplan Méier dos pacientes com

carcinoma gastrico com e sem expressao nuclear de HERS3. Os pacientes com

expressao nuclear de HER3 apresentaram pior sobrevida que os que nao tiveram.



52

4.4 ANALISES MULTIVARIADAS

Os fatores de risco independentes para morte identificados pelo
modelo de regressado de Cox nos casos estudados foram: estadio patolégico
avancado, margens cirurgicas comprometidas e idade. A presenca de
historia familiar de CG mostrou-se fator protetor, com reducdo do risco de

morte para 0,3. Estes dados estdo expostos na Tabela 15.

Tabela 15 - Analise Multivariada. Modelo de regressao de Cox.

Hazard

Variavel Categoria IC 95%
Ratio
Estadiamento Patolégico I 1,0 Referéncia
Il 2,5 0,9-6,8
1] 55 2,3-13,4
v 15 6,3 - 36
Historia Familiar Ausente 1,0 Referéncia
Presente 0,3 0,1-0,6
Margens Cirurgicas Livres 1,0 Referéncia
Comprometidas 2,7 1,2-6,1
Idade* (variavel
continua) 1,002 0,96 - 1,02
*variavel continua
Observou-se risco de morte por CG crescente para os estadios Il, 1l e

IV se comparados ao estadio | (2,5x; 5,5x e 15x, respectivamente). O
comprometimento da margem cirurgica elevou o risco de morte por CG em
2,7 vezes. Houve discreto aumento do risco de morte associado a maior

idade.
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5 DISCUSSAO

Ao longo dos Uultimos anos, tem-se observado um declinio na
incidéncia do adenocarcinoma gastrico, especialmente devido a redugao da
incidéncia nos casos de tumores distais. Contrariamente, observa-se uma
tendéncia a uma incidéncia crescente dos tumores proximais. O fato dos
tumores distais e proximais ndo compartilharem a mesma etiopatogenia
pode explicar parcialmente este fato. Enquanto se observam melhorias em
relacao a fatores dietéticos e no tratamento do H. pylori, ambos relacionados
com os tumores distais, ha um aumento na incidéncia da obesidade e
consequente doenga do refluxo gastroesofagico, relacionados aos tumores
proximais. Ha diferencas epidemioldgicas entre ambos: os tumores distais
ocorrem em maior frequéncia nos paises em desenvolvimento, acometendo
a populagdo de menor renda, negra e tem a relagcdo de dois homens
acometidos para cada mulher. Ja os tumores proximais ocorrem com maior
freqUiéncia nos paises desenvolvidos, onde podem chegar a corresponder a
50% dos casos de CG (MCCOLL 2006). Acometem a populagédo de melhor
nivel socio-econdmico, brancos, com uma razdo de homens para mulheres
de 5:1, reservando um progndéstico pior que dos tumores distais.

O presente trabalho constatou que quase 80% dos casos estudados
correspondeu a tumores distais, mais freqlientes nos homens (1,6 homens:
1 mulher), com média de idade de 63 anos, sendo que em 60% dos casos

0s pacientes apresentavam baixa escolaridade, constituidos por analfabetos
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ou com 1°grau de escolaridade, o que indiretamente pode refletir um baixo
nivel socio-econdmico. Portanto, nossa amostra € tipica dos paises em
desenvolvimento.

Houve certa dificuldade na caracterizacdo da nossa amostra em
relacdo a raga, uma vez que somos uma populagdo miscigenada, sendo
consideradas as informagdes obtidas dos registros médicos. Preferiu-se
colocar a categoria “pardos” entre os nao informados, ja que n&o existem
critérios estabelecidos para tal etnia. Assim, foram consideradas apenas 3
ragas: branca, negra e amarela.

Dentre os fatores de risco para o CG, o tabagismo que confere um
risco aumentado, dose-dependente, com risco relativo de 2 entre os ex-
tabagistas e 2,1 entre os tabagistas (CHAO et al. 2002; GONZALEZ et al.
2003; KOIZUMI et al. 2004) esteve presente em 57%. Um grande estudo
prospectivo europeu (EPIC) estimou que 17,9% dos casos de CG poderiam
ser atribuidos ao tabagismo (GONZALEZ et al. 2003). Histdria pregressa ou
atual de etilismo esteve presente em um quinto da amostra. Embora nao
haja provas de que o etilismo seja uma causa de CG, a meta-analise
envolvendo 16 estudos mostrou um discreto aumento do risco para 1,3
(BAGNARDI et al. 2001).

Na histéria familiar para CG consideramos somente o parentesco de
primeiro grau, ou seja, pais e irmaos com o relato de CG, resultando em
16,6% de historia familiar positiva, o que se assemelha aos 10% a 15%
citados na literatura (BARBER et al. 2006). Apesar dos fatores ambientais

desempenharem papel central no desenvolvimento do CG, a citar a infeccéo
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pelo H. pylori, os fatores hereditarios também participam, sendo que um a
3% dos casos de CG estédo relacionados as sindromes genéticas, tais como
Cancer de Codlon Hereditario Nao-Polipose (HNPCC), Sindrome de Li-
Fraumeni, Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), Sindrome de Peutz-
Jeghers e Cancer gastrico difuso hereditario (CALDAS 1999). Em nosso
estudo, houve um caso apenas relacionado a HNPCC. Dois tergcos dos
casos com historia familiar positiva, correspondeu ao CG do tipo intestinal de
Lauren (dados n&do mostrados), diferentemente do esperado pela literatura
que mostra uma agregacgao familiar mais frequente nos tumores do tipo
difuso (LEHTOLA 1978).

Em relagcéo as caracteristicas histopatolégicas do tumor, a maioria se
constituiu por tumores do tipo intestinal e pouco diferenciados, se
assemelhando aos estudos anteriores (CREW e NEUGUT 2006;
LOCHHEAD e EL-OMAR 2008).

Doenca localmente avancada ou metastatica foi o predominante, com
quase 60% dos casos correspondentes aos estadios patolégicos IlIA, 11IB ou
IV. Acredita-se que o diagnéstico do tumor em estadio precoce seja
dificultado pela inespecificidade dos sintomas, caracterizados por sintomas
dispépticos gerais, e freqientemente pela auséncia dos mesmos. Em seu
estudo, AXON (2006) observou que em menos de 50% dos casos o0s
sintomas de alerta para CG tais como perda de peso, anemia, disfagia e
anorexia que exigiam investigacao complementar com endoscopia digestiva

alta estiveram presentes.
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Fatores progndsticos como profundidade de infiltragdo mural da
neoplasia, comprometimento linfonodal, além do tamanho do tumor e grau
de diferenciacao sdo bem estabelecidos. A familia das proteinas do fator de
crescimento epidérmico, incluindo os receptores EGFR, HER2, HER3 e
HER4 e seus diversos ligantes sdo descritos frequentemente na patogénese
e progressao de varios carcinomas, em alguns deles, conferindo pior
prognéstico, como no carcinoma mamario e carcinoma pulmonar n&o
pequenas células (SALOMON et al. 1995; NORMANNO et al. 2005).
Acredita-se que o papel desempenhado por tais receptores na tumorigénese
seja exercido nos estagios iniciais de transformagao, conferindo a célula
tumoral vantagem proliferativa, permitindo sua sobrevivéncia durante a
selecao clonal. Por exemplo, € bem estabelecido que carcinoma intraductal
mamario expressa mais HER2 que carcinoma invasor avangado (CASALINI
et al. 2004). Em nosso estudo, ndo pudemos observar tal fato por nao
termos incluido as lesdes in situ.

Os receptores da familia do fator de crescimento epidérmico sao
receptores acoplados a tirosina quinase, que se ativam através da
homodimerizagdo ou heterodimerizagdo desencadeadas pela ligacao do
receptor ao ligante. A co-expressao dos receptores e ligantes pelas células
dos carcinomas humanos é a regra e a resposta a terapias alvos esta
relacionada aos niveis totais dos receptores e ligantes e ndo, a um elemento
isolado (NORMANNO et al. 2003). Terapia combinada utilizando agentes
anti-EGFR e anti-HER2 mostraram sinergismo em experimento realizado por

NORMANNO et al. (2002) com linhagem de células do carcinoma mamario
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que expressava ambos os receptores. HERS3 tem sido responsabilizado pela
resisténcia a terapias anti-EGFR (Gefitinib) ou anti-HER2 e envolvido na
desdiferenciacao do CG. Diante desses fatos, optamos por estudar os quatro
receptores da familia avaliando suas expressdes proteicas e amplificacoes
génicas.

O receptor de fator de crescimento epidérmico — EGFR, juntamente
com HER2, sdo os receptores da familia mais estudados no CG. Sua
relagdo com pior prognostico € visto em varios tumores, incluindo o CG
(NICHOLSON et al. 2001). Em nosso estudo, a expressao protéica foi
detectada em 1,5% dos casos, todos eles acompanhados de amplificagédo
génica. Embora sem diferengas estatisticamente significantes, todos os
casos com expressdo e amplificacdo de EGFR eram carcinomas distais do
tipo intestinal, moderadamente diferenciado e com comprometimento
linfonodal. Os nossos resultados contrastam com os descritos na literatura
por apresentar valores muito menores de expressdao protéica e/ou
amplificagdo génica de EGFR. KIMURA et al. (2004) descreveu a
imunoistoquimica positiva 2+ em 7% e positiva 3+ em 6%, tendo analisado
cortes inteiros do tumor. A amplificacdo de EGFR, definida como quatro ou
mais copias do gene ou uma razao entre numero de copias de EGFR pelo
numero de loci referéncia maior ou igual a 1,7 foi demostrado em 7% dos
casos de CG. Tal fato pode estar relacionado a inumeros fatores, dentre
eles, diferentes métodos de detecgao de EGFR, critérios variados adotados
na interpretacdo da imunoistoquimica e a subjetividade desta analise,

utilizacdo de anticorpos de clones distintos, métodos de fixagao do material
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diversos, e também a heterogeneidade intratumoral. Em seu estudo
GAMBOA-DOMINGUEZ et al. (2004) analisando EGFR por
imunoistoquimica em cortes inteiros de 89 tumores gastricos, observou
heterogeneidade intratumoral marcante, frequentemente mostrando
variagbes desde negativo 0 a positivo 3+, em um mesmo caso. Como
trabalhamos com TMA, com representacdo tumoral minima restrita a dois
cores de 1mm para cada caso, € bem provavel que estes resultados possam
estar subestimados. A correlagdo com as variaveis clinico-patolégicas nao
atingiram valores estatisticamente significativos em virtude dos poucos
casos positivos que obtivemos. Varios estudos tém demonstrado a
associagao de EGFR com pior prognéstico. Dominguez, no mesmo estudo
citado acima, demonstrou a correlacdo da expressao protéica de EGFR
observada em 47,2% dos casos, com metastase a distancia, estadio clinico
avancado e menor sobrevida. Ha de se ressaltar que, nos critérios de
interpretacdo da imunoistoquimica, ele tenha considerado negativo apenas
resultados 0 e positivo escores 1+, 2+ e 3+ que corresponderam
respectivamente a >10% das células coradas em padrdo de membrana
fraca, moderada e intensamente, independentemente se em padrdo
completo ou incompleto. Em outro estudo realizado por GALIZIA et al.
(2007), observou-se a expressao protéica de EGFR em 44%, tendo sido
adotado como ponto de corte, o valor de 1% das células coradas na
imunoistoquimica e considerados positivo 1+ aqueles com intensidade da
coloragdo fraca, 2+ moderada e 3+ intensa (30,4%, 9,75% e 3,65%

respectivamente). Observou-se correlagdo com Borrmann e estadiamento
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TNM mais avancado e pior prognostico refletindo em menor sobrevida
(triplicou o risco acumulado de morte em 5 anos) com maior recidiva da
doencga (sobrevida livre de doenga em 5 anos de 37,1% contra os 66,2% nos
casos negativos). A conclusao interessante deste estudo foi obtida pela
analise multivariada, que demonstrou ser a positividade de EGFR o melhor
fator preditivo de recidiva, mesmo se comparado a extensao tumoral e ao
comprometimento linfonodal. Em nosso estudo, tanto a expressao protéica
como a amplificagdo génica de EGFR n&o demonstraram diferencas
estatisticamente significantes em relagédo a sobrevida global em cinco anos.
Na literatura, encontramos resultados diversos para a expressao
protéica de HER2 por causa das diferengas nas metodologias empregadas
(analise por TMA ou cortes inteiros do tumor) e critérios de avaliagao (pontos
de corte variando entre1%, 10% e até 30%). Embora haja trabalhos com
taxas de expressdo surpreendentemente altas como 43% e 91%, os
resultados obtidos utilizando a IHQ e a avaliagdo pelo escore do Hercep-
Test sem, entretanto considerar o percentual de células positivas para
pesquisa de expressao protéica de HER2, varia geralmente entre 8 a 20%
(NAKAJIMA et al. 1999; TAKEHANA et al. 2002; KIMURA et al. 2004; KIM et
al. 2007; HOFMANN et al. 2008). HOFMANN et al. (2008) analisando um
total de 3264 casos obtidos da revisdo de varios trabalhos publicados
previamente evidenciou uma média de positividade 3+ na IHQ para HER2 no
CG de 17,6%. Fazendo o mesmo para a pesquisa de amplificagdo génica,
obteve um total de 1033 casos estudados através de hibridizac&o in situ por

CISH ou FISH, com uma média de amplificacdo de HER2 de 19,2%. Em
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nosso estudo, a positividade de membrana escore 3+ de HER2 foi
demonstrada em 9% e a amplificacdo de HER2 em 8%, resultados estes,
inferiores aos apresentados por HOFMANN et al. (2008). Em outros estudos
utiizando FISH, a amplificagcdo génica foi demonstrada em freqiéncia
semelhante a nossa. KIM et al. (2007) mostrou amplificacdo de HER2 em
CG em 7,7% e TAKEHANA et al. (2002) em 7,1%. E possivel que a
representacdo tumoral minima oferecida no TMA, associado a maior
heterogeneidade intratumoral do CG tenham contribuido de forma
significante para a redugao destas frequéncias.

Em relagcéo a correlagdo com as variaveis clinico-patolégicas, nossos
resultados corroboram os dados de literatura. A associacdo de HER2 com
tumores do tipo intestinal de Lauren, bem ou moderadamente diferenciados
ja € bem estabelecida (NAKAJIMA et al. 1999; TAKEHANA et al. 2002;
KIMURA et al. 2004; KIM et al. 2007). Dois dados novos ainda nao relatados
na literatura foram a correlacdo da amplificagcdo génica de HER2 com
tumores sem infiltracdo perineural e a correlacdo da expressao protéica e
amlificacdo génica de HER2 com o sexo masculino.

Para HERS3, encontramos somente um caso com expressao protéica
no padrdao de membrana. Em contrapartida, em aproximadamente dois
tercos da amostra pode se demonstrar positividade citoplasmatica e em um
terco, nuclear. Nao houve nenhum caso de amplificagdo génica.

A expressao protéica de HER3 é observada ao longo de todo o trato
gastrointestinal incluindo o epitélio escamoso da orofaringe e eséfago, as

células parietais do estdbmago, os enterécitos de superficie do intestino
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delgado e grosso (RAJKUMAR et al. 1993; NOGUCHI et al. 1999). Varios
estudos tém demonstrado expressao protéica aumentada nas células
neoplasicas em relagéo as células do epitélio gastrico normal ou de areas de
gastrite crénica (SLESAK et al. 1998; ZHANG et al. 2009). Tanto o padrao
de membrana como o citoplasmatico foram encontrados no estudo realizado
por HAYASHI et al. (2008), correspondendo respectivamente aos valores de
13% e 58%. Embora nosso estudo tenha evidenciado uma frequéncia de
positividade citoplasmatica semelhante, o padrdo de membrana, ficou muito
aquém desse valor. ZHANG et al. (2009) cita uma positividade de membrana
de 13,7%. Esses dois trabalhos utilizaram cortes obtidos diretamente do
bloco de parafina, ao invés de TMA, o que certamente proporcionou uma
maior area de avaliacdo e consequentemente maior taxa de positividade
para HER3. A expressdo aumentada de HER3 esta geralmente relacionada
aos tumores do tipo difuso de Lauren, em estadios mais avancados e a pior
sobrevida (HAYASHI et al. 2008; ZHANG et al. 2009). Também em outros
tumores, HER3 confere pior progndéstico, como no caso dos tumores de
ovario (TANNER et al. 2006), célon (KAPITANOVIC et al. 2000) e mama
(WITTON et al. 2003).

Poucos estudos relatam a expressdao nuclear dos receptores da
familia do fator de crescimento epidérmico. Sabe-se que EGFR no nucleo,
atua como fator de transcricao, mas o papel de HER3 nuclear ainda n&o esta
claro. Acredita-se, que sua localizagao nuclear regule os niveis de RNAm na
célula em repouso, e que na fase de proliferacdo, HER3 se desloque para o

compartimento  citoplasmatico, liberando a sintese de RNAm
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(OFFTERDINGER et al. 2002; WELLS e MARTI 2002; CARPENTER 2003;
LO E HUNG 2006). A localizagao nuclear de HER3 associado a niveis
elevados de RNAmM em relagao a célula ndo neoplasica foi demonstrado no
carcinoma prostatico por KOUMAKPAY!I et al. (2006). Em nosso estudo, foi o
padrdo de expressdo nuclear que correlacionou-se com menor sobrevida
global em cinco anos e também com a presenga de invasdes vasculares
linfatica e sanguinea, mediana maior de linfonodos comprometidos, padréao
difuso de Lauren e infiltragao linfocitaria peritumoral leve. Embora ndo se
tenha demonstrado diferengas estatisticamente significantes, a expressao
nuclear de HER3 foi mais freqiente nos tumores mais avangados.
Observou-se expressao protéica de HER4 no padrdao de membrana
em apenas 1,7%. A expressao citoplasmatica foi evidenciada em
aproximadamente um quinto dos casos. Nao houve nenhum caso com
expressao nuclear de intensidades moderada ou intensa; em apenas 2,2%
evidenciou-se marcacao nuclear de fraca intensidade. Nao encontramos
amplificacdo génica de HER4 nos CG estudados. HAYASHI et al. (2008)
demonstrou expressao protéica de HER4 mais elevada tanto no padrao de
membrana (22%) como no citoplasmatico (84%). Na correlagdo com as
variaveis clinico-patoldégicas, a expressao citoplasmatica de HER4 esteve
relacionada com estadios mais precoces (39,4% ECI, 27,3% ECII, 19,7%
ECIIl e 12,5% ECIV), menor nivel de infitragdo mural e auséncia de
metastase linfonodal ou quando presente, com mediana de linfonodos
comprometidos inferior, além de auséncia de invasdes vascular linfatica,

sanguinea ou perineural. Ainda, demonstrou-se relagdo com tumores do tipo
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intestinal e bem ou moderadamente diferenciados. Em contraste com os
demais receptores da familia EGFR que parecem estar relacionados a
agressividade tumoral por ativar as vias mitogénicas (YARDEN e
SLIWKOWSKI 2001), o HER4 parece suprimir a proliferacdo da célula
tumoral (SARTOR et al. 2001) com perda da expressao protéica nos
tumores fenotipicamente mais agressivos. Um estudo bastante interessante
mostrou que HER4 induz apoptose em células de carcinoma mamario.
Quando este receptor é ativado por ligante, ha protedlise com liberagéo da
porcao intracitoplasmatica e acumulo mitocondrial o que induz o efluxo de
citocromo-c para o citoplasma e apoptose como evento final (NARESH et al.
2006). No nucleo, parece desempenhar fungao de chaperona para o fator de
transcricdo STATS5A (signal transducers and activators of transcription 5A),
regulando a expressao génica. (WILLIAMS et al. 2004; CLARK et al. 2005).
No presente trabalho, a expressao nuclear esteve associada a tumores
difuso ou misto de Lauren, sem nenhuma outra correlagdo com as variaveis
patolégicas ou sobrevida global em cinco anos.

Nas analises multivariadas, o estadio clinico avangado, margens
cirurgicas comprometidas e a idade avangada provaram ser fatores de pior
prognéstico, relacionados a menor sobrevida global em cinco anos,
semelhante ao que se encontra na literatura. Fato interessante foi a histéria
familiar de CG que se comportou como fator de melhor prognéstico quando
presente. Apesar de nenhum dos marcadores estudados demonstrarem
valor prognéstico na analise multivariada, pudemos observar menor taxa de

sobrevida em 5 anos nas analises univariadas para amplificacdo de HER2 e
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expressao nuclear de HER3. Tendo em vista os resultados do presente
trabalho que demonstrou a participagao de todos os receptores da familia
EGF na carcinogénese gastrica, em especial nos tumores do tipo intestinal,

a utilizacao de terapias alvos no tratamento do CG deve ser considerada.
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CONCLUSOES

A expressdo protéica dos receptores da familia do fator de
crescimento epidérmico: EGFR, HER2, HER3 e HER4, avaliados por
IHQ ocorreu em frequéncias e padrdes variados.

A amplificacdo génica avaliada pela FISH de EGFR e HER2 foi muito
pouco frequente no CG, e de HER3 e HER4 nao foi evidenciada.

Os tumores do tipo intestinal de Lauren, bem ou moderadamente
diferenciados se correlacionaram com a expressao protéica e
amplificacdo génica de HER2, e expresséao protéica de HER3 e HER4
no padrdao citoplasmatico. Ja os tumores do tipo difuso, estédo
relacionados a expressao protéica nuclear de HER3 e HER4, e os
tumores do tipo misto foram vistos em associacdo com expressao
nuclear de HERA4.

A expressao protéica HER4 no padrao citoplasmatico ocorreu em
tumores em estadios mais precoces.

Nenhum dos receptores estudados demonstrou valor progndstico
isolado na analise multivariada, embora em analise univariada, pode-
se correlacionar menor sobrevida global com amplificagcdo de HER2 e
expressao nuclear de HER3.

Nao se evidenciou padrbes frequentes de co-expressao protéica no
padrdao de membrana para os receptores da familia do fator de

crescimento epidérmico.
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Existe uma forte associagao entre a expressao protéica de membrana
e amplificacdo génica, de EGFR e HER2 avaliadas respectivamente

por IHQ e FISH.
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