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RESUMO

Sato Y. Anadlise da expressao de c-erbB-2, EGFR, VEGF e ciclinas em
Carcinoma Epidermédide de Esdéfago. Sdo Paulo; 2005. [Dissertagdo de

Mestrado — Fundacgao Antonio Prudente].

Introducgao: O carcinoma epidermdide do eséfago (CEE) é o tipo histolégico
mais comum de cancer do 6rgdo, sendo a sexta neoplasia em freqiiéncia em
nosso pais. Geralmente, o CEE esta associado a um progndstico ruim, por
se tratar de um tumor em estadio avancado no momento do diagnadstico,
apresentando alta taxa de mortalidade. As alteracbes moleculares do CEE
sdo pouco estudadas e os trabalhos existentes na literatura mostram
resultados controversos e casuistica reduzida. O objetivo desse estudo foi
analisar expressao de proteinas envolvidas na regulacdo da proliferacao
celular em CEE e sua correlagdo com varidveis clinico-patolégicas e
sobrevida dos pacientes. Métodos: Foi realizada imunoistoquimica para
analise de expressao de c-erbB-2, EGFR, VEGF e ciclinas A, B1 e D1 em
613 casos de CEE. Os casos representados por pecas cirdrgicas foram
distribuidos em trés blocos de parafina de Tissue Microarray, em duplicata;
0s casos com biopsias foram analisados em corte convencional. Os casos
foram classificados de acordo com a frequéncia, intensidade e padrdo de
marcacdo das células, dependendo do anticorpo avaliado. As analises
estatisticas de correlacdo entre as varidveis consideradas foram realizadas
pelos métodos de y” ou teste exato de Fisher. Para as anélises de sobrevida
global, o célculo da estimativa de sobrevida cumulativa foi realizado pela
técnica de Kaplan-Meier e as comparacdes entre as curvas de sobrevida,
em relacdo as variaveis estudadas, pelo teste de Log-rank. A analise



multivariada foi feita pelo modelo de riscos proporcionais de Cox. Foi
considerado o nivel de significancia de 5%. Resultados: Nossos resultados
mostraram correlacao estatisticamente significativa entre a expresséo de c-

erbB-2 (p=0,04) e EGFR (p=0,01) e grau histolégico. Ambos os marcadores



(p<0,0001), cor (p=0,003) e ciclina A (p=0,023) persistram como
marcadores prognosticos independentes. Conclusao: No presente trabalho,
verificamos correlacao significativa entre a superexpressédo de c-erbB-2, de
EGFR e de ciclina D1 e grau histologico, conferindo um comportamento
menos agressivo aos tumores, sugerindo que esses marcadores podem
estar envolvidos na inducdo de outra via de sinalizacdo, como diferenciagcao
celular. Casos negativos para expresséao de ciclina B1 foram mais frequentes
entre os tumores com invasao linfatica e niveis mais profundos de infiltracao,
nao permitindo esclarecer sua relagdo com a progressao tumoral nesse
tumor. Nao foi constatada nenhuma correlagdo com significancia estatistica
entre a superexpressdo de VEGF e de ciclina A e as variaveis clinico-
patolégicas avaliadas. As variaveis género, cor, pT e expressao de VEGF,
ciclinas A, B1 e D1 foram consideradas indicadores de pior progndstico pela
analise univariada. No entanto, na analise multivariada, apenas pT e género
permaneceram como marcadores progndsticos, mas quando pT foi
desconsiderado dessa analises, ciclina D1, cor e ciclina A permaneceram

como fatores prognadsticos independentes em CEE.



SUMMARY

Sato Y. [Study of c-erbB-2, EGFR, VEGF and cyclins expression in
Esophageal Squamous Cell Carcinoma]. Sdo Paulo; 2005. [Dissertacéo

de Mestrado — Fundacgéo Antonio Prudente].

Background: Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is the most
commom histologic type of cancer in this organ, being the sixth most
common tumor in Brazil. ESCC is associated with poor prognosis, because it
is usually a advanced stage disease at the moment of diagnostic, showing
high mortality rates. There are few studies involving molecular alterations in
ESCC and the reports show controversial results and small number of cases.
The aim of this study was to analyze expression of proteins involved in
cellular proliferation regulation in ESCC and the correlation with
clinicopathological variables and patient survival. Methods:
Immunohistochemistry was performed to analyze the c-erbB-2, EGFR, VEGF
and cyclins A, B1 and D1 expression in 613 cases of ESCC. Cases
represented by surgical resections were performed in three tissue microarray
paraffin blocks spotted in duplicate and cases with small biopsies were
performed in conventional slides. The cases were scored according the
frequency, intensity and staining pattern of tumoral cells, depending on the
antibody evaluated. Statistical analysis between the variables considered in
this study were performed using chi-square or Fisher’'s exact tests. For the
overall survival analysis, the cumulative survival rates was calculated by
Kaplan-Meier method and the comparison between the survival curves,
according the variables studied, by the Log-rank test. Multivariate analysis
was performed using Cox regression method. A p value <0,05 was



considered statistically significant. Results: Our results showed significant
correlation between c-erbB-2 (p=0,04) and EGFR (p=0,01) expression and
histological grade. Both markers were significantly more expressed in
well/moderatelly differentiated than in poorly differentiated/undifferentiated
cases. Despite it were not statistically significant, there was a tendency to
association between c-erbB-2 overexpression and tumor site, which positive
cases were more frequently in the middle third of the esophagus. No
significant association was verified between these proteins expression and
overall survival. It was observed a tendecy to significance for the correlation
between cyclin D1 overexpression and histological grade (p=0,070), in which
this protein was more expressed in well/moderately differentiated cases.
Regarding cyclin B1, it was verified that negative cases for this protein was
significantly more frequent in deeper infiltration lesions (p=0,033) and in
cases with lymphatic invasion (p=0,006). It was not observed any significant
correlation between VEGF and cyclin A overexpression and
clinicopathological aspects. Overall survival analysis showed statistically
significant association between cyclins A (p<0,0001), B1 (p=0,014), D1
(p<0,0001) and VEGF (p=0,002) and lower cumulative survival rates. It was
verified significant correlation between the majority of proteins studied,
except c-erbB-2/cyclin A, c-erbB-2/cyclin B1, c-erbB-2/VEGF, EGFR/cyclin A
and EGFR/VEGF. Regarding the clinicopathological features, gender
(p=0,044), ethnia (p=0,0005) and pT (p=0,021) were considered worse
prognostic factors. Multivariate analysis showed that pT (p=0,030) and
gender (=0,004) persisted as independent prognostic factors. However, when
T is not considered in the multivariate analysis, cyclin D1 (<0,0001), ethnia
(p=0,003) and cyclin A (p=0,023) remain as independent prognostic markers.
Conclusion: In the present work, we verified significant correlation between
c-erbB-2, EGFR and cyclin D1 overexpression and histological grade, giving
a less agressive behaviour to the tumors, suggesting that these markers can
be involved in induction of other signaling pathway, as cellular differentiation.
Negative cases for cyclin B1 expression occurred more frequent in cases
with lymhtic invasion and deeper infiltration, not being possible elucidate



cyclin B1 relation with tumoral progression in ESCC. It was not verified any
correlation with statistically significance between VEGF and cyclin A
overexpression and the clinicopathological features considered. The
variables gender, ethnia, pT and VEGF, cyclins A, B1 nd D1 expression were
considered worse prognostic factores by univariate analysis. However, in
multivariate analysis only pT and gender remained as prognostic markers,
but when pT was not considered in this analysis, cyclin D1, ethnia and cyclin

A persisted as independent prognostic factores in ESCC.
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1. Introdugédo 2

1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO

O carcinoma epiderméide do esdfago (CEE) € o tipo histolégico mais
comum de cancer do 6rgao, representando cerca de 96% dos casos. Ocorre
predominantemente em paises em desenvolvimento, sendo a sexta
neoplasia em freqiéncia em nosso pais, com estimativa de cerca de 10600
casos novos/ano e causando mais do que 5300 6bitos por ano (MINISTERIO
DA SAUDE 2005). O CEE ocorre predominantemente em homens, em uma
taxa de incidéncia bruta de 11,35/100000 em homens e de 2,39/100000 em
mulheres (MINISTERIO DA SAUDE 2005). Os dados do Instituto Nacional
do Cancer mostram uma grande diferenca regional em nosso Pais, sendo
gue as taxas brutas de incidéncia, em homens por regido geogréfica do pais
sao muito diferenciadas, sendo na regido Norte de 1,81/100000, no Nordeste
de 3,52/100000, no Centro-Oeste de 6,46/100000, no Sudeste de
11,15/100000 e na regido Sul de 18,30/100000 (MINISTERIO DA SAUDE
2005). O Rio Grande do Sul é o estado de maior incidéncia da doenca, com
taxa bruta de 22,57/100000 e taxa de mortalidade de 12,53/100000

(MINISTERIO DA SAUDE 2005).

Essa diferenca regional sugere o envolvimento de fatores ambientais

em sua etiologia, como dieta e alto consumo de tabaco e alcool (SAGAR
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1989; DIETZ et al. 1998; ENGEL et al. 2003). Os agentes infecciosos
também tém sido implicados na carcinogénese desse tumor, com énfase no
papilomavirus humano (CHANG et al. 1993; ZHOU et al. 2003). H& indicios
de que outros fatores também estejam envolvidos na génese de CEE,
citando algumas sindromes como acalasia e tilose (MARGER e MARGER

1993; CHINO et al. 2000).

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 freqiéncia de metastases linfonodais. O comprometimento
linfonodal é freqlientemente observado em casos de CEE, por apresentar
uma rica drenagem linfatica no tecido esofageano, e este fator tem sido
considerado como uma importante causa para o fracasso das terapias
nesses tumores (KUWANO et al. 2003; ROSAI 2004). Assim, embora as
véarias modalidades de terapia, adicionalmente a ressecg¢éo cirurgica, tenham
sofrido melhora ao longo dos anos, ainda observa-se uma alta taxa de
mortalidade apos cirurgia entre os pacientes com CEE (FUJITA et al. 1995;
NAKAGAWA et al. 2004; TACHIBANA et al. 2005). Desse modo, é
importante conhecer quais sdo os fatores progndsticos que podem auxiliar
na escolha da terapia mais apropriada, e assim, melhorar a sobrevida

desses pacientes apds tratamento.

O modelo de progresséao carcinogénica segue o observado em outras
mucosas revestidas por epitélio pluri-estratificado, apresentando lesdes
displasicas, neoplasia intraepitelial e carcinoma invasor. De modo geral, a

displasia epitelial tem sido definida como um crescimento desordenado do
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epitélio, caracterizada por atipia celular, diferenciacdo anormal e arquitetura
desorganizada, sendo essas caracteristicas mais acentuadas em displasias
mais severas (ou de alto grau), sendo equivalente ao carcinoma in situ ou
carcinoma intraepitelial (LEWIN e APPELMAN 1995; CAMPBELL et al. 2000;

KUWANO et al. 2003).

A classificagdo TNM (do inglés, tumor, node, metastases) do
International Union Against Cancer (IUCC), que é idéntico ao do American
Joint Committee on Cancer (AJCC), é o método mais utilizado para
estadiamento tumoral e prognostico em CEE. De acordo com essa
classificagdo, a caracterizagdo do carcinoma baseia-se no nivel de invasao
do tumor primario, na presenca de metastases linfonodais regionais e na
presenca de metastases a distancia. Adicionalmente a esse sistema, outros
dois critérios sdo aceitos: a presenca de carcinoma residual apds o
tratamento e o grau histolégico (LEWIN e APPELMAN 1995; SOBIN e
WITTEKIND 2004). No entanto, ainda ndo existe um consenso em relacao

ao método de classificacdo mais apropriado em CEE.

Em comparacdo com outros tumores originados em epitélio pluri-
estratificado, as alteragcbes moleculares do CEE s&o pouco estudadas e 0s
trabalhos existentes na literatura mostram resultados controversos e
casuistica reduzida. Na génese do CEE, tem sido relatado o envolvimento
de varios eventos moleculares importantes, tais como a mutacdo do gene
PT53, ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor e
descontrole da fase G1 do ciclo celular (MANDARD et al. 2000; LIN e

BEERM 2004).
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1.2 CICLINAS

A desregulagdo do ciclo celular é uma constante nas neoplasias
malignas, devido a alteracdes relacionadas as proteinas associadas a
regulacdo do ciclo celular, como as ciclinas e CDKs (do inglés, cyclin-
dependent kinase). As CDKs séo proteinas quinase serina/treonina ativadas
em pontos especificos do ciclo celular, induzindo a fosforilagdo de proteinas
especificas (COQUERET 2002; VERMEULEN et al. 2003; MURRAY 2004).
Os niveis de CDK permanecem estaveis durante o ciclo celular, ao contrario
das ciclinas, que variam de acordo com o ciclo, sendo degradadas em
pontos especificos, através de protedlise mediada por ubiquitinizacdo. As
ciclinas ativam periodicamente as moléculas de CDKs, formando complexos
ciclina/CDK. Dessa maneira, diferentes ciclinas atuam em diferentes fases
do ciclo celular. A ciclina D liga-se a CDK4 e CDK6 e o0s complexos
formados sdo necessarios para inicio da fase G1. A ciclina A ativa a
molécula de CDK2 e juntas atuam durante a fase S; no fim da fase G2 e no
inicio da fase mitética, a ciclina A forma ainda complexo com CDK1,
induzindo a progressdo da mitose, fase que é regulada principalmente pelo

complexo ciclina B/CDK1 (VERMEULEN et al. 2003; MURRAY 2004).

1.2.1 Ciclina D1

Diferente das demais ciclinas, que s&do reguladas em nivel

transcricional ou pés-transcricional, a expressao de ciclina D1 é dependente
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de sinais extracelulares induzidas por fatores de crescimento através de
receptores como EGFR e c-erbB-2 (COQUERET 2002; MURRAY 2004; FU
et al. 2004). Acredita-se que a ciclina D1 esteja envolvida na fosforilagéo e
inativacdo de pRb (proteina retinoblastoma), o que causa a liberacdo de
fatores de transcricdo da familia E2F do complexo com pRb, permitindo a
transcricdo de genes necessérios para a fase S, como a ciclina E e A (FU et
al. 2004; DESHPANDE et al. 2005). Desse modo, alteragdes nesse
mecanismo envolvendo a ciclina D1 podem levar a proliferacdo

descontrolada das células (MURRAY 2004; DESHPANDE et al. 2005).

Ha evidéncias, tanto de estudos in vitro como in vivo, de que a ciclina
D1 esteja envolvida no processo carcinogénico em CEE (ZHANG et al. 2003;
LEHRBACH et al. 2003). Alguns autores tém verificado a presenca de
amplificacdo génica e superexpressao protéica de ciclina D1 em linhagens
celulares de carcinoma epiderméide de esdfago (KANDA et al. 1994,
NAKAGAWA et al. 1995), e sua importancia prognéstica em CEE

(SHINOZAKI et al. 1996; MORGAN et al. 1999; WU et al. 2004).

Varios trabalhos tém mostrado associacdo da superexpressdo de
ciclina D1 com caracteristicas clinico-patolégicas em casos de CEE, nédo
havendo ainda concordancia sobre o valor progndéstico dessa proteina.
Alguns autores mostraram a importancia da superexpressao de ciclina D1
como fator de pior progndstico em CEE (TAKEUCHI et al. 1997; ANAYAMA
et al. 1998; SARBIA et al. 1999; 2001; GUNER et al. 2003). TAKEUCHI et
al. (1997) e Anonymus (2001) verificaram correlagao significativa entre a

superexpressao desse marcador e grau de diferenciacao e sobrevida global.
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Outro estudo também verificou tal correlacdo, além de associagdo com
atividade mitética e metastase linfonodal (SARBIA et al. 1999). A associacdo
entre superexpressao de ciclina D1 e menor sobrevida global também tem
sido relatada por outros trabalhos, que mostraram que a expressao dessa

proteina é fator progndstico por analises uni e multivariada.

No entanto, em discordancia com tais trabalhos, existem estudos que
nao encontraram importancia prognéstica para ciclina D1, mostrando que
essa proteina ndo influencia na sobrevida global (IKEDA et al. 1999; LIN et
al. 2004; SUNPAWERAVONG et al. 2005). IKEGUCHI et al. (2001)
verificaram que a expresséo de ciclina D1 influencia desfavoravelmente o
prognostico e esta associada a alta taxa de recorréncia, quando analisada
concomitantemente com expressdo de pRb. H4 ainda dados sugerindo a
importdncia dessa proteina como fator de predicdo de micrometéstases

linfonodais em casos pNO em CEE (MATSUMOTO et al. 2000).

1.2.2 Ciclina A

Os mecanismos de acao da ciclina A durante a fase S ainda n&o séao
bem conhecidos, mas acredita-se que essa proteina, através do complexo
formado com CDK2, esteja atuando no controle da atividade de
componentes da maquinaria de replicacdo de DNA (YAM et al. 2002) assim
como regulando a atividade do complexo E2F/DP, inibindo sua atividade e
assim, induzindo a progressao para a fase G2 (COQUERET 2002). A ciclina

A atua também na transicdo para a fase mitotica do ciclo celular, formando
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complexo com a molécula CDK1, porém, pouco se sabe a respeito dessa
proteina durante essa etapa do ciclo, existindo indicios de que uma de suas

funcdes seja o controle de ciclina B1 (YAM et al. 2002).

Poucos estudos tém mostrado que a expressao de ciclina A pode ser
um indicador do potencial maligno em CEE, como observado em dois
trabalhos que mostraram que a expressao positiva em 49/124 e de 13/78
casos € mais frequiente em casos mais avancados e est correlacionada a
baixa taxa de sobrevida (FURIHATA et al. 1996; YASUNAGA et al. 2000). J&
HUANG et al. (2005) verificaram correlagao significativa entre a expressao
de ciclina A e grau de diferenciacdo (HUANG et al. 2005). Outros dois
trabalhos verificaram a expressao de ciclina A em 94% e em 55% dos
pacientes, e em ambos o0s casos nao mostraram diferencas nas
caracteristicas clinicopatolégicas, quando comparados aos sem expressao

dessa proteina (CHETTY e SIMELANE 1999; NOZOE et al. 2002a).

1.2.3 Ciclina B1

A ciclina B1 participa na regulacdo da fase mitética do ciclo celular
através do complexo ciclina B/CDK1, também conhecido como MPF (do
inglés, maturation-promoting factor). Embora os detalhes a respeito da
participacao de ciclina B ndo estejam esclarecidos, tem sido relatado que
essa proteina esteja envolvida, entre outras fung¢des, na regulacdo da

degradacdo de ciclina por protedlise dependente de APC (do inglés,
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anaphase-promoting complex), permitindo a progresséo do ciclo celular, da

fase mitdtica em direcéo a fase G1 (WASCH et al. 2005).

Existem poucos dados relacionados a expressao de ciclina B1 em
CEE. Essa proteina foi estudada em 87 casos de CEE, e sua
superexpressao mostrou estar associada a um pior prognéstico, sendo
encontrada em casos com nivel de infiltracdo avangcado e invasdo
(MURAKAMI et al. 1999). Este aspecto de pior prognostico da expressao de
ciclina B1 foi também confirmado por TAKENO et al. (2002), em 71
pacientes, verificando correlacdo da expressdo dessa proteina com
metastase e metastase linfonodal, estadiamento e invasdo linfatica
(TAKENO et al. 2002). Em 120 casos de CEE, a expressao nuclear de
ciclina B1 mostrou ser um preditor independente da sobrevida global,
guando comparada a expressao citoplasmatica dessa proteina (NOZOE et

al. 2002h).

1.3 RECEPTORES DE FATORES DE CRESCIMENTO

A familia dos receptores dos fatores de crescimento epidérmicos é um
grupo composto por 4 moléculas homdlogas que incluem o receptor do fator
de crescimento epitelial (EGFR, do inglés epidermal growth factor receptor),
c-erbB-2, c-erbB-3 e c-erbB-4. Todos os membros dessa familia apresentam
em comum um dominio extracelular onde se da o acoplamento ao ligante,

um dominio transmembréanico de ancoramento dessa molécula a membrana
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e um dominio intracelular, responsavel pela atividade tirosina quinase
desses receptores (OLAYIOYE et al. 2000). Sua atividade inicia-se com 0
acoplamento de um ligante ao dominio externo do receptor seguido por sua
dimerizacdo, entre dois receptores iguais ou diferentes e especificas ao
tecido e tumor. A dimerizacdo ira ativar o dominio tirosina-quinase, com
subsequente fosforilacdo de residuos de tirosina, que por sua vez, ira ativar
uma cascata de proteinas de variadas vias de sinalizagdo como Ras/MAPK,
STATs, PLCy/PKC e PI3/Akt, relacionadas a proliferacao, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular (ROWINSKY 2003; MARMOR et al. 2004; HERBST

2004; CASALINI et al. 2004).

Alguns estudos tém sugerido que a ativacédo aberrante da atividade
quinase desses receptores desempenha papel importante no
desenvolvimento e progressao tumoral em CEE (ROWINSKY 2003; ANDL et
al. 2003), induzindo aumento da migracao e agregacao celular assim como a
hiperproliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais e hiperplasia (ANDL et
al. 2003). A importancia destes receptores tem sido amplamente estudada
em diversas neoplasias malignas, com énfase nos carcinomas de mama,
inclusive originando terapéuticas especificas do bloqueio de sua atividade

(ROSKOSKI 2004).

A expressdo dos EGFR é pouco estudada em CEE. Alguns estudos
gue correlacionaram a superexpressao dessa proteina e variaveis clinico-
patolégicas verificaram associacbes com fatores como idade, tipo
histologico, nivel de invasdo e metastase linfonodal, embora ndo haja um

consenso entre tais dados. No entanto, existe uma concordancia entre os
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autores que a superexpressao de EGFR esté significativamente associada a
menor taxa de sobrevida global e pior prognostico (OZAWA et al. 1989;
YANO et al. 1991; MUKAIDA et al. 1991; ITAKURA et al. 1994; INADA et al.
1999). INADA et al.(1999) mostraram a existéncia de correlagéo significativa
entre a expressdo de EGFR e idade, nivel de invasdo e comprometimento
linfonodal. Algumas dessas correlagbes também foram observadas em outro
estudo, que constataram além da associacdo com idade, relagdo com grau
histologico (ITAKURA et al. 1994). Esses autores ainda verificaram
correlagdo com grau de diferenciagdo, nivel de invasdo e metastase
linfonodal, dependendo da distribuicdo do padrédo de expressdo de EGFR
nos casos estudados (ITAKURA et al. 1994). A existéncia de correlagéao
significativa entre comprometimento linfonodal e distribuicdo do padréo de
marcacao protéica de EGFR foi relatada também por YANO et al. (1991).
Dentre os trabalhos conhecidos, existem ainda alguns estudos que nao
relataram nenhuma importancia prognostica do EGFR em CEE

(TORZEWSKI et al. 1997; FRIESS et al. 1999; WANG et al. 1999).

De nosso conhecimento, dentre os poucos trabalhos existentes na
literatura que analisaram a expressao de c-erbB-2, grande parte deles tém
relatado que a superexpressdo dessa proteina nao influencia no prognastico
de CEE (HARDWICK et al. 1997; WANG et al. 1999; FRIESS et al. 1999).
No entanto, LAM et al. (1998) verificaram que superexpressao de c-erbB-2
em 10% dos casos estd correlacionada com grau histologico (LAM et al.
1998). H& ainda trabalhos em que nao foi detectada superexpressao dessa

proteina em casos de CEE (SUWANAGOOL et al. 1993; SUO et al. 1995).
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1.4 FATOR DE CRESCIMENTO DO ENDOTELIO VASCULAR

(VEGF)

A angiogénese € um fator primordial no desenvolvimento das
neoplasias malignas. Um dos mais potentes fatores angiogénicos é a familia
dos chamados fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do
inglés, vascular endothelial growth factor). A familia dos VEGF inclui 6
membros (VEGF ou VEGF A, VEGF B-E e PIGF) e 3 receptores tirosina
quinase (VEGFR -1, -2 e -3), através dos quais atuam na regulacdo da
angiogénese, mediando processos como sobrevivéncia, mitogénese,
migracdo e diferenciagdo de células endoteliais, permeabilidade vascular e
mobilizagcdo de células progenitoras endoteliais (VEIKKOLA et al. 2000;
HICKLIN e ELLIS 2005). Os efeitos do VEGF sé&o mediados por ligamento
aos receptores VEGFR1 e VEGFRZ2, induzindo a dimerizagdo desses e
consequente transfosforilagdo. Fosforilados, os receptores irdo ativar uma
série de enzimas intracelulares e, subsequientemente, diversas cascatas de
sinalizacdo como as vias de sinalizagdo Ras/Raf/MAPK, PI3/Akt e

PLCYy/PKC/ERK (CLAUSS 2000; ZACHARY 2003).

A hipdxia parece estar envolvida na regulacdo de VEGF, induzindo a
expressdo dessa proteina, através da acdo de HIF-1 (do inglés, hypoxia-
inducible factor-1), que se liga ao promotor de VEGF, aumentando sua
transcricdo (HICKLIN e ELLIS 2005). Assim, em tecidos tumorais, a hipdxia

induz a superexpressdo dessas proteinas, proporcionando um mecanismo
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compensatorio pelo qual os tecidos tumorais podem aumentar a oxigenacao
através da inducdo de crescimento de vasos sanguineos (VEIKKOLA e
ALITALO 1999). Ha evidéncias de que alguns fatores de crescimento e
citocinas também estejam regulando a expressdo de VEGF, induzindo a
angiogénese indiretamente, mostrando que altas concentragbes de EGFR
ou c-erbB-2 induzem a expressao de VEGF-A, tanto in vitro, como in vivo

(PETIT et al. 1997; CHAROENRAT et al. 2002).

A importancia da neoformacgé&o vascular na progressao dos tumores é
assunto bastante conhecido e sua importancia levou a varias estratégias de
ensaios terapéuticos com agentes anti-angiogénicos, atualmente em curso

(CARMELIET e JAIN 2000).

Os estudos de VEGF em CEE aparentemente mostram que a
expressdo desta molécula se associam a maior microdensidade vascular,
metastase linfonodal e invasédo vascular (INOUE et al. 1997; KITADAI et al.
1998; SHIH et al. 2000; KOIDE et al. 2001; OGATA et al. 2003). O trabalho
de INOUE et al. (1997) relatou que a expressdo de VEGF esta
estatisticamente correlacionada com fatores como microdensidade vascular,
grau histoldgico, nivel de invasdo, invasdo vascular, metastase, além de
menor sobrevida global. Outro estudo verificou a existéncia de associagao
com nivel de invasdo, invasdo vascular e outras varidveis como
estadiamento tumoral e maior nimero de vasos (KITADAI et al. 1998).
Diferindo um pouco de tais dados, outro trabalho mostrou que a
superexpressdo dessa proteina esta correlacionada com invasao,

metastases a distancia e linfonodais (KOIDE et al. 2001). SHIH et al. (2000)
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mostraram que a expressao de VEGF correlaciona-se significativamente
apenas com metastase linfonodal e menor taxa de sobrevida global. Essa
ultima correlacdo com sobrevida global também foi relatada por OGATA et
al. (2003), além de associagdo com maior microdensidade vascular e fator

progndstico independente em casos com comprometimento linfonodal.

1.6 TECNICA DE TISSUE MICROARRAY (TMA)

Um dos grandes problemas dos testes de imunoistoquimica é que se
trata de técnica trabalhosa e relativamente cara. Isto faz com que os
trabalhos sejam realizados com poucos casos e nado sejam testados em
duplicata e triplicata, fazendo com que os trabalhos sejam pouco

reprodutiveis.

Recentemente, com o advento da técnica de “array” em tecido (TMA,
do inglés tissue microarray) é possivel que estes problemas sejam
minimizados. Através desse método, centenas de amostras de tecidos
podem ser dispostas um uma Unica lamina, em cilindros de 0,6-1mm, o que
permite a andalise simultdnea de varios tecidos por métodos de
imunoistoquimica e hibridiza¢des in situ, pra estudos em nivel de DNA, RNA
e proteinas, minimizando possiveis variacfes da técnica entre as amostras,
com racionalizacdo dos custos e tempo despendido. Além disso, € possivel
gue as reacdes sejam realizadas de forma repetida, a similaridade de outras

técnicas experimentais, e que o resultado seja expresso pela resultante dos
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experimentos (RIMM et al. 2001; MOCH et al. 2001; HOOS e CORDON-
CARDO 2001; SIMON e SAUTER 2002; MILANES-YEARSLEY et al. 2002;

HSU et al. 2002).

Uma das principais criticas a essa metodologia diz respeito ao
pequeno tamanho das amostras em array, ou seja, Se uma amostra de
alguns milimetros de diametro pode ser representativo de toda a amostra
tumoral devido a existéncia de heterogeneidade tecidual. No entanto, tal
problema pode ser controlado se mais de um cilindro de cada amostra
tecidual forem utilizados, com a finalidade de aumentar a representatividade
da amostra (HOOS e CORDON-CARDO 2001; RIMM et al. 2001; MOCH et
al. 2001; SIMON e SAUTER 2002). Nesse sentido, alguns trabalhos tém
relatado uma concordancia de cerca de 90% quando comparados 0s
resultados de analise em TMA e em corte inteiro convencional, mostrando
que a técnica de Tissue Microarray pode ser um instrumento de confianca
para estudos em tecidos tumorais (HOOS e CORDON-CARDO 2001; RIMM
et al. 2001; MOCH et al. 2001; MILANES-YEARSLEY et al. 2002; HSU et al.

2002; SIMON e SAUTER 2002).

Pela revisdo da literatura aqui apresentada, podemos depreender que
os trabalhos que correlacionam a expressdo de EGFR, c-erbB-2, VEGF e
ciclinas sdo poucos, realizados com casuistica reduzida e com resultados
bastante contraditérios. Em nosso meio, ndo ha nenhum trabalho utilizando
casos de pacientes brasileiros para testar a expressdao de moléculas como

EGFR, c-erbB-2, VEGF e ciclinas no CEE.
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2 OBJETIVO DO TRABALHO

Diante de tais informacdes, pretendemos entender a via de
proliferagdo celular no desenvolvimento tumoral de CEE, através de andlise
da expressdo imunoistoquimica de proteinas que regulam esse processo.
Neste sentido, estudaremos a expressdo das seguintes proteinas e suas
interagdes:

a. EGFR e c-erbB-2, que compdem a familia dos receptores do fator de
crescimento epidérmico;

b. ciclina D1, ciclina B1 e ciclina A —reguladores do ciclo celular;

c. VEGEF, ligada a estimulacdo da angiogénese e regulada entre outros
fatores pela familia dos EGFR;

d. Correlacionar os dados referentes a expressao dessas proteinas com

caracteristicas clinico-patoldgicas e sobrevida dos pacientes.
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3 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

O presente estudo compreendeu 613 casos de Carcinoma Epidermdide
de Esb6fago biopsiados ou operados no Centro de Pesquisa e Tratamento
Hospital do Céncer A.C. Camargo, a partir do ano de 1980 até 1999,
identificados por levantamento no arquivo do Departamento de Anatomia

Patoldgica.

Todas as respectivas laminas e blocos de parafina dos casos estudados
foram resgatados do Arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica e os
blocos representativos das lesdes caracteristicas de cada grupo deram origem
a novos cortes. O primeiro corte obtido de cada bloco foi entdo corado pela
técnica tradicional de hematoxilina-eosina (HE). A revisdo da lamina permitiu o

diagnéstico, a analise do grau de diferenciacao e tipo histolégico da neoplasia.

Os casos também foram revistos em relagdo aos dados demograficos e
clinico-patolégicos como tipo de cirurgia, local primario do tumor, tamanho,
extensdo da invasdo, estado linfonodal, metastase a distancia, margens
cirdrgicas, invasdo vascular e/ou linfatica e estabelecimento do estadiamento
anatomo-patolégico, de acordo com a classificacio TNM (UICC/AJCC),
utilizando-se o0s registros hospitalares e do Departamento de Anatomia

Patoldgica. Além destes dados, foram coletados também os dados relativos a
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evolucdo da doenca e divididos como pacientes vivos sem doenga, vivos com
doenca, mortos pela doenga, mortos por outras causas e perdidos de vista, ou
seja, que houve perda de seguimento. A revisdo dos prontuarios médicos e dos
registros hospitalares foi feita através do preenchimento de um formulario pré-
estabelecido (Anexo 1) e todos os dados obtidos foram sumarizados em uma

planilha.

3.2 AMOSTRAS TUMORAIS

Os 613 casos, representados por 863 amostras, foram analisadas de
duas formas distintas. As 425 amostras, composta em maioria por pecas
cirargicas, foram submetidas as reagBes de imunoistoquimica e analises
através da técnica de Tissue Microarray (TMA). Em 438 exemplares, sendo
biépsias e algumas pecas cirlrgicas que ndo continham material suficiente
para a construcado do TMA, as reacdes e analises foram feitas separadamente
em corte convencional. Nesse Ultimo caso, com o objetivo de viabilizar a
manipulagdo dessas amostras e otimizar o uso do material utilizado para as
reacfes de imunistoquimica, os cortes histologicos dos blocos dessas 438
amostras foram organizados em 87 conjuntos diferentes de Iaminas (L01-L87).
Assim, cada lamina de seu respectivo conjunto continha de 3 a 6 cortes de

amostras diferentes, dependendo de seu tamanho (Figura 1).
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Figura 1 - Exemplar de lamina utilizada para

andlise em corte convencional, contendo 6

cortes de amostras diferentes.

3.3 CONSTRUGAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

Para o estudo, foram construidos trés blocos de TMA, cada um
contendo 288 “cores” de 1mm, 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 areas diferentes da mesma amostra.

As respectivas laminas de HE dos casos selecionados para a
construcdo do bloco de TMA foram analisadas para delimitacdo da &area que
melhor representasse o tumor. Em sequéncia, cilindros de 1mm de diametro
contendo amostras de tumor foram retirados dessas areas pré-delimitadas dos
blocos de parafina dos casos a serem estudados (blocos doadores) e foram
transferidas para um bloco receptor, em uma posi¢cdo cuja coordenada foi
previamente definida. Com os blocos de TMA prontos, foram obtidos cortes de

3um de espessura, colhidos em laminas com adesivos adquiridas junto a
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Microsystems Inc. (Figura 2). O TMA foi construido com a maquina fabricada
pela Beecham Labs. (Baltimore, MD) e em uso no Departamento de Anatomia

Patoldgica.
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Fonte: Rimm et al. (2001)

Figura 2 - Tissue Microarray. (a) Esquema mostrando montagem do bloco de
TMA e lamina para andlise e (b) Exemplar de 1amina de TMA utilizada para

andlise.

3.4 IMUNOISTOQUIMICA

Duas laminas de cada bloco de TMA foram submetidas as reacdes de
imunoistoquimica, havendo cerca de 40 cortes de diferenca entre elas. Nos
casos em que as reacOes e andlises foram feitas em corte convencional, a

reacdo imunoistoquimica foi realizada em apenas uma lamina. Considerando
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gue cada caso pode estar representado por mais de uma amostra, tanto em
TMA quanto em corte convencional, foram entdo obtidas de 1 a 16 analises

imunoistoquimicas em cada caso.

Em todos os casos, inicialmente, foi feita a desparafinizacdo dos cortes
das amostras em trés banhos de xilol, por 5 minutos cada, seguido por quatro
passagens em etanol 100%, 95%, 80% e 70%, por 30 segundos, em
temperatura ambiente. Foram seguidos protocolos distintos para a realizagcéo
das rea¢bes de imunoistoquimica, dependendo do anticorpo utilizado (Tabela
1):

1. Recuperacao antigénica:
a. c-erbB-2, EGFR e VEGF: utilizando panela de pressao elétrica
(National SR206) em citrato pH 6.0, por 15 minutos, apés inicio da

pressdo. Em seguida, deixar as laminas em temperatura

ambiente, por 20 minutos.

b. Ciclinas: em banho-maria a 96°C por 30 minutos, utilizando
tampéo EDTA+Tris ph 9.0, seguida pelo resfriamento das laminas

em temperatura ambiente, por 20 minutos.

2. Lavar em 4gua corrente, por 5 minutos.

w

Bloqueio da peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio (H»0, 10

vol), com 3 trocas de 5 minutos cada.

4. Lavar em agua corrente, por 5 minutos.

o

Bloqueio das proteinas:
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a. c-erbB-2 e EGFR: incubacg&o em leite (Molico, Nestlé) 3%, por 20

minutos.

b. Ciclinas: blogqueador de proteina Protein Block Serum-Free

(DAKO, X0909, Denmark)

6. Incubagcdo das laminas com o anticorpo primério diluido em diluente
(DAKO, S3022, Denmark), em titulo pré-estabelecido conforme tabela 1,

por 2 horas, em temperatura ambiente.
Obs: No caso do VEGF, a incubacéo foi de 18 horas a 4°C, em camara
amida.

7. Lavagem individual das laminas, com tampéao PBS, seguida por 3 trocas
do mesmo tampéao, de 5 minutos cada.

8. Incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado:

a. c-erbB-2 e EGFR: Kit LSAB+ peroxidase (DAKO, KO0690,

Denmark), em temperatura ambiente, por 20 minutos.

b. Cilcinas: reagente C (Biotinylated goat anti-mouse/rabbit Ig) do kit
StreptABComplex’HRP Duet (mouse/rabbit) (DAKO, KO0492,
Denmark), 1:200, diluido em PBS, por 20 minutos, em temperatura

ambiente.
c. VEGF: incubacao de 30 minutos, a 37°C.

9. Lavagem individual das laminas, com tampao PBS, seguida por 3 trocas

do mesmo tampao, de 5 minutos cada.

10. Incubacg&o com o complexo streptavidina-biotina peroxidase:
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a. c-erbB-2 e EGFR: Kit LSAB+ peroxidase (DAKO, KO0690,

Denmark), em temperatura ambiente, por 20 minutos.

b. Ciclinas e VEGF: Incubagcdo com o complexo — reagente A
(Streptavidin) e reagente B (Biotinylated peroxydase) do kit
StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit) (DAKO, K0492,
Denmark), ambos em titulo 1:200 diltido em PBS, em temperatura
ambiente, por 20 minutos. Para VEGF, a incubacgédo foi de 30

minutos, a 37°C.

11. Lavagem individual das laminas, com tampé&o PBS, seguida por 3 trocas

do mesmo tampao, de 5 minutos cada.

12. Incubagdo das laminas em solugdo de 3,3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride do kit Liquid DAB + Subtrate (DAKO, K3468,

Denmark) diluido 1:50, em temperatura ambiente, por 5 minutos.
13. Lavagem em agua corrente, por 5 minutos.

14. Coloragdo com Hematoxilina de Harris, por 2 minutos e diferenciar
imergindo 2 vezes em solucdo contendo agua e acido cloridrico ou 4dgua
amoniacal (solugcdo de hidroxido de aménio 9,5%), seguida por lavagem

em agua corrente, por 5 minutos.

15. Desidratacdo das laminas em etanol 80, 95 e 100% e xilol, em

passagens sucessivas.
16. Montagem das laminas em Entellan neu (MERCK, 1.07961, Germany).

As reacgOes sempre foram acompanhadas de controle positivo, em tecido

sabidamente positivo para o anticorpo testado e dois controles negativos. O
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primeiro deles foi realizado pelo ndo uso do anticorpo primario e o segundo,

atraveés da retirada do anticorpo secundario durante os passos da reacao.

Tabela 1 - Anticorpos utilizados nesse estudo.

ANTIGENO DILUIGAO CLONES CATALOGO ORIGEM
Ciclina A 1:100 Policlonal (H-432) Sc-751 Santa Cruz
CiclinaBl1 1:50 V152 M-3530 DAKO
CiclinaDl1 1:80 DCS-6 M-7155 DAKO
c-erbB-2 1:500 Policlonal A0485 DAKO
EGFR 1:20 EGFR.25 NCL-EGFR-384 Novocastra
VEGF 1:600 c-1 (policlonal) A-20 Santa Cruz

3.5 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A leitura das laminas foi realizada em microscopio 6ptico comum e 0s
resultados foram classificados em relagéo a intensidade da reagdo, nimero de

células positivas e padrdo de marcacédo, dependendo do anticorpo analisado.

3.5.1 c-erbB-2 e EGFR

Os resultados da andlise da expressao imunoistoquimica de c-erbB-2 e
EGFR foram baseadas na intensidade e padrdo da marcagdo das células
neoplasicas marcadas de cada amostra, de acordo com as regras do teste
reconhecido pelo FDA, o HercepTest™ (DAKO): nenhuma marcacdo ou

marcacao fraca em menos de 10% das células tumorais (0), marcacdo com
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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 marcagdo de intensidade forte em mais de
10% (3+). Em seguida, os casos foram categorizados em: Grupo | (negativo),
Grupo Il (potencialmente positivo) e Grupo Il (positivo), de acordo com o0s

critérios das tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Classificacdo para expressdo imunoistoquimica de c-erbB-2 e

EGFR, de acordo com intensidade e padrao de marcacao.

Caracteristica Grau Classificagao
Nenhuma marcagéo/marcacéao fraca, <10% 0
das células tumorais )
~ Negativo
Marcacéao fraca em parte da membrana, 1+
>10% das células tumorais
Marcagao completa de membrana, de
intensidade fraca a moderada, >10% das 2+ -
células tumorais Positivo
Marcacéao forte, >10% das células tumorais 3+
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Tabela 3 - Critérios para classificagdo dos casos, baseados na expresséo de c-

erbB-2 e EGFR.

Categorias Caracteristica
Grupo I: Maioria das amostras com expressao 0 e/ou 1+
Negativo Nenhuma das amostras com expresséo 2+ e 3+
Grupo ll:

Potencialmente
Positivo

Pelo menos uma amostra com expressao 2+
Nenhuma amostra com expressao 3+

Grupo lil:
Positivo

3.5.2 Ciclinas A, B1 e D1

Pelo menos uma amostra com expressao 3+

Em relagdo as ciclinas A, B1 e D1, a classificagdo dos resultados

baseou-se no numero de células marcadas e na intensidade da reacdo em

cada amostra (Tabela 4). De acordo com a frequéncia (F) de células positivas,

0S casos receberam “score” 1 (<1%), 2 (1-10%), 3 (10-50%), 4 (50-90%) e 5

(>90%) e conforme a intensidade da reacdo (I) foram graduados em O

(nenhuma marcacgéo), 1 (marcacao fraca), 2 (marcacdo moderada) e 3

(marcacéo forte). A categorizagdo dos casos foi feita utilizando a média (M) dos

produtos de F x | de cada caso, considerando negativo (N) os casos com M<
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Tabela 4 - Critérios para gradacdo da expressdo de ciclinas, baseados na

frequéncia de células coradas e intensidade de marcacao.

Categoria Score Caracteristica

1 <1% de células positivas
1-10% de células positivas
Frequéncia 11 — 50% de células positivas
51 — 90% de células positivas

>90% de células positivas

Marcacéo fraca
Intensidade da

~ Marcacédo moderada
Marcacao

W N P OB~ W DN

Marcacéo forte

Tabela 5 - Critério para classificacdo dos casos, de

acordo com a expressao de ciclinas.

Classificagao Critério
Negativo M<5

Positivo 5<M<[M+ DP]
Positivo Forte M = [M + DP]

M: média dos produtos de Freqiiéncia x Intensidade

DP: desvio-padrdo
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3.5.3 VEGF

Para andlise de VEGF, foi levada em consideracao apenas a frequiéncia
de células marcadas, sendo utilizado o mesmo critério usado no estudo das
ciclinas. Para a categorizacdo dos casos, foram considerados positivos 0s

casos com freqUéncia > 10%, ou seja, em que a média dos scores fosse = 3.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos, decorrentes dos estudos dos diversos marcadores,
foram organizados em tabelas e a analise estatistica foi realizada utilizando-se
0s programas de computador Stata Statistical Software, versdo 7.0, Stata
Corporation e SPSS for Windows, versédo 10.0, SPSS Inc. Foi realizada analise
de correlacdo entre os marcadores e as variaveis género, cor, sitio tumoral,
grau de diferenciacéio, pT e invas6es linfatica e venosa, utilizando o teste de y?

ou o teste exato de Fisher.

As anadlises de sobrevida global foram realizadas de duas formas.
Primeiramente, foi realizada a andlise de sobrevida global para todo o periodo
de seguimento dos casos, considerando a data de admissao neste servico
como o ponto inicial e a data de Obito ou Ultimo retorno como ponto final.
Adicionalmente, foram feitas andlises separadas, considerando trés cortes
(“end-point”) no periodo de seguimento em 12, 24 e 36 meses, para verificar a
influéncia de todas as varidveis estudadas nos trés primeiros anos apds o

diagnoéstico da doenca. O calculo da estimativa de sobrevida global foi
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realizado pela técnica de Kaplan-Meier e as comparacdes entre as curvas de
sobrevida, em relacdo as varidveis estudadas, pelo teste de Log-rank. A

analise multivariada foi feita pelo modelo de riscos proporcionais de Cox.

Para todos os testes estatisticos, foi considerado o nivel de significancia

de 5%.

Para viabilizar alguns calculos estatisticos, foi necessario agrupar
algumas categorias, como ocorreu no caso de c-erbB-2 e EGFR, em que 0s
grupos Il e Il foram reunidos como Positivos. Os dados relacionados a cor dos
pacientes foram divididos apenas em brancos e nao-brancos, que incluem os
negros, pardos e amarelos. No grau histolégico também houve rearranjo dos

dados, sendo agrupadas as categorias G1/G2 e G3/G4.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

41 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

O tempo de seguimento dos 613 casos selecionados variou de 1 dia a
168,4 meses, com mediana de 6,2 meses e média (dp) de 14 (23,4) meses.
A idade dos pacientes mostrou variacdo de 32 a 94 anos, mediana de 59

anos e média (dp) de 59 (10) anos.

Os dados clinico-patolégicos estdao sumarizados na Tabela 6. Nessa
casuistica estéo incluidos 504 homens e 109 mulheres, compostos em sua
maioria por individuos de cor branca (68%). De acordo com o grau de
diferenciacdo, 159 (26,1%) foram considerados bem diferenciados, 300
(49,1%) moderadamente diferenciados, 149 (24,3%) pouco diferenciados, 2
(0,3%) indiferenciados e 3 casos (0,4%) ndo puderam ser identificados.
Baseados no sitio da lesdo, 130 (21,2%) casos estdo associados ao tergo
superior do esb6fago, 352 (57,4%) ao tergco médio, 110 (18%) ao terco inferior
e tais dados nao foram obtidos em 21 (3,4%) casos. De acordo com a
categoria pT, em 9 (4,4%) casos o tumor primario invadiu a lamina proépria
(pT1), 46 (22,6%) a muscular prépria (pT2), 141 (69,1%) a adventicia (pT3)
e 8 (3,9%) invadiram estruturas adjacentes (pT4). A avaliacdo de pT néo foi

feita nas bidpsias devido ao tamanho reduzido das amostras tumorais, o que
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nao permitiu uma avaliagcdo precisa da profundidade de invasdo. Tal
limitagdo também foi encontrada na avaliacdo da invasdo vascular, sendo
considerados somente 0s casos representados por pegas cirurgicas. Assim,
invasdo vascular foi vista em 151 (73,3%) casos; a invasao linfatica foi
observada em 148 (71,8%) casos, sendo que destes, 32 (15,5%) eram em
associagao com vasos venosos e 116 (56,5%), de forma isolada. A invaséo
venosa foi constatada em 35 (17%) casos, mas 0 comprometimento isolado
foi observado em apenas 3 (1,5%). Os 613 casos foram separados, de
acordo com a evolucdo da doencga, em vivos com doenca (0,5%), vivos sem
doenca (2,3%), morte devido a doenca (82,2%), morte devido a outras

causas (1%) e perdidos de vista (14,1%).
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Tabela 6 - Sumario dos dados clinico-patologicos dos 613

casos de CEE analisados nesse estudo.

Variavel Categoria Numero de casos (%)
Género Masculino 504 (82,2%)
(n=613) Feminino 109 (17,8%)
Cor Negro 59 (9,6%)
(n=613) Pardo 101 (16,5%)
Amarelo 19 (3%)
Branco 417 (68%)
Indeterminada 17 (2,8%)
Grau de Diferenciagdo 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%)
N&o classificado (GX) 3(0,4%)
Sitio Superior 130 (21,2%)
(n=613) Médio 352 (57,4%)
Inferior 110 (18%)
Sem dados 21 (3,4%)
Invasio Vascular' Venosa 35 (17%)
(n=206) Venosa (isolada) 3(1,5%)
Linfatica 148 (71,8%)
Linféatica (isolada) 116 (56,6%)
Linfatica/Venosa 32 (15,5%)
N&o observado 55 (26,7%)
pT? T1 9 (4,4%)
(n=204) T2 46 (22,6%)
T3 141 (69,1%)
T4 8 (3,9%)
Evolugéao da Doenga Vivos com a Doenca 3 (0,5%)
(n=612) Vivos sem a Doenca 14 (2,3%)
Morte devido a Doenca 503 (82,2%)
Morte devido a outras causas 6 (1%)
Perdidos de Vista 86 (14,1%)

(1) (2) Considerados apenas 0s casos representados por pecas cirdrgicas.
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4.2 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

Os 613 casos de CEE selecionados para fazerem parte desse projeto
foram submetidos as reacfes de imunoistoquimica para verificar a

expressao protéica de c-erbB-2, EGFR, ciclinas A, B1 e D1 e VEGF.

Alguns casos ndo puderam ser avaliados, devido a auséncia de tumor

na amostra ou o desprendimento do corte de amostra da lamina.

4.2.1 Expressao protéica de c-erbB-2 e EGFR

A expressao de c-erbB-2 e EGFR foram avaliadas em 597 e em 585
casos, respectivamente. Vale lembrar que os casos foram divididos em trés
grupos, de acordo com a expressao de membrana: negativo, potencialmente
positivo e positivo. A andlise imunoistoquimica de c-erbB-2 mostrou trés
grupos distintos, de acordo com sua expressao: negativos (Grupo |) em 344
(57,6%) casos, potencialmente positivos (Grupo II) em 206 (34,5%) e

positivos (Grupo IIl) em 47 (7,9%) (Figuras 3 e 5).

Tal classificagdo também pbde ser observada na expressdo de
EGFR, sendo que 131 (22,4%) casos se enquadraram no Grupo [; 310

(53%), no Grupo Il e 144 (24,6%), no Grupo Il (Figuras 4 e 5).
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3 om0 TR

Figura 3 - Imunoistoquimica demonstrando marcacdo de membrana de c-

erbB-2 em CEE. (a) amostra demonstrando negatividade para expressdo dessa

proteina, aumento original 400x; (b) caso positivo 2+, aumento original 400x; (c) marcagdo
positiva 3+, aumento 400x e (d) caso positivo 3+ e areas tumorais sem expressao de c-

erbB-2 (seta), aumento original 200x.
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Figura4 - Imunoistoquimica 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 marcacdo negativa para EGFR, aumento 200x e (d)

areas com marcacao 2+ (seta) e 3+, aumento original 400x.
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c-erbB-2 e EGFR

@l
mll
ol

N° de casos

Figura 5 - Expressao imunoistoquimica de c-erbB-2 e EGFR em

casos de CEE.
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4.2.2 c-erbB-2 e EGFR: Correlagdao com dados clinico-patolégicos

A expressao de c-erbB-2 e de EGFR néo apresentaram correlagao
estatisticamente significativa com género, cor, sitio do tumor, invasdes
linfatica e venosa e pT. No entanto, houve correlacdo significativa entre a
expressdo de c-erbB-2 (p=0,04) e EGFR (p=0,03) e o grau histoldgico.
Ambos os marcadores foram significantemente mais expressos em casos
bem/moderadamente diferenciados do que nos pouco diferenciados/

indiferenciados (Tabelas 7 e 8).

Apesar de nao ser estatisticamente significativa (p=0,067), foi
observada uma tendéncia a significancia na associagao entre a expressao
de c-erbB-2 e sitio do tumor, em que casos positivos ocorreram com mais

frequéncia no terco médio do eséfago (Tabela 7).
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Tabela 7 - Andlise da correlacdo entre a expressdo de c-erbB-2 e fatores

clinico-patolégicos em CEE.

c-erbB-2
Variavel Categoria
N (%) P" (%) P
Género Masculino 281 (81,7) 209 (82.6) -
(n=597) Feminino 63 (18,3) 44 (17,4) '
Cor? Branca 236 (70,7) 170 (68,8) 0634
(n=581) Nao-Branca 98 (29,3) 77 (31,2) ’
Sitio Superior 67 (20,2) 60 (24,4)
(n=578) Inferior 54 (16,3) 53 (21,5) 0,067
Médio 211 (63,5) 133 (54,1)
Grau de Diferenciagio® G1/G2 246 (71,9) 201 (79,8) 0.029
(n=594) G3/G4 96 (28,1) 51 (20,2)
Invasio Linfatica® Nao observada 36 (29,5) 19 (24,1) 0.397
(n=201) Presente 86 (70,5) 60 (75,9) ’
Invasdo Venosa® Nao observada 101 (82,8) 66 (83,5) 0.889
(n=201) Presente 21 (17,2) 13 (16,5) ’
T3 12 29 (53,7 25 (46,3
P (83,7) (46,3) 0.246
(n=199) 3/4 91 (62,8) 54 (37,2)

N: negativo; P: positivo; p: p valor

(1) para analises estatisticas, os grupos Il e Il foram agrupados como positivos.
(2) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.

(3) consideradas apenas as pecas cirurgicas

na: teste estatistico ndo aplicavel.
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Tabela 8 - Correlagdo entre a expressdo protéica de EGFR e

fatores clinico-patolégicos em CEE.

EGFR
Variavel Categoria
N (%) P" (%) P
Género Masculino 109 (83,2) 374 (82,4) 0.826
(n=597/585) Feminino 22 (16,8) 80 (17,6) ’
Cor Branca 84 (67,2) 314 (70,9) 0.427
(n=581/568) N&o-Branca 41 (32,8) 129(29,1) ’
Sitio Superior 26 (20,8) 96 (21,8)
(n=578/565) Inferior 18 (14,4) 82 (18,6) 0,478
Médio 81 (64,8) 262 (59,6)
Grau de Diferenciagio’ Gl/G2 90 (68,7) 351 (77,6) 0.036
(n=594/583) G3/G4 41 (31,3) 101 (22,4)
Invasio Linfatica® Nao observada 13 (25,5) 39 (26,4) 0.904
(n=199) Presente 38 (74,5) 109 (73,6) ’
Invasdo Venosa® Nao observada 42 (82,4) 122 (82,4) 0.990
(n=199) Presente 9(17,6) 26 (17,6) ’
T2 1/2 15 (30 37 (25,2
P (30) (25,2) 0.508
(n=197) 3/4 35 (70) 110 (74,8)

N: negativo; P: positivo; p: p valor

(1) para analises estatisticas, os grupos Il e Il foram agrupados como positivos.
(2) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.

(3) consideradas apenas as pecas cirurgicas

na: teste estatistico ndo aplicavel.
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4.2.3 Expressao de ciclinas

A analise imunoistoquimica de ciclina A foi realizada em 579 casos e
revelou que 64 delas (11,1%) n&o mostraram expressao de ciclina A,
enquanto que 515 (89%) mostraram marcacao positiva. Destes, 352 (60,8%)
foram considerados positivos e 163 (28,1%), positivos fortes. Todas as
células tumorais com expressdo positiva apresentaram marcacao

predominantemente nuclear (Figuras 6 e 9).

Em relacéo a ciclina B1, foi verificado que 258/551 (46,8%) casos nao
apresentaram marcacdo dessa proteina e a expressdo positiva foi
constatada em 293 (53,2%) pacientes, subdivididos em positivos (23,6%) e
positivos fortes (29,6%). Apesar de a marcacdo positiva ser
predominantemente  citoplasmatica, algumas células apresentaram

marcacao nuclear em 39 casos (7%) (Figuras 7 e 9).

A expressdo protéica de ciclina D1, analisada em 579 casos, foi
verificada em 295 (50,9%) pacientes, dos quais 33% foram agrupados como
positivos e 17,9%, como positivos fortes. Ndo foi constatada nenhuma
marcacdo em 49,1% dos casos. Algumas células com expressédo
citoplasmatica foram observadas entre as células tumorais, apesar de a
marcacao ter sido nuclear em sua grande maioria, de maneira que néao

foram avaliadas separadamente (Figuras 8 e 9).
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Figura 6 - Padrédo de marcacdo imunoistoquimica de ciclina A em CEE. (a)

corte de amostra mostrando expressao negativa com menos de 10% das células com
marcacgdo, aumento original 400x; (b) caso em que as células apresentam marcacédo de
intensidade moderada, aumento original 400x; (c) “core” de TMA, mostrando marcacgdo
positiva com intensidade forte entre 50-90% das células tumorais, aumento original 100x e

(b) 400x.
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Figura 7 - Expressédo imunoistoquimica de ciclina B1 em CEE. (a) amostra

considerada negativa, com menos de 10% das células tumorais marcadas, aumento original
400x; (b) caso considerado positivo, com intensidade de marcacdo citoplasmatica
moderada, aumento original 200x; (c) corte com marcacgao citoplasmatica de intensidade
moderada, em que € possivel observar algumas células com marcag¢do nuclear (seta),
aumento original 400x e (d) amostra mostrando marcag¢do citoplasmatica positiva de

intensidade forte na grande maioria das células, aumento original 400x.
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Figura 8 - Expressdo imunoistoquimica de ciclina D1 em CEE. (a) amostra

considerada negativa, aumento 200x; (b) caso considerado positivo, com marcacao nuclear
de intensidade moderada em 10-50% das células tumorais, aumento original 400x; (c) corte
de amostra mostrando marcacao citoplasmatica (seta) juntamente com a nuclear, aumento

original 400x e (d) marcacao nuclear positiva de intensidade forte, aumento original 400x.
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Ciclinas
CiclinaD1 [ 284 EN
o : mpP
CiclinaB1 258 IEIN 163 | OPE

Ciclina A |64 352

N° de casos

Figura 9 - Expressdo das ciclinas A, B1 e D1 em casos de

pacientes com CEE.
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4.2.4 Ciclinas: Associagao com variaveis clinico-patolégicas

A expressédo de ciclina A ndo mostrou nenhuma correlacdo estatistica
com nenhum dos dados clinico-patolégicos analisados, ndo havendo
diferengas significativas entre tais caracteristicas em casos com e sem
expressdo dessa proteina (Tabela 9). Devido a distribuicdo das amostras,
ndo foi possivel realizar analise de correlagdo estatistica entre ciclina A e

invasodes linfatica e venosa e pT.

Andlises estatisticas mostraram que a superexpresséo de ciclina B1
estd significativamente associada com pT (p=0,033) e inversamente
correlacionada com invasao linfatica (p=0,006). Dentre 0s casos negativos
para essa proteina, ha uma maior propor¢cdo de invaséo linfatica presente.
Além disso, 0s casos negativos foram mais frequentes em tumores mais
avancados, que apresentam invasdo em adventicia ou em estruturas
adjacentes (pT3 e pT4). Nao foi encontrada nenhuma correlacao significativa
entre a imunoreatividade de ciclina Bl e os fatores clinico-patoldgicos
género, cor, sitio e grau de diferenciagdo (Tabela 10). N&do foi possivel
verificar a existéncia de correlacdo estatistica entre a expressdo dessa
proteina e invasao venosa. Os casos em que foram observadas células com
marcacgao nuclear ndo puderam ser avaliados separadamente para verificar
a existéncia de correlacbes com os aspectos clinico-patoldgicos, sendo

entdo analisados juntamente com os demais casos.

Em relagéo a ciclina D1, foi observada correlagéo significativa entre a

superexpressao dessa proteina e cor (p=0,026). A ciclina D1 estd mais
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expressa em pacientes de cor branca, em relacdo aos nado-brancos. Foi
observada também uma tendéncia a significancia da superexpressao dessa
proteina estar associada ao grau de diferenciacdo, apesar de ndo ser
estatisticamente significativa (p=0,070), em que a ciclina D1 estd mais
expressa em casos bem/moderadamente diferenciados do que nos pouco
diferenciados/indiferenciados. @~ Nao foram encontradas diferencas
significativas em relacdo a género e sitio (Tabela 11). Nao foi possivel

realizar andlises estatisticas com invasdes linfatica e venosa e pT.
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Tabela 9 - Expressao de ciclina A e sua correlagdo com fatores

clinico-patolégicos.

Ciclina A
Variavel Categoria
N (%) P (%) PF (%) p
Género Masculino 51(79,7) 289(82,1) 132(81) 0.881
(n=579) Feminino 13(20,3) 63(17,9) 31 (19) ’
Cor' Branca 39 (62,9) 246 (72,6) 108 (66,7) 0.184
(n=563) Nao-Branca 23(37,1) 93(27,4) 54 (33,3 ’
Sitio Superior 11 (18,3) 75(22,1) 37 (23)
(n=561) Inferior 6 (10) 68 (20) 28 (17,4) 0,295
Médio 43 (71,7) 197 (57,9) 96 (59,6)

G. de Diferenciagio’ G1/G2 46 (71,9) 264 (75,4) 127 (77,9) 0.619
(n=577) G3/G4 18 (28,1) 86 (24,6) 36 (22,1) ’
Invasio Linfatica® Nao observada 12 (32,4) 40 (25,2) 2 (40)

na
(n=201) Presente 25 (67,6) 119(74,8) 3(60)
Invasdo Venosa® Nao observada 32 (86,5) 130(81,8) 4 (80)

na
(n=201) Presente 53,5 29(18,2) 1(20)
pT"? 1/2 10 27) 41(26,1) 3 (60)

na
(n=199) 3/4 27 (73) 116 (73,9) 2 (40)

N: negativo; P: positivo; PF: positivo forte

(1) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.
(2) consideradas apenas as pecas cirurgicas
na: teste estatistico ndo aplicavel.
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Ciclina B1
Variavel Categoria
N (%) P (%) PF (%) p
Género Masculino 219 (84,9) 105(80,8) 132(81) 0.464
(n=551) Feminino 39 (15,1) 25(19,2) 31 (19) ’
Cor' Branca 177 (71,4) 87 (68) 113 (71,1) 0.775
(n=535) Nao-Branca 71(28,6) 41 (32) 46 (28,9) ’
Sitio Superior 51(20,6) 28(22,2) 41 (25,8)
(n=533) Inferior 50 (20,2) 19(15,1) 27 (17) 0,580
Médio 147 (59,3) 79(62,7) 91 (57,2)
G. de Diferenciagio’ G1/G2 200 (77,5) 97 (75,2) 122 (75,3) 0.824
(n=549) G3/G4 58 (22,5) 32(24,8) 40(24,7) ’
Invasio Linfatica® Nao observada 25 (19,2) 19 (43,2) 7 (33,3) 0.006
(n=195) Presente 105(80,8) 25(56,8) 14 (66,7)
Invasdo Venosa® Nao observada 106 (81,5) 38 (86,4) 17 (81)
na
(n=195) Presente 24 (18,5) 6 (13,6) 4 (19)
pT"? 1/2 26 (20,2) 17(38,6) 7 (35) 0.033
(n=193) 3/4 103(79,8) 27 (61,4) 13 (65)

N: negativo; P: positivo; PF: positivo forte
(1) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.
(2) consideradas apenas as pecas cirurgicas
na: teste estatistico ndo aplicavel.
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Tabela 11 - Relacdo entre a expressdo de ciclina D1 e aspectos clinico-

patolégicos.
Ciclina D1
Variavel Categoria
N (%) P (%) PF (%) p
Género Masculino 236 (83,1) 154 (80,6) 88 (84,6) 0.651
(n=579) Feminino 48 (16,9) 37 (19,4) 16 (15,4) ’
Cor' Branca 198 (73,1) 140 (74,1) 62 (60,2) 0.026
(n=563) Nao-Branca 73 (26,9) 49 (25,9) 41 (39,8)
Sitio Superior 61 (22,6) 33(17,8) 27 (26,2)
(n=558) Inferior 52 (19,3) 38 (20,5) 14 (13,6) 0,356
Médio 157 (58,1) 114 (61,6) 62 (60,2)

G. Diferenciagio’ Gl/G2 208 (73,5) 143 (74,9) 88 (84,6) 0.070
(n=578) G3/G4 75 (26,5) 48 (25,1) 16 (15,4)
Invasio Linfatica® Nao observada 39 (27,1) 14 (26,4) 2 (40)

na
(n=202) Presente 105 (72,9) 39 (73,6) 3 (60)
Invasdo Venosa® Nao observada 116 (80,6) 46 (86,8) 5 (100)

na
(n=202) Presente 28 (19,4) 7 (13,2) 0
pT"? 1/2 35 (24,5) 16 (30,8) 2 (40)
(n=200) 3/4 108 (75,5) 36 (69,2) 3 (60)

N: negativo; P: positivo; PF: positivo forte

(1) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.

(2) consideradas apenas as pecas cirurgicas

na: teste estatistico ndo aplicavel.
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4.2.5 Expressao de VEGF

Na analise da expressdo de VEGF em 566 casos, foi considerada
positiva a marcagdo citoplasmética em mais de 10% das células tumorais.
Assim, 420 (74,2%) pacientes mostraram ser positivos para a expressao
dessa proteina, enquanto que 146 (25,8%) foram considerados negativos

para marcacéao de VEGF (Figuras 10 e 11).

VEGF

Positivo

Negativo

0 100 200 300 400 500

N° de casos

Figura 10 - Expressao imunoistoquimica de VEGF em

casos de CEE.
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Figura 11 - Imunoistoquimica de VEGF em CEE. (a) amostra mostrando

nenhuma expressao de VEGF, aumento original 200x; (b) caso em que 50-90% das células
tumorais apresentam expressao de VEGF; aumento original 400x, (c) corte com mais de
90% das células tumorais apresentando marcacéo citoplasmatica positiva para VEGF,

aumento original 40x e (d) 400x.
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4.2.6 VEGEF e fatores clinico-patolégicos

N&o foi observada nenhuma diferenga significativa entre a alta
expressdo de VEGF e fatores clinico-patolégicos, em casos com auséncia

ou presenca de superexpressao dessa proteina (Tabela 12).

Tabela 12 - Correlacdo entre a imunoexpressao de VEGF e fatores clinico-

patolégicos em CEE.

VEGF
Variavel Categoria
N (%) P (%) P

Género Masculino 117 (80,1) 351 (83,6) 0.345
(n=566) Feminino 29 (19,9) 69(16,4)
Cor' Branca 101 (69,7) 288 (71,1) 0.741
(n=556) N&o-Branca 44 (30,3) 117 (28,9) '
Sitio Superior 25 (17,7) 93 (22,9)
(n=547) Inferior 25 (17,7) 71(17,5) 0,423

Médio 91 (64,5) 242 (59,6)
G. Diferenciagao’ G1/G2 118 (80,8) 313 (74,9) 0.145
(n=565) G3/G4 28(19,2) 105(251)
Invasio Linfatica® N&o observada 31 (29,8) 23 (24) 0.352
(n=200) Presente 73 (70,2) 73 (76) '
Invasdo Venosa® N&o observada 89 (85,6) 77 (80,2) 0.313
(n=200) Presente 15 (14,4)  19(19,8)

T"? 1/2 32(30,8) 22(234

p (30,8) (23,4) 0.245
(n=198) 3/4 72(69,2) 72 (76,6)

N: negativo; P: positivo

(1) para calculos estatisticos, as categorias foram agrupadas.
(2) consideradas apenas as pecas cirurgicas

na: teste estatistico ndo aplicavel.
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4.2.7 Correlagao entre os marcadores

A andlise estatistica da correlagcdo entre os marcadores c-erbB-2,
EGFR, ciclinas A, B1 e D1 e VEGF mostrou que ha associagdo significativa
entre as coexpressbes da maioria das proteinas estudadas, conforme
demonstrado na tabela 13. Entretanto, ndo foram verificadas correlagbes
estatisticamente significativas entre expressbes de c-erbB-2/ciclina A, c-

erbB-2/ciclina B1, c-erbB-2/VEGF, EGFR/ciclina A e EGFR/VEGF.

Assim, EGFR e c-erbB-2 apresentaram coexpressao com
significancia estatistica (p=0,0001). Foi verificada correlacdo significativa
entre a coexpressao das trés ciclinas estudadas, sendo que ciclina D1 foi a
Unica que mostrou coexpressao com todas as demais proteinas estudadas.
Houve uma tendéncia a significancia estatistica entre a coexpressao de
ciclina B1 e EGFR (p=0,051). A expressdo de VEGF apenas correlacionou-

se com as trés ciclinas estudadas (Tabela 13).

Tabela 13 - Correlacdo entre os marcadores estudados nesse trabalho.

c-erbB-2
EGFR p = 0,0001 EGFR
CiclinaA p=0,363 p=0,147 CiclinaA
CiclinaB1 p=0984 p=0051 p=0,0001 CiclinaB1
CiclinaD1 p=0,015 p=0,001 p=0,0001 p=0,0001 CiclinaD1
VEGF p=0279 p=0325 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 VEGF

p: p valor (sublinhado: p marginal; em negrito: p significativo)
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4.3 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

A andlise de sobrevida global nos casos de CEE mostrou estimativas
de sobrevida consideravelmente baixas em 2, 5 e 10 anos de 19,3%, 8% e

5,3%, respectivamente (Figura 12).

Sobrevida Global
1.00 7]

0.757
0.50 7]

0.257

Estimativa de Sobrevida Global

e ——

0.00 1

T T T T
0 30 60 90 120 150 170

meses

Figura 12 - Curva de Sobrevida Global dos casos de

CEE estudados.
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4.3.1 Sobrevida Global e fatores clinico-patolégicos

Em relagdo aos fatores clinico-patoldgicos, foi verificada associacdo
estatisticamente significativa entre sobrevida global dos pacientes e género
(p=0,044), cor (p=0,005) e pT (p=0,021), conforme pode ser observada nas
curvas de sobrevida global na figura 13. De acordo com essas analises, 0s
individuos do sexo masculino mostraram estimativa de sobrevida menor em
relacdo aos do género feminino. Em relacdo a raca, os nao-brancos
apresentaram pior sobrevida global. As estimativas de sobrevida global
foram mais baixas em casos de tumores mais avancados (pT3/pT4) do que

nos casos mais precoces (pT1/pT2) (Figura 13).
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Figura 13 - Curvas de Sobrevida Global em CEE, segundo (a) Género; (b)

Cor e (c) pT.
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4.3.2 Sobrevida Global e Expressao de Marcadores

As analises de sobrevida global demonstraram a existéncia de
diferencas significativas entre sobrevida global e expressdo protéica de
VEGF (p=0,002), em que 0s casos com marcacao positiva mostraram menor
taxa de sobrevida global (Figura 14). Foi verificada também associa¢do com
a expressao das ciclinas A (p=0,0001), B1 (p=0,014) e D1 (p=0,0001), sendo
gue os casos considerados positivos para essas proteinas tiveram baixas
estimativas de sobrevida em relagdo aos demais casos, especialmente o0s
positivos fortes, melhor evidenciados nos casos das ciclinas A e D1 (Figura

14).
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p=0,002

p=0,0001

p=0,014

p=0,0001

Figura 14 - Influéncia da superexpressédo de marcadores nas curvas de

Sobrevida Global. (a) VEGF; (b) Ciclina A; (c) Ciclina B1 e (d) Ciclina D1.
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4.3.3 Analise de Sobrevida Global em “end-point” de 12, 24 e 36 meses

Foram realizadas analises de sobrevida global em “end-points” de 12,
24 e 36 meses, separadamente, para verificar a influéncia de todas as
varidveis estudadas nos trés primeiros anos apos o diagnéstico da doenca.
Tais dados estdo sumarizados na tabela 14.

Nas andlises de sobrevida global para os trés “end-points”
estipulados, foi constatado que as expressdes das proteinas VEGF e
ciclinas A, B1 e D1 estao influenciando as taxas de sobrevida global em 12,
24 e 36 meses, assim como foi observado nas andlises de sobrevida global
de todo o periodo de seguimento dos pacientes. Os casos que
apresentaram superexpressdo desses marcadores mostraram taxas de
sobrevida menores. No caso das ciclinas, foi observado que os casos
considerados positivos fortes apresentaram estimativas de sobrevida mais
baixas do que os positivos (Figuras 15 a 17).

Em relacdo as variaveis clinico-patoldgicas, foi verificado que os
fatores cor (p=0,0002) e grau histolégico (p=0,048) influenciam
significativamente as taxas de sobrevida global no periodo de 12 meses,
sendo menores entre 0s casos de individuos ndo brancos e
bem/moderadamente diferenciados (Figura 18). Foi verificada que a
categoria pT tende a apresentar associacdo com a sobrevida global
(p=0,059), em que os casos mais avangados em que o tumor invade a
adventicia ou estruturas adjacentes mostram as menores estimativas (Figura

18).
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No “end-point” de 24 meses, a cor (p=0,0002) e o pT (p=0,025) dos
casos mostraram associagcdo estatisticamente significativa com a sobrevida
global, de modo semelhante ao periodo de 12 meses (Figura 19). Foi
verificada também tendéncia a significancia entre a associacdo de menor
taxa de sobrevida global e presenca de invaséo linfatica (p=0,062).

Nos 36 primeiros meses ap6s o diagnostico, foi observada uma
tendéncia a significAncia entre a associacdo de individuos do género
masculino e presenca de invasao linfatica com piores curvas de sobrevida
(p=0,079) (Figura 20). As variaveis que mostraram associacao significativa

com a sobrevida global foram cor (p=0,0004) e pT (p=0,01) (Figura 20).



Tabela 14 - Analises de sobrevida global em casos de CEE.
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Variavel SG SGr2 SGas SGse
p p p p
c-erbB-2 0,759 0,830 0,659 0,876
EGFR 0,229 0,183 0,165 0,117
Ciclina A 0,0001 0,0001 0,0002 < 0,0001
Ciclina B1 0,014 0,009 0,004 0,004
Ciclina D1 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
VEGF 0,002 0,068 0,027 0,007
Género 0,044 0,309 0,140 0,079
Cor 0,0005 0,0002 0,0002 0,0004
Sitio 0,425 0,160 0,308 0,386
Diorensiacio 0,252 0,048 0,101 0,121
Invasio linfatica 0,156 0,274 0,062 0,053
Invasao venosa 0,699 0,260 0,150 0,46
pT 0,021 0,059 0,025 0,010

SG: sobrevida global; SG,: SG em “end-point” de 12 meses; SG,4: SG em 24 meses; SGzg:
SG em 36 meses.
p: p valor (sublinhado: p marginal; em negrito: p significativo)
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4.3.4 Analise Multivariada

De acordo com a andlise multivariada, apenas as variaveis pT
(p=0,030) e género (p=0,004) permaneceram como fatores prognésticos
independentes (Tabela 15). Apesar de cor, VEGF e ciclinas A, B1 e D1
tenham mostrado significancia na andlise univariada, essas varidveis nao
permaneceram como fatores prognosticos independentes na analise

multivariada.

Como o nivel de invasao s6 foi avaliado nos casos representados por
pecas cirargicas, o numero de casos avaliados na andlise multivariada ficou
restrito a apenas um terco da casuistica total (n=204). Diante disso, foi
realizada analise multivariada em que a variavel pT foi retirada das analises.
Assim, ciclina D1 (p<0,0001), cor (p=0,003) e ciclina A (p=0,023) foram

constatados como fatores prognaosticos independentes (Tabela 16).
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Tabela 15 - Andlise multivariada, pelo modelo de regresséo de Cox.

Variavel Categoria HR (95% IC) p valor
T T1+T2 1,0 (ref.)
P T3+T4 1,466 (1,038 — 2,070) 0,030
. Feminino 1,0 (ref.)
Género )
Masculino 1,872 (1,217 — 2,881) 0,004

HR: Risco de 6bito
IC: intervalo de confianca

Tabela 16 - Andlise multivariada, pelo modelo de regressdo de Cox,

desconsiderando a variavel pT das analises.

Variavel Categoria HR (95% IC) P valor
Negativo 1,0 (ref.)
Ciclina D1 Positivo 1,214 (0,978- 1,508) 0,079
Positivo Forte 1,720 (1,305 — 2,266) <0,0001
Negativo 1,0 (ref.)
Ciclina A Positivo 1,121 (0,821 — 1,530) 0,472
Positivo Forte 1,504 (1,057 — 2,141) 0,023
Branca 1,0 (ref.)
Cor
N&o Branca 1,364 (1,109 — 1,677) 0,003

HR: Risco de 6bito
IC: intervalo de confianca
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a expresséo imunoistoquimica de c-erbB-
2, EGFR, ciclinas A, B1 e D1 e VEGF e suas correlagcdes com dados clinico-

patolégicos em 613 casos de CEE.

Em nossa casuistica, a maioria dos pacientes foi do sexo masculino,
com média de idade de 59 anos. Esse valor mostrou estar um pouco abaixo
da média encontrada por outros autores, que apresentaram valores variando
de 63 a 67 anos (DALY et al. 2000; KUWANO et al. 2003). Em relagéo a cor,
foi observada uma predominancia de individuos de cor branca; porém, essa
informacéo deve ser considerada com cautela, uma vez que a grande
heterogeneidade étnica existente na populacdo brasileira dificulta a
classificacdo dos pacientes quanto a essa caracteristica, ja que ndo existe
um critério bem definido que delimite cada etnia. Por esses motivos, para as
analises estatisticas, foram considerados apenas dois grupos: os brancos e

0s néo brancos, que incluem os negros, pardos e amarelos.

Em nosso estudo, a lesdo foi mais frequientemente encontrada no
terco médio do eséfago (57,4%), seguido pelo terco superior (21,2%) e
inferior (18%). Tais dados foram similares aos de KUWANO et al. (2003),
que mostraram uma maior frequéncia no terco médio do esbéfago. No
entanto, um estudo realizado por DALY et al. (2000) em cerca de 5000

casos de CEE, relatou que na maioria dos casos, a lesdo encontra-se
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geralmente no terco inferior do 6rgdo. Tais discrepancias entre os dados
podem ser devido aos critérios utilizados para delimitacdo do esdfago, em

cada terco do o6rgéo.

Apesar dos avang¢os nas técnicas diagndésticas para CEE, os critérios
para o estabelecimento do estadiamento ainda nao estdo bem definidos. Os
métodos para verificar o status linfonodal (pN), principalmente através de
esvaziamento linfonodal, ndo séo totalmente confiaveis, uma vez que néo
permitem uma avaliagdo criteriosa e real do comprometimento linfonodal.
Assim, muitas vezes ocorre 0 subestadiamento dos casos, 0 que nao
confere confiabilidade na avaliagdo prognéstica em CEE. No presente
trabalho, ndo foram avaliados os fatores pN e estadiamento (TNM), devido a
falta de dados referentes a comprometimento linfonodal, necessarios para o
estabelecimento de um estadiamento preciso e que represente o real estado
prognostico dos casos. Apenas o nivel de infiltracdo (pT) foi utilizado nesse
estudo, considerando somente a avaliacdo das pecgas cirargicas, que

permitiu uma avaliacdo mais precisa da profundidade de invasao do tumor.

Baseados no grau histoldgico, grande parte dos casos estudados
foram considerados como moderadamente diferenciados (49,1%),
caracterizando tumores com comportamento menos agressivo. E, de acordo
com o nivel de infiltracdo (pT), a maioria apresentou perfil mais invasivo,

atingindo a adventicia em cerca de 70%.

A andlise da expressao imunoistoquimica dos receptores de fatores
de crescimento epidérmico mostrou que cerca de 42% e 78% dos casos

apresentaram expressao positiva para c-erbB-2 e EGFR, respectivamente.
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Existem poucos trabalhos relacionando a expressao de c-erbB-2 e EGFR
com o carcinoma epidermoide de esbéfago, apresentando frequéncias
discrepantes variando de 0 a 64% para c-erbB-2 (FRIESS et al. 1999;
HARDWICK et al. 1997; LAM et al. 1998; SUO et al. 1995; SUWANAGOOL
etal. 1993), e de 42,5 a 70% para EGFR (YANO et al. 1991; ITAKURA et al.
1994; FRIESS et al. 1999; INADA et al. 1999). Tal discrepancia pode ser
devido a diferencas na técnica imunoistoquimica, origens distintas dos
anticorpos usados pelos diferentes autores ou, até mesmo, ao critério
utilizado para classificacdo da expresséo imunoistoquimica dessas proteinas
e a categorizacdo dos casos, com diferentes “cut-offs”. Nesse trabalho, nés
levamos em consideracdo as regras do teste reconhecido pelo FDA, o

HercepTest™ (DAKO).

Através de analises estatisticas em nossos dados, foi constatada
correlacdo significativa entre a expressdo de EGFR e c-erbB-2 e o grau
histolégico, em que casos considerados bem/moderadamente diferenciados
expressaram ambos os marcadores mais frequentemente do que 0s casos
pouco diferenciados/indiferenciados. Nossos dados mostraram-se similares
aos de ITAKURA et al. (1994), que observaram correlagao significativa entre

superexpressao de EGFR e grau histoldgico.

Outras correlacdes entre a expressdo de EGFR e variaveis clinico-
patoldgicas, como idade, género, sitio tumoral, invasdes venosa e linfatica, e
sua influéncia na sobrevida global ndo se mostraram significativas nesse
estudo, diferindo de outros autores que mostraram tais associacdes, embora

estes sejam trabalhos abrangendo poucos casos, de constituicdo étnica
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diferente e com resultados controversos (OZAWA et al. 1989; MUKAIDA et

al. 1991; YANO et al. 1991; ITAKURA et al. 1994; INADA et al. 1999).

Ha trabalhos que tém relatado que o padrdo de distribuicdo da
expressao de EGFR, classificados como padrdo homogéneo/heterogéneo ou
mosaico/difuso, esta correlacionado com estadiamento, grau histolégico,
nivel de invasdo (ITAKURA et al. 1994), além de pN e sobrevida global
(YANO et al. 1991; ITAKURA et al. 1994). Tal analise sobre o padrdo de
distribuicdo da expressdo imunoistoquimica desse marcador e sua relacdo
com prognostico em CEE néao 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. (1998) verificaram a
existéncia de correlacdo estatisticamente significativa entre essa proteina e
grau de diferenciagdo, corroborando nossos resultados, apesar da baixa
frequéncia de casos (10%) com superexpressdo encontrada por esses

autores.

Apesar da diferenca nao ter sido estatisticamente significativa, foi
observado que c-erbB-2 foi mais expressa em casos em que a leséo
encontrava-se no terco médio do esbfago. A explicacdo para tal associacao
pode estar mais relacionada a mera questdo de distribuicdo do nimero de
casos envolvidos do que a comportamento biolégico da doenca. Essa
relacdo nao foi observada em outros estudos com c-erbB-2, sendo que a
maioria deles afirma que essa proteina nao correlaciona-se com
caracteristicas clinico-patologicas, néo influenciando no prognostico de CEE

(HARDWICK et al. 1997; FRIESS et al. 1999; WANG et al. 1999).
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No que diz respeito a expressado de EGFR e c-erbB-2, acredita-se que
a atividade descontrolada desses receptores esteja envolvida no
desenvolvimento e progressdao tumoral em CEE, estimulando a
hiperproliferacdo das células epiteliais. A heterodimerizacdo entre c-erbB-2 e
os demais integrantes da familia dos receptores de fatores de crescimento
epidérmico, principalmente EGFR, proporciona uma inducdo mais potente
para proliferacdo celular, contribuindo ao desenvolvimento tumoral

(OLAYIOYE et al. 2000; ROWINSKY 2003; ROSKOSKI 2004).

Nossas analises mostraram a existéncia de correlacdo significativa
entre a coexpressao de c-erbB-2 e EGFR (p=0,0001), em que casos com
alta positividade para EGFR também apresentaram expresséo de c-erbB-2,
indicando a acdo conjunta desses dois receptores como heterodimeros.
Nossos dados foram diferentes aos apresentados por FRIESS et al. (1999),
gue ndo mostraram essa correlacdo significativa. Porém, o modo de analise
dos resultados da expressdo imunoistoquimica desses autores nao foi
semelhante ao nosso, 0 que poderia ter causado essa discrepancia entre os

dados.

Nossos dados mostraram associacdo entre a superexpressao de c-
erbB-2 e EGFR com tumores mais diferenciados e, portanto, menos
agressivos, sugerindo que a superexpressao dessas proteinas podem estar
relacionadas a uma outra funcdo biolégica, que ndo a proliferacdo celular,
como a inducao de diferenciagéo celular ou a outro evento que possa estar
ocorrendo concomitantemente a proliferacdo celular, mascarando o efeito

proliferativo na populacdo de células tumorais. Seriam necessarias anélises
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adicionais envolvendo outras proteinas, como o indicador de proliferacédo
celular Ki-67 e outras relacionadas a processos que possam estar
associadas a expressao desses receptores, além de estudos de
amplificacdo génica através de hibridizacdo in situ, para a melhor

compreensao do papel dessas proteinas na carcinogénese de CEE.

Ainda, existem indicios de que a superexpressdo de EGFR estaria
associada a hiperproliferagdo em estdgios pré-malignos e precoces de CEE
(ANDL et al. 2003), ndo sendo tao relevantes para a avaliacdo prognostica
em casos mais avangados, como mostram nossos resultados. Entretanto,
seria necessaria a analise de lesdes precursoras de CEE para a verificacao

de tal associagéo, o que néo foi realizada no presente trabalho.

A regulagdo do ciclo celular parece ser fator primordial para
manutenc¢do da proliferacéo celular e a alteracdo de proteinas envolvidas no
ciclo celular é freqiente em diferentes tumores. Desse modo, a alteracdo na
atuacao de umas das ciclinas pode levar a proliferagdo descontrolada das
células. Em nosso estudo, foi observado que 89% dos pacientes mostraram
expressdo positiva de ciclina A, subdivididos em positivos (60,8%) e
positivos fortes (28,1%). Tais dados diferem de alguns dados da literatura,
gue mostram frequéncias relativamente baixas (23 — 55,6%) (FURIHATA et
al. 1996; YASUNAGA et al. 2000; NOZOE et al. 2002a). No entanto, hossos
dados mostraram-se préoximos aos de CHETTY e SIMELANE (1999), que

observaram uma porcentagem de 94% de casos com marcacgao positiva.

N&ao foram verificadas diferencas significativas entre os aspectos

clinico-patolégicos analisados e ciclina A, concordando com os estudos
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realizados por CHETTY e SIMELANE (1999) e NOZOE et al. (2002a).
Entretanto, existem trabalhos mostrando correlagbes nao constatadas no
presente estudo, entre a superexpressao desse marcador, pT (YASUNAGA

et al. 2000) e estadiamento (FURIHATA et al. 1996).

Em relacdo a sobrevida global, nossas analises mostraram
associacao significativa entre ciclina A e as estimativas de sobrevida
cumulativa, em que casos considerados positivos para esse marcador,
principalmente o0s positivos fortes, apresentaram menores taxas de
sobrevida global do que os casos negativos. Isso péde ser observado na
analise abrangendo todo o periodo de seguimento (p=0,0001) e melhor
evidenciado na analise nos “end-points” de 12 (p=0,0001), 24 (p=0,0002) e
36 meses (p<0,0001), sugerindo que a analise da expressado dessa proteina
poderia ser utilizada como indicador de pior prognéstico, auxiliando na
escolha de tratamento mais indicado. Essa influéncia da superexpressao de
ciclina A na sobrevida global também foi verificada por FURIHATA et al.
(1996), reforcando a idéia de que esse marcador pode ser utilizado como

indicador prognéstico em CEE.

Sobre a ciclina Bl, o presente estudo verificou que,
aproximadamente, 53% dos pacientes mostraram ser positivos para
expressdo dessa proteina, dos quais 23,6% foram positivos e 29%, positivos
fortes. Esse resultado é similar ao observado em outros estudos, que
detectaram positividade para essa proteina em 49,3% (TAKENO et al. 2002)
e 56,7% dos casos (NOZOE et al. 2002b). J& MURAKAMI et al. (1999)

observaram uma frequiéncia mais elevada de casos positivos para ciclina B1
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(72,4%). Isso poderia ser explicado pelos parametros utlizados para a
classificacdo da expresséao desse marcador, no qual foi considerado um “cut-
off” relativamente baixo de 5% de células tumorais marcadas, quando

comparado ao “cut-off” de 10% utilizado no presente trabalho.

Embora os resultados relacionados a ciclina B1 aqui apresentados
estejam baseados na marcacdo citoplasméatica nas células tumorais,
algumas células com marcacdo nuclear foram observadas durante nossas
analises, principalmente entre as células em processo de mitose. Tais dados
encontram justificativa na literatura, que relatam que essa proteina encontra-
se no citoplasma das células neoplasicas durante a intérfase, sendo
transportadas para o ndcleo no inicio da fase mitética (VERMEULEN et al.
2003; MURRAY et al. 2004). No presente estudo, ndo foi possivel verificar a
existéncia de correlacdo estatistica entre 0s casos que apresentaram
marcacdo nuclear para ciclina B1l, devido ao baixo numero de casos.
Entretanto, existem dados que indicam que casos com expressao nuclear
dessa proteina mostram pior prognostico em relacdo aos com marcacao

citoplasmatica (NOZOE et al. 2002b).

Quanto as variaveis clinico-patolégicas, nossas analises mostraram
correlacdo estatisticamente significativa entre a auséncia de expressao de
ciclina B1 e pT (p=0,033), em que casos mais invasivos (pT3/pT4) nao
apresentaram superexpressao dessa proteina. Foi verificado, também, que
casos negativos apresentaram invasao linfatica com maior freqiuéncia
(p=0,006). Tais achados nao encontram reforcos na literatura e ainda

discordam de outros dois trabalhos, que mostraram o inverso de nossos
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resultados, em que a superexpressdo de ciclina Bl esta associada a
tumores mais invasivos e com presenca de invasao linfonodal (MURAKAMI

et al. 1999; TAKENO et al. 2002).

Embora nossos dados indiqguem que a superexpressao de ciclina B1
nao estaria conferindo uma maior agressividade ao comportamento tumoral
em CEE, foi verificado que a alta positividade para ciclina B1 esta associada
estatisticamente com pior prognéstico (p=0,014), mostrando menores taxas
de sobrevida global do que os casos considerados negativos para esse
marcador. Tal relacdo também foi constatada nos “end-points” de 12
(p=0,009), 24 (p=0,004) e 36 meses (p=0,004). Esses dados sugerem um
valor prognaéstico para ciclina B1, de modo semelhante a ciclina A, indicando
pior progndéstico aos pacientes com superexpressao dessa proteina, sendo
confirmado por outros trabalhos existentes na literatura (MURAKAMI et al.

1999; NOZOE et al. 2002b; TAKENO et al. 2002).

Vale lembrar que nivel de invaséo e invasao linfatica foram avaliadas
somente nos casos representados por pecas cirurgicas, restringindo a nossa
amostra durante as andlises de correlagdo envolvendo essas duas variaveis;
enquanto que a avaliacdo de sobrevida global abrangeu toda a casuistica
envolvida nesse estudo, o0 que poderia ter gerado tais resultados,
aparentemente, contraditérios. Além disso, outro fator que poderia ser
levado em consideragdo € o critério utilizado para analise da expressao

imunoistoquimica de ciclina B1 e a avaliagdo de presenca de invasao

linfatica, que podem néo ter sido os mais adequados para esse estudo.
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Baseado no que ja se conhece a respeito da atividade da ciclina B1
no ciclo celular, acredita-se que niveis elevados dessa proteina poderiam
estar descontrolando a progressdo da fase mitética, além de poder
desregular a degradacgéo de ciclinas por protedlise dependente de APC, e
assim, potencializar a estimulagédo para proliferagdo celular. No entanto,
nossos resultados nédo ajudaram a esclarecer o papel da ciclina B1 na

carcinogénese em CEE.

Nossas analises verificaram que cerca de 51% dos casos
apresentaram superexpressao de ciclina D1, sendo 33% positivos e 17,9%
positivos fortes. Tal frequéncia é similar ao observado em dois trabalhos
anteriores, que mostraram 56,5-58% dos casos com superexpressdo dessa
proteina (LIN et al. 2004; SUNPAWERAVONG et al. 2005). Entretanto,
diferentemente de nosso trabalho, frequéncias relativamente mais baixas,
17-40,5%, tém sido relatadas por outros autores (TAKEUCHI et al. 1997,
ANAYAMA et al. 1998; MATSUMOTO et al. 2000; IKEGUCHI et al. 2001,
Anonymus 2001; GUNER et al. 2003), assim como taxas mais elevadas de
66-72,7% (IKEDA et al. 1999; SARBIA et al. 1999). Critérios distintos de
avaliacdo da expressédo protéica, uso de diferentes anticorpos e protocolos

de imunoistoquimica poderiam justificar essa discordancia entre os dados.

Embora a grande maioria dos casos tenha apresentado expressao
nuclear para ciclina D1, foram observadas algumas células com marcacgao
citoplasmatica. Tais marcacdes podem estar representando moléculas de
ciclina D1 translocadas para o citoplasma, em direcdo a sua degradacao

proteosomal (COQUERET 2002).



Discussdo 84

Andlises de correlagdo entre a superexpressdo de ciclina D1 e
caracteristicas clinico-patolégicas foram realizadas no presente estudo,
sendo verificadas diferencgas significativas relacionadas a cor dos pacientes
(p=0,026). De acordo com esses resultados, individuos de cor branca
apresentam mais frequentemente maior imunoreatividade para ciclina D1.
Contudo, ndo existem dados na literatura que tenham relatado a existéncia
dessa correlacdo e que possam fornecer alguma explicacdo biologica para

esse comportamento.

No presente trabalho, foi observado que casos positivos para
expressdo de ciclina D1 foram mais frequentes em tumores considerados
bem/moderadamente diferenciados; porém, tal diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p=0,070). H4 dados de outro estudo que
mostraram correlacao significativa entre a superexpressdo dessa proteina e
tumores menos diferenciados (SARBIA et al. 1999), enquanto ha relatos da

existéncia de correlagdo com tumores mais diferenciados (Anonymus 2001).

Em relacdo a sobrevida global, nossas analises mostraram que casos
com expressao positiva de ciclina D1, especialmente a positiva forte,
influenciam negativamente as curvas de sobrevida global, no periodo total
de seguimento dos casos (p=0,0001) e nos periodos de 1, 2 e 3 anos
(p<0,0001), sugerindo a utilizacdo desse marcador como indicador de pior
prognostico. Tais dados encontram suporte em outros trabalhos da literatura
(TAKEUCHI et al. 1997; ANAYAMA et al. 1998; SARBIA et al. 1999;

IKEGUCHI et al. 2001; IMAMURA et al. 2001; GUNER et al. 2003).
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Existem trabalhos ainda que ndo constataram importancia prognéstica
para a expressdo imunistoquimica de ciclina D1; no entanto, deve-se levar
em consideracdo a casuistica relativamente baixa utilizada nesses estudos

(IKEDA et al. 1999; LIN et al. 2004; SUNPAWERAVONG et al. 2005).

Em nosso trabalho, foi verificada correlacdo estatisticamente
significativa entre a coexpressao das trés ciclinas estudadas (p=0,0001).
Como mencionado anteriormente, a ciclina D1 esta envolvida no controle de
transcricdo de genes necessarios para a fase S, como a ciclina A (FU et al.
2004; DESHPANDE et al. 2005), justificando nossos dados, em que cerca
de 95% dos casos positivos para a ciclina D1 mostraram coexpressao com a
ciclina A. Ha indicios de que a ciclina A atue na transicdo para a fase
mitGtica, atuando nessa fase, juntamente com a ciclina B1 (YAM et al. 2002;
VERMEULEN et al. 2003). Esses dados podem justificar nossos resultados,
gue mostraram a existéncia de correlagdo significativa entre a coexpresséo
dessas duas proteinas. Além disso, foi constatado que cerca de 64% dos
casos com superexpressdo de ciclina D1 apresentaram coexpressao de
ciclina B1, sendo esta associacao significativa, sugerindo que as trés ciclinas
aqui estudadas estédo intimamente relacionadas no processo carcinogénico
em CEE. De nosso conhecimento, ndo existem outros trabalhos na literatura

gue tenham realizado estudos entre as trés ciclinas em CEE.

No presente estudo, foi verificada também correlagdo significativa
entre a coexpressdo de EGFR/ciclina D1 (p=0,001) e c-erbB-2/ciclina D1
(p=0,015). Tais correlagbes encontram suporte na literatura, que indicam

gue a expressao de ciclina D1 é dependente de sinais extracelulares
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induzidas por fatores de crescimento, através dos receptores como EGFR e
c-erbB-2, que também apresentaram superexpressao no presente trabalho
(COQUERET 2002; VERMEULEN et al. 2003; FU et al. 2004).
SUNPAWERAVONG et al. (2005) mostraram resultados diferentes, sendo
gue nao verificaram significancia estatistica entre a coexpressdo dos trés
marcadores em 55 casos de CEE, uma casuistica relativamente pequena

guando comparada ao numero de casos aqui analisado.

Foi constatada uma tendéncia a significancia para a correlacdo entre
a coexpressao de ciclina B1 e EGFR (p=0,051). De nosso conhecimento,

nao existem resultados semelhantes na literatura.

A existéncia de correlagdo estatisticamente significante entre a co-
expressdo de VEGF com as ciclinas A, B1 e D1 foi observada em nossas
analises. Entretanto, ndo foram encontrados resultados semelhantes na

literatura.

A ciclina D1 estd envolvida, principalmente, na estimulacdo da
proliferacdo celular através da transcricdo de genes necessarios na
transicdo da fase G1-S, permitindo a progressao do ciclo celular, sendo que
alteracdoes relacionadas a ciclina D1 podem levar a proliferacao
descontrolada das células (FU et al. 2004; MURRAY 2004; DESHPANDE et
al. 2005). No entanto, nossos dados mostram que a superexpressado dessa
proteina “tende” a ocorrer mais freqiientemente em casos menos invasivos
(p=0,070), de modo semelhante ao que ocorre com c-erbB-2 e EGFR.
Conforme discutido anteriormente, tais dados podem sugerir que essas

proteinas podem estar envolvidas em outros processos celulares, como
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diferenciacdo celular, ao invés de ou que possam estar ocorrendo
concomitantemente a proliferacdo celular, de modo que a populacdo de
células tumorais resultante tenham um carater menos invasivo, dando a
falsa idéia de estar ocorrendo baixas taxas de atividade proliferativa.
Entretanto, estudos envolvendo outras proteinas relacionadas a esses

processos celulares seriam necessarios para verificar essa hipotese.

Um ponto a ser discutido em relagdo a expressdo das ciclinas diz
respeito aos critérios para classificagdo da expressao imunoistoquimica, pois
ainda ndo existe um consenso entre os trabalhos existentes relacionados a
essas proteinas. De modo semelhante ao nosso trabalho, dois estudos
realizaram a analise da expressao das ciclinas A (NOZOE et al. 2002a) e D1
(GUNER et al. 2003) considerando tanto a frequéncia de células tumorais
marcadas quanto a intensidade do padrdo de marcacdo. No entanto, 0s
critérios utilizados para categoriza¢do dos casos foram distintos aos nossos.
Diferentemente de nosso trabalho, muitos autores levam em consideracéo
somente a frequéncia das células tumorais marcadas, com “cut-offs”
variando de 1-25% (NAKAGAWA et al. 1995; TAKEUCHI et al. 1997,
ANAYAMA et al. 1998; CHETTY e SIMELANE 1999; IKEDA et al. 1999;
MORGAN et al. 1999; SARBIA et al. 1999; MATSUMOTO et al. 2000;
YASUNAGA et al. 2000; IKEGUCHI et al. 2001; Anonymus 2001; NAKAJIMA
et al. 2002; TAKENO et al. 2002; LIN et al. 2004; WU et al. 2004;
SUNPAWERAVONG et al. 2005). Baseados ainda na frequéncia,
MURAKAMI et al. (1999) e NOZOE et al. (2002b) classificam o padréao de

expressdo em  homogéneo/heterogéneo e  nuclear/citoplasmatica,
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respectivamente. Diante disso, 0 uso de critérios distintos para a
classificacdo da expressao imunoistoquimica pelos diferentes autores pode
explicar a existéncia de resultados controversos, dificultando a comparacgéo
dos dados existentes na literatura e, conseqientemente, a compreenséao do

papel dessas proteinas no desenvolvimento tumoral em CEE.

A angiogénese desempenha importante papel na progressao tumoral
por proporcionar nutrientes que mantém a sobrevivéncia das células
tumorais, permitindo seu crescimento e facilitando sua disseminaca