GLAUCO BAIOCCHI NETO

Perfil da expressdo imunoistoquimica dos receptores
da familia ErbB e seu prognostico em pacientes com
cancer de colon e reto com alto risco para

recorréncia apos cirurgia radical

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencédo do tiwlo d

Mestre em Ciéncias

Area de Concentrag&o: Oncologia

Orientador: Prof. Dr. Ademar Lopes

Sao Paulo

2008



Esta dissertacdo estd de acordo com as seguintems)oem vigor no momento

desta publicacéo:

Referéncias: adaptado daternational Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver)

Universidade de Sado Paulo. Faculdade de Medicimavic® de Biblioteca e
Documentacdo.Guia de apresentacdo de dissertacdes, teses e madiasy
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Mariaa JA L. Freddi, Maria F.
Crestana, Marinalva de Souza Aragéo, Suely CampodoSo, Valéria Vilhena. 2a

ed. S&o Paulo: Servico de Biblioteca e Document&Eib.

Abreviaturas dos titulos dos periodicos de acomin ktist of Journals Indexed in

Index Medicus



SUMARIO
RESUMO
SUMMARY
(R ESI0] 51U L07:Y 0 T 1..
1.1 O CANCER DE COLON E RETO ESTADIO 1 E Hl.ccveveveviiericrenee, 3
1.2 RECEPTORES DA FAMILIA ERBB ..........coooommmecececeeeeeeesseeeeeessenennes 7
2. OBIETIVOS ...ttt an it en s seens 14
3. CASUISTICA E METODOS .....ocvoiitiieiiieteceeteeeee ettt 15
3.1 TIPO DE ESTUDO ...oocuiuieeeeeeeee e sssasesesenensnesenassssssnnnes 15
3.2 METODOS ..ottt cmmms ettt sttt v e nneneas 15
3.2.1 COLETA DE DADOS ....cooviveveieieieeeieteeeeeeieeieeieeeeenes s s s, 15
3.2.2 CRITERIOS DE INCLUSAQ .....cocoviviiceete e, 15
3.2.3 CRITERIOS DE EXCLUSAOQ ......c.cooviviiieeeeeceeieeeece e, 16
3.2.4 VARIAVEIS COLETADAS ......cocoovveeeeemeeeeeee e en s s, 16

3.2.5 DETERMINACAO IMUNOISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DEGFR,

ERBB2, ERBB3 E ERBB4 .......covvveee sttt ennnes 20
3.2.6 ANALISE ESTATISTICA ..ot e, 31
3.3 CASUISTICA ..ot eeeee et 32
3.3.1 COMPOSICAO DA AMOSTRA .....coovveeemememeeeeeeeesereeesee s 32
3.3.2 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS ........ccocvveeererereeerreineeienns 33
3.3.3 DADOS DE ANATOMIA PATOLOGICA .....cocveveeeececeeeeeeieeeeeeene, 33

3.3.4 DADOS DO SEGUIMENTO ....coiiiiiiiiiiiiiiiiii 38



4. RESULTADOS ... .. 40

4.1 TESTES DE ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS ......ccvcureen.n. 40

4.2  SOBREVIDA LIVRE DE DOENGA ......c.coovieeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e 47
4.3  SOBREVIDA GLOBAL......coiuiteieeeeeeeeeeteeeeeeeeeveeeseseaeaeaes s s s s, 53

5. DISCUSSAD........coiiieiicieet ettt ettt 59

B. CONCLUSOES.......ovitiiciecteeeee ettt ettt sttt 70

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ccocviiiiiiieieteieeeeee e 71



RESUMO

BAIOCCHI NETO G. Perfil da expressédo imunoistoquimica dos receptorega
familia ErbB e seu progndéstico em pacientes com océ&r de coélon e reto com
alto risco para recorréncia apés cirurgia radical [dissertacdo].Sado Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de S&o PaQB.2B6p.

INTRODUCAO: Deve-se considerar que cerca de 70% 80s pacientes portadores
de carcinoma colorretal estadio Il podem ser cugag@nas com cirurgia. Por outro
lado, a despeito do tratamento empregado e dosfitiesealcancados com a
evolucéo dos tratamentos adjuvantes, cerca de3B9%6ados pacientes tratados com
doenca em estadio Il vém a falecer por recidivadral. E provavel que existam
caracteristicas biomoleculares intrinsecas queapos®nferir maior agressividade e
resisténcia ao tratamento adjuvante. A familia mejnas ErbB formam um grupo
de receptores de membrana, cuja funcao é ativar @evsinalizac&o intracelular em
resposta ao sinal extracelular e é formada porrguaceptores: EGFR/ErbB1,
ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4. O complexareleeptores ErbB é uma
das vias de transmissao de sinal celular mais anepige estudada, porém poucos
estudos interessados em avaliar a expressao duoe geeeptores da familia ErbB e
sua correlacdo prognostica no cancer de coélon @ faebm realizados até o
momento. Nosso objetivo foi avaliar a expressaonmisioquimica de EGFR,
ErbB2, ErbB3 e ErbB4 e seu papel como fator proggmeara sobrevida livre de
doenca e sobrevida global em carcinoma de colatoeastadio Il de alto risco e

estadio Il submetidos a tratamento cirtirgico radi€ASUISTICA E METODOS:
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Trata-se de um estudo retrospectivo que avaliou gér&e de 118 individuos
portadores de adenocarcinoma de colon e reto sthdie 11 com fatores de alto risco
ou estadio lll. Foram analisadas variaveis clinatojdgicas e as expressdes de
EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4 foram determinadas agasge imunoistoquimica
pelo dispositivo técnico “Tissue Microarray” (TMARESULTADOS: O tempo de
seguimento mediano foi de 58,8 meses. A sobrevalzabda amostra foi de 71,2%
em 5 anos. A sobrevida livre de doenca foi de 67¢8f65 anos. As expressdes
imunoistoquimicas positivas de EGFR, ErbB2, Erb88,membrana de ErbB4 e em
citoplasma de ErbB4 foram encontradas em respeotinge 59,3%, 7,6%, 71,2%,
10,2% e 20,3% dos casos. Houve diferenca sigrifecata expressdo de EGFR em
relacdo a localizacdo da neoplasia, onde 75% dogras com tumor em reto
apresentaram expressao positiva, contra 52,4% esttemores de coélon (p=0,02).
Em relacdo a expressdo ErbB2, houve diferencafisigiiva no que refere ao
estadiamento, onde 1,8% dos pacientes com estadaprésentavam expressao
positiva, contra 12,7% entre os pacientes com iestddp=0,03). A expresséo de
ErbB3 teve diferenca significativa em relacdo &s@nea de embolizacao linfatica,
com expressao positiva em 79,5% dos pacientes am@naia de embolizacao
linfatica frente a 46,7% dos com presenca de emdgdo linfatica (p=0,001). Em
relacdo a expressdao de ErbB4, ndo houve difereigeéficativa entre todas as
variaveis estudadas, tanto para expressao em memig@anto em citoplasma.
Observamos que presenca de embolizacdo vasculaticiy presenca de invasao
perineural, expressao imunoistoquimica negativ&ntdB3 e positiva de ErbB4 em
membrana influenciaram negativamente a sobrewda e doenca em cinco anos

na analise univariada. No modelo multivariado, pressao negativa de ErbB3 (RR:
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2,43; IC 95%: 1,26 — 4,66) e a expressao positvkntdB4 em membrana (RR: 3,03;
IC 95%: 1,31 — 6,98) mantiveram-se como fator irtelente para risco de recaida.
Observamos ainda que idade igual ou maior que 65, gmesenca de embolizacéo
linfatica e expressdo negativa de ErbB3 influemcramegativamente a sobrevida
global em 5 anos na analise univariada. No modeltivariado, a idade igual ou
maior que 65 anos (RR 2,83; IC 95%: 1,36 — 5,98)ee&pressao negativa de ErbB3
(RR: 2,52; IC 95%: 1,28 — 4,97) mantiveram-se cdator independente para risco
de 6bito. CONCLUSOES: A expresséo positiva de ErbBdmembrana foi variavel
de risco independente para recidiva e a expressgativa de ErbB3 foi variavel de
risco independente para recidiva e Obito. As exgiies imunoistoquimicas de ErbB3
e de ErbB4 em membrana podem selecionar pacierdgadpres de cancer
colorretal estadios Il e Il submetidos a tratameairargico radical que tenham

maior risco de recidiva e obito.

Descritores: neoplasias do colo, neoplasias retais, prognosteceptor erbB-2,

receptor erbB-3, genes erbB-1, imunoistoquimicalisgé em microsseries.
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SUMMARY

BAIOCCHI NETO G. Immunohisthochemical expression of ErbB family
receptors and their prognostic role in patients wih colorectal cancer with high
risk of recurrence after radical surgery. [dissertation] S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2008. 86p.

INTRODUCTION: In spite of multidisciplinary treatmg survival after 5 years in
these subgroups is under 60 and 70%. Probably, patrents have recurrence due
to microscopic residual disease resistant to thpivadt treatment received.
However, other patients do not have recurrent dseaven without adjuvant
treatment as they have already been cured by suat@me. Thus, there is a need to
identify biological tumoral characteristics that ynaredict poor outcome and guide
the development of new adjuvant treatments. Thdeepial growth factor receptor
(EGFR/ErbB1), ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 and ErbB4/HER# a group of
subtype | tyrosine-kinases sharing structural hogielk, especially at the
intracellular domain. Protein kinases are enzyrhas play a key regulation role in
nearly every aspect of cell biology. There havenbady a few studies that explored
the expression of ErbB family in colorectal cancditse present study was designed
to investigate the expression of ErbB family inthigsk colorectal cancer (high risk
stage Il and stage IIl) submitted to radical suygend their role as a prognostic
factor to recurrence and survival. MATERIALS AND NIHODS: We studied 118
individuals with high risk stage Il and stage ltll@rectal cancer submitted to radical

surgery. Clinico-pathological data were reviewethBEfamily protein expression in



tumor tissue was assessed by immunohistochemisinyg uTissue Microarray
technique. RESULTS: The median follow-up time w&s85months. The five-year
overall survival was 71,2% and five-year diseas® fsurvival was 67,8%. The
immunohistochemical expression was consideredipeditir EGFR, ErbB2, ErbB3,
ErbB4 membrane and ErbB4 cytoplasmic in respegtived,3%, 7,6%, 71,2%,
10,2% and 20,3% of the patients. EGFR expressios associated with tumor
localization, ErbB2 expression with stage Ill anbBE3 negative expression with
lymphovascular invasion. Membranous positive ErbB&pression was an
independent prognostic factor only for recurret®B3 negative expression was an
independent prognostic factor for recurrence andviwal in the multivariate
analysis. EGFR, ErbB2 and cytoplasmic ErbB4 expmeswas not associated with
prognosis. CONCLUSIONS: Membranous positive ErbBd{pression was an
independent prognostic factor for recurrence ariBBmegative expression was an
independent prognostic factor for recurrence amdiwal. The immunohistochemical
expression of ErbB3 and ErbB4 may be used to ifjeatsubgroup of patients with

stage Il and Il colorectal tumors at higher riskecurrence and death.

Descriptors: colonic neoplasms, rectal neoplasms, prognosisgptec erbB-2,

receptor erbB-3, genes erbB-1, immunohistochemistigroarray analysis.



1 - INTRODUCAO

O cancer de colon e reto é a terceira neoplasia maidente no mundo
representando 1.167.020 casos novos estimado® @ara de 2007 (Global Cancer
Facts & Figures, 2007). E a terceira neoplasia rimgislente e a terceira causa de
morte por cancer em ambos 0s sexos nos EstadosdJiicherican Cancer Society,
2007). O numero de 6bitos relacionados ao canceoélde e reto no Brasil em 2004
foi de 4.416 6bitos para homens e 5.135 para negh@finistério da Saude, 2006) e
0 numero de casos novos de cancer de colon estteados para o Brasil em 2008
€ de 12.490 casos para os homens e de 14.500 paralberes. Estes valores
correspondem a uma taxa bruta estimada de 13,23 casos / 100.000 homens e
14,88 / 100.000 mulheres (Instituto Nacional do@an2008).

A sobrevida esperada em cinco anos, considerandoekes os estadios,
atualmente gira em torno de 66,3% (Surveillanced&piology and End Results,
2005a). A sobrevida é influenciada principalmergi® gomprometimento linfonodal
e pela profundidade de infiltracdo da neoplasiparade intestinal (Gelb e Schrock,
1997; Ratto et al., 1998; Compton et al.,, 2000je&$atores sao classificados no
sistema TNM de estadiamento e sédo, até 0 momestajnwos elementos que
norteiam a indicacdo de tratamento adjuvante ferargaios clinicos (Greene et al.,
2002; National Institute of Health, 1990).

O tratamento do cancer de colorretal € multidigt#n] mas tem a cirurgia
como modalidade mais importante quando a intengidratamento é curativa

(Nelson et al., 2001). A resseccao consideradd ia tumores do colon consiste



na retirada do segmento acometido com margem pabxandistal minima de 5 cm,
em monobloco com a cadeia linfatica regional, kaé pela origem do tronco
arterial daquele segmento (Nelson et al., 2001).

Para os tumores de reto, considera-se ideal acggsseom margem distal
minima de mucosa de 2 cm, com excisdo total do metece ligadura na origem da
artéria mesentérica inferior (Nelson et al., 20&h tumores localmente avancados
e aderidos a outros Orgaos ou estruturas adjacesdgs-se realizar a resseccao
ampliada em monobloco com a estrutura aderidar@/ieti al., 1999; Nelson et al.,
2001).

O tratamento adjuvante é empregado em pacientes attumrisco para
recidiva ap0s o tratamento cirargico de carateatow e visa diminuir os riscos de
recaida local e a distancia. As modalidades danr@tto adjuvante recomendadas
sdo a quimioterapia para tumores do célon e retoraglioterapia, para tumores do
reto.

O 5-fluorouracil (5-FU) faz parte da classe daoribpirimidinas e até a
década de 70 havia sido a Unica droga em que saJzasa quimioterapia para o
cancer colorretal (Kemeny et al., 1997; Moore elddal1999). O tratamento
adjuvante do cancer colorretal iniciou uma nova faa década de 80, a partir da
utilizacdo do levamisole no tratamento da doenctastégica. Sua eficacia como
terapéutica isolada n&do foi confirmada, porém lsea@m seu efeito
imunomodulador, iniciou-se 0 uso em combinacdo oosrFU em ensaios clinicos
bem delineados. Apds os resultados de 2 estudosi€let al., 1989; Moertel et al.,
1990), o tratamento com 5-FU e levamisole por 1 passou a ser padrdo no

tratamento adjuvante de pacientes com cancer @& @stadio Ill. Outros estudos



mostraram também a eficacia do uso de outro imudatador (acido folinico ou
leucovorin) em associacdo com o 5-FU (Francini let 12094; IMPACT, 1995;
O’connell et al., 1997). Mais tarde foi comprovadequivaléncia do uso de 5-FU e
leucovorin por 6 meses quando comparado ao uso-klé & levamisole por 12
meses, sendo que a primeira tornou-se a recomengsEga uso em tratamento
adjuvante do cancer colorretal estadio Il (Mookgadler, 1999; Ragnhammar et al.,
2001).

Em 2003 foram publicados os primeiros resultadosrdesstudo prospectivo
e aleatorizado com 2.246 pacientes que receberbi &-leucovorin ou 5-FU e
leucovorin associado a oxaliplatina (FOLFOX4) (Dea@ont et al., 2003). Os
resultados preliminares aos 37 meses de seguinmeostraram menor recaida a
favor do grupo que recebeu FOLFOX4, porém sem gahosobrevida global
(André et al., 2004). Estes dados sugerem que @assquema FOLFOX4, apesar
de associado maior toxicidade € atualmente é urpartante opcédo no tratamento
adjuvante dos pacientes com cancer colorretal iesthdNational Cancer Institute,

2008).

1.1- O CANCER DE COLON E RETO ESTADIOS Il E 1lI

Considerando-se os pacientes com estadios Il a Bgbrevida esperada em
cinco anos é respectivamente de 79,7% e 58,3% dfBance Epidemiology and
End Results, 2005b). A indicacéo de tratamentovatii¢ em pacientes com cancer
colorretal no estadio Il permanece controversao Petnos trés grandes estudos

prospectivos e randomizados demostraram beneficteathmento adjuvante apenas



nas analises de subgrupo para o estadio Il (Laatréd., 1989; Moertel et al., 1990;
Francini et al., 1994).

O National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Bcbj(NSABP), com o
objetivo de avaliar o beneficio da quimioterapipuaante para o estadio Il, analisou
em conjunto os dados de quatro estudos conduzelosgpupo em que os critérios
de inclusdo e tempo de seguimento foram simildRepresentavam o estadio Il,
41% dos casos e nesta analise os beneficios dameato adjuvante foram
independentes do estadio clinico (Mamounas €1%09).

O Cancer Care Ontario Practice Guideline InitefCCOPGI) em conjunto
com a American Society of Clinical Oncology (ASCf@plizaram em 2003 uma
revisdo sistematica da literatura publicada (3Tidest randomizados e 11 meta-
analises) referente ao tratamento adjuvante daliesth(Figueredo et al., 2004).
Foram incluidos 20.317 pacientes com a proporcéatiarde pacientes com estadio
Il de 48%. Foi encontrado um pequeno incrementolatis em sobrevida livre de
doenca que variou de 5 a 10%, porém sem diferestatistica em sobrevida global.
Concluiram gque o uso rotineiro de quimioterapiaizaljte no paciente estadio Il até
0 momento ndo tem beneficio claro para ser recoatende rotina. AO mesmo
tempo sugerem que esforcos devem ser feitos pacucéo de estudos que melhor
avaliem o papel progndstico de alteracdes biomtdesst A motivacdo dos estudos
seria melhor estratificar grupos de pacientes caaomrisco de recorréncia e/ou
probabilidade de resposta ao tratamento adjuvante.

E importante lembrar da toxicidade relacionada sm de quimioterapia. A
mortalidade € cerca de 1% (Rothenberg et al., 2q@cipalmente em pacientes

idosos. Apesar da publicacdo pelo European MOSAl@ySter mostrado beneficio



em sobrevida livre de doenca em 3 anos no estddsudmetido ao esquema
quimioterapico baseado em oxaliplatina (De Grameinal.,, 2003), seu uso esta
associado a neurotoxicidade e que pode ser pralargdebilitante.

Em relacdo aos pacientes com tumor estadio climicgaubmetidos a
tratamento cirdrgico radical, trés questdes pergemeainda sem resposta. Todos 0s
pacientes deveriam ser submetidos a tratamentgadpide rotina? Quais seriam o0s
fatores de pior prognostico associados? Os subgrdpoacientes com estadio Il
com fatores de pior progndstico se beneficiariamudmioterapia adjuvante?

As elevadas taxas de sobrevida observadas em fcidm estadio Il e um
reduzido numero de eventos de recaida e 6bito kagéeao estadio Ill, dificultam a
interpretacdo dos resultados e tornam-se necessdmiastras maiores e seguimento
mais prolongado. Em outras palavras, a falha enurdentar beneficio estatistico
relevante da terapia adjuvante encontra-se nodateelativo bom progndstico no
estadio Il tratado apenas com cirurgia e a necdsidla randomizacdo de um
namero muito grande de pacientes para se demonstrarpequena margem de
beneficio absoluto em sobrevida e que tenha padatisico.

Apesar de parecer que haja um beneficio relativaratamento adjuvante
para o estadio Il assim como é estabelecido paeat@dio Ill, € necessario um
namero de 9.680 pacientes em cada grupo para aetatea diferenca de sobrevida
de 2% entre o grupo tratado e o controle (Bendaat Hl., 2004).

Apesar de estarem sendo identificados marcadorakadesco para pacientes
com estadio Il e Ill, deve-se chamar atencéo pdeacoque a identificacdo desses

marcadores possa apenas estar indicando um subdgypacientes com risco maior



de recorréncia e 0Obito, sem necessariamente comglei haja beneficio clinico de
um determinado tratamento adjuvante.

O estéadio Il constitui um subgrupo heterogénea@atdo ao prognostico e
alguns autores preconizam uma melhor estratificéChapuis et al., 1986; Gelb e
Schrock, 1997). A sexta e mais recente versdo dadiamento TNM ja traz
modificacdes neste sentido. Sdo separados os tama8réestadio 1IA) dos tumores
T4 (estadio 11B) (Greene et al., 2002).

Apoés reunido de consenso sobre fatores prognésticosancer colorretal
realizada em 1999, o American Joint Committee onc€a (AJCC) estratificou
fatores anatomopatologicos e moleculares ja estisdadh cancer colorretal em
cinco categorias, propostas pelo Colégio Amerigdm®atologistas de acordo com a
qualidade dos estudos publicados (Compton et@Q& Compton et al., 2000b). A
categoria | agrupa fatores bem validados em estdddsoa qualidade, ja utilizados
na pratica clinica para nortear condutas e carmidatpossivel incorporacdo ao
TNM. A categoria IIA reune fatores extensamenteestigados e com valor
prognoéstico suficiente para serem descritos nodokuanatomopatologicos. Na
categoria IIB, encontram-se fatores bem estudadas,ndo o suficiente para serem
estabelecidos nas categorias | ou IIA. A categbiliagrupa fatores ainda pouco
estudados. Na categoria 1V, estdo os fatores lagwminvestigados e que,
definitivamente, ndo demonstraram significado pésgjino. Nas categorias | e lIA,
encontram-se a dosagem sérica pré-operatdria dgeaat carcinoembrionario
(CEA), o grau histologico, a embolizacdo vascudengsiinea, a embolizacéo linfatica
e a invasado perineural. Estes fatores auxiliametecdo de pacientes candidatos a

protocolos de tratamento adjuvante e foram utibsadheste estudo, para definicdo



de grupos de alto risco para recidiva e 6bito @ent pacientes com doenca em
estadio II.

Deve-se considerar que cerca de 70 a 80% dos pexieom estadio Il
podem ser curados apenas com cirurgia. Quanto ea asgiecto, reiteramos a
incapacidade atual em identificar o pequeno sulmgrdp pacientes que seria
beneficiado com o tratamento complementar. Entietam despeito do tratamento
empregado e dos beneficios alcancados com a ewvdllositratamentos adjuvantes,
cerca de 20 a 35% dos pacientes tratados com deemgstadio Ill vém a falecer
por recidiva tumoral.

Os pacientes portadores de cancer colorretal estadi 11, submetidos a
tratamento cirdrgico radical adequado deveriamns@s bem estratificados quanto
ao risco de recorréncia e Obito. De um lado, acagfio de tratamento adjuvante
seria mais seletiva, mas por outro lado € provaued existam caracteristicas
biomoleculares intrinsecas que possam conferir magjessividade e resisténcia ao

proprio tratamento adjuvante instituido.

1.2— RECEPTORES DA FAMILIA ERBB

A familia de proteinas ErbB tem seu nome originadchomologia com o
Produto Génico da Eritroblastose ViraldrbB). Trata-se de receptores de membrana
tipo |, cuja funcdo é ativar a via de sinalizachtraicelular em resposta ao sinal
extracelular e é formada por quatro receptores: RFEE®BB1, ErbB2/HER2,
ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4 (Yarden e Sliwkowski, 20BHynes e Lane, 2005;
Grandis e Sok, 2004). O complexo de receptores ErbBa das vias de transmissao

de sinal celular mais amplamente estudada e umpaeaio poder bioldégico de um



sinal aberrante (Citri e Yarden, 2006). A estrutdeacada um dos receptores esta

representada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura dos receptores da Familia EAdaptado de Grandis e Sok,

2004

Todos os membros da familia possuem um dominicaeeitrlar, onde se
encontram 13 polipeptideos como sitio de ligac&a pamolécula sinalizadora, um
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico atividade tirosinaquinase.
O dominio extracelular das proteinas ErbB podesaptar-se sob a conformacéo
inibida ou sob a conformacéao ativa (Finnegan ey;2@07; Moasser, 2007). Apesar

da familia ErbB ser considerada um protétipo no gee refere a atividade



tirosinaquinase, dois membros da familia (ErbB2 rbBB) ndo tem atividade
autdénoma (Citri e Yarden, 2006; Yarden e Sliwkow&kiO1; Hynes e Lane, 2005;
Grandis e Sok, 2004).

S&o conhecidas pelo menos 30 moléculas sinalizadque geralmente séo
pequenas proteinas secretadas pela célula no esp&goelular, denominados
fatores de crescimento. Todos os fatores de crestinsao sintetizados a principio
como precursores ancorados a membrana e de foflpsacgiente sédo liberados da
célula por proteodlise (Hynes e Lane, 2005; Finneg&@arey, 2007).

A interacdo entre o receptor e o seu fator de icnestto, inicia uma mudanca
na conformacédo do seu dominio extracelular deviogtara ativo e promove sua
dimerizacdo. Cada receptor homodimérico ou heter®dco inicia uma complexa
cascata de sinalizacao, que resulta na proliferaghdar, diferenciacdo, migracao,
adesdo e transformacdo. A selecdo de parceiros ¢ararizacdo determina a
atividade sinalizadora entre as proteinas ErbBd@tae Sliwkowski, 2001; Hynes e
Lane, 2005; Moasser, 2007).

As duas maiores vias de sinalizacdo da familia E'lBBRAS-RAF-MAPK e
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT) (Yarden diskowski 2001; Hynes e Lane
2005; Grandis e Sok 2004). RAS-RAF-MAPK (proteinangse mitdgeno ativado)
sdo um grupo de serina-treonina quinases que magalaproliferacdo celular,
sobrevida e migracdo no cancer. A PI3K/AKT tambénungéa serina-treonina
quinase. Através de varias etapas intermediari®d3id ativa a enzima AKT, que
entdo age sobre fatores de transcricdo no nu@galando as vias de sinalizacdo da

apoptose, expressao génica e proliferacdo celMandelsohn e Baselga 2000;
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Yarden e Sliwkowski 2001; Hynes e Lane 2005; GraedSok 2004). Estas vias de

sinalizacao estdo resumidas na Figura 2.

EGFR HER-3

!
I

il oo={)

CITOPLASMA

| DNA | NUCLEO
@ TRANSCRIGAO GENICA

Proliferacao

Apoptose

Angiogénese

Diferenciacao

Figura 2. Representacdo esquematica dos rece@@GieR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4,
homodimeros, heterodimeros e vias de sinalizacdaptddo de Karamouzis et al.,

2007.

Nas células tumorais, a familia de receptores EtbBtivada por varios
mecanismos, incluindo a mutacao, a superexpresgémacao autocrina e paracrina
dos fatores de crescimento. Na estimulacdo paeados receptores ErbB, os fatores
de crescimento sdo liberados pelas células donestrenquanto que a estimulagao

autdcrina resulta da liberacdo dos fatores de ionesto ancorados na membrana
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celular (Hynes e Lane 2005). Os ligantes da far&itlzB podem ser divididos em 3
grupos: o primeiro inclui o fator de crescimentoidépmico (EGF), fator de
transformacao de crescimento alfa (TGF-alfa) e eeqpilina que ligam ao EGFR.
O segundo grupo inclui betacelulina, ligante deahep — EGF e epiregulina que
mostram dupla especifidade e se ligam ao EGFR &4r terceiro grupo é
composto pelas neuregulinas, sendo que as neuragulie 2 se ligam ao ErbB3 e
ErbB4 e as neuregulinas 3 e 4 apenas ao ErbB4guafil também mostra a
apresentacao esquematica dos ligantes e receptores.

Tanto a superexpressdo quanto a alteracdo estruioraEGFR sao
encontrados em diversas neoplasias. A superexpreis&EGFR é frequente em
tumores cerebrais e encontradas em 40% dos gliofndaambém detectada nas
lesGes pré-malignas do epitélio oral, pulmao, ptéaseé colo uterino (Grandis e Sok
2004). A mutacdo mais comum (tipo Illl) € a deleg@® parte do dominio
extracelular, que torna o receptor estruturalmativ® (Wong et al., 1992).

O ErbB2 é o unico receptor que possui uma confadimago dominio
extracelular fixa e que remete a forma ativa, mesmauséncia de um ligante. E o
parceiro preferido para dimerizacdo do EGFR, ErbB3XbB4. A dimerizacdo com
ErbB2 aumenta a capacidade transformante de orgoeptores da familia ErbB
(Yarden e Sliwkowski 2001; Finnegan e Carey, 200basser, 2007). H4A uma
hierarquia no que se refere a poténcia do sinalrelecdo aos dimeros. Os
heterodimeros sdo mais ativos que os homodimeo$ie@rodimeros que contém
ErbB2 séo particularmente mais ativos e o heteredirgrbB2-ErbB3 é considerado

como o que confere o sinal mais intenso (SergMaasser, 2007).
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O aumento da expresséao protéica do ErbB2, sejamplificacdo génica ou
através da desregulacdo transcricional, ocorre moxi@nadamente 25 a 30% dos
casos de cancer de mama e ovario e confere piguartemento biolégico. No caso
do cancer de mama a superexpressado esta relacianadia tamanho do tumor,
metastase linfonodal, pior grau histologico, aneldid, auséncia de receptores de
estrogeno e maior indice proliferativo (Slamonlgtl®87a; Ross e Fletcher, 1998)
A amplificacdo do gene ErbB2 parece ser um evemecoge durante a
carcinogénese do cancer de mama, sendo demonstradoerca de 50% dos
carcinomas ductaign situ (Badra et al., 2006). O ErbB2 é mantido durante a
progressao para doenca invasiva e metastase. Aegppessdo e amplificacdo do
ErbB2 também ocorrem no cancer gastrico, esofagicendometrial (Moasser,
2007).

Assim como o ErbB2, o ErbB3 ndo tem atividade caogweptor isolado. O
ErbB3 ndo tem atividade tirosinaquinase funcionameseu dominio intracelular.
Somente adquire potencial de sinalizacdo quandoreo@bmerizagcdo com outro
receptor da familia ErbB. Nenhuma alteracdo gen@mignificativa foi encontrada
até o momento em neoplasias em relacdo ao ErbBBJ Xt al., 2006)Porém esse
fato ndo exclui sua funcdo na ativacdo de tumamssceados ao EGFR e ErbB2. A
superexpressao de ErbB3 é encontrada em 20-30%atosmomas invasivos de
mama, em cerca de 1/3 dos carcinomastu e esta associado a um pior prognostico
(Badra et al., 2006). A superexpressao simultaeeardB2 e ErbB3 em carcinomas
invasores de mama é encontrada em 12-50% dos easasimento da resisténcia a
drogas em carcinomas com superexpressdo de Erba2relacionada com a

superexpressao de ErbB3 e/ou EGFR (Karamouzis 08I7).
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O ErbB4 é o receptor menos caracterizado da fargild3. Em contraste
com o ErbB3, o ErbB4 pode ser ativado tanto peigantes da familia das
neuregulinas quanto dos fatores de crescimentoémpicdo (EGF). Algumas
evidéncias nao implicam sua atividade com a turBoege (Sartor et al., 2008
sua expressdo no cancer de mama € menos freqiientog outros receptores da
familia. Porém sua expressao esta relacionada coraumento de positividade de
receptores de estrégeno, maior diferenciacdo e mprwiferacdo. Estudos de
linhagens celulares mostraram que a homodimero€rd84 estimulados por
neuregulina estimula apenas a via de apoptoseotadr pela PI3K-AKT e nao
estimula a via de proliferacdo celular (Yarden vi8wski, 2001), denotando um
paradoxo em sua superexpressao.

Poucos estudos interessados em avaliar a exprdssagpiatro receptores da
familia ErbB e sua correlacdo progndstica no cadearolon e reto foram realizados
até o momento. Com o advento do desenvolvimentwuas terapias tipo molécula
alvo, surge a necessidade de esclarecimento dd papsa importante via de
sinalizacdo como fator progndstico na recaida @eptes submetidos a tratamento

cirdrgico radical.
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2 - OBJETIVOS

2.1- Avaliar a expressao imunoistoquimica de EGERB2, ErbB3 e ErbB4
em carcinoma de colon e reto estadio Il de altooris estadio Il submetidos a

tratamento cirargico radical.

2.2- Avaliar o papel da expressao imunoistoquirde&GFR, ErbB2, ErbB3
e ErbB4 como fator prognéstico para sobrevida Ioeedoenca e sobrevida global
em carcinoma de colon e reto estadio Il de altooris estadio Il submetidos a

tratamento cirargico radical.
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3 — CASUISTICA E METODOS

3.1- TIPO DE ESTUDO

Estudo retrospectivo longitudinal

3.2- METODOS

3.2.1- COLETA DE DADOS

Os dados clinicos e alguns dados anatomopatolotpcas obtidos a partir
dos prontuarios médicos arquivados no Servico dpuio Meédico e Estatistica
(SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo e cortatreento inicial no periodo

de janeiro de 1990 a agosto de 2004.

3.2.2- CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os pacientes incluidos no estudo obedecerarseguintes critérios de
elegibilidade:

a) confirmacao de adenocarcinoma de célon e retosdtajo considerado
reto alto localizacéo a partir de 8cm acima dadliplctinea;

b) estadiamento patolégico (pTNM) Il ou;

c) estadiamento patologico (pTNM) Il considerado de asco, definido
pela presenca de pelo menos um dos seguintessfatore

. pT4,

. CEA pré-operatorio maior que 10ng/ml,
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. grau de diferenciacéo Il ou lll,

. presenca de embolizacao linfatica,

. presenca de invasao perineural,

. presenca de embolizacédo vascular sanguinea.

d) disponibilidade de material conservado em pargiara estudo

imunoistoquimico.

3.2.3- CRITERIOS DE EXCLUSAO

Serao considerados ineligiveis para o estudo asrgas que:

a) receberam tratamento cirdrgico ou quimioterapicooeima instituicao;

b) desenvolveram segunda neoplasia primaria cincoames ou até cinco
anos apos o diagnostico do cancer colorretal, Bandb-se neoplasias de pele ndo
melanoma;

c) tumores primarios de reto médio ou baixo, sendsiderados reto médio
ou baixo localizacao até a distancia de 8cm acinanta pectinea;

d) foram submetidos a tratamento com radioterapia;

e) pacientes portadores de cancer colorretal hergditar

3.2.4- VARIAVEIS COLETADAS
a) Variaveis demograficas e clinicas, compreendendtens apresentados a
seqguir:
» Idade: arbitrariamente agrupada em duas categ@gaal ou maior que
65 anos e menor que 65 anos).

*« Sexo: masculino ou feminino.
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Localizacdo: coélon ou reto. Definida pela descricdo exame

endoscopico anotado no prontuario médico. Congidergto o segmento
até 12 cm acima da linha pectinea (Nelson et@D]1p

Tipo de cirurgia: ressec¢des segmentares classieaspliadas. Definiu-
se como resseccdo ampliada a retirada do drgaoetidonfsegmento do
colon ou reto alto), em monobloco com outros Orgéasestruturas
adjacentes aderidos ao tumor.

Realizacdo de quimioterapia adjuvante com 5FU eolrin: sim ou

nao.

Nivel sérico pré-operatério de do antigeno carcimtwéonario (CEA):

variavel obtida a partir de anotag¢é@o nos prontsariedicos.

b) Variaveis anatomopatologicas, compreendendo os ékaixo:

Estadiamento TNM: utilizou-se a classificacdo TNdAncbase nos dados
obtidos dos laudos anatomopatologicos arquivados mp@ntuarios
meédicos. A classificacdo foi feita de acordo condltima edicdo do
TNM, proposta pelo American Joint Comittee on Can¢&JCC)

(Greene et al., 2002). Os quadros 1 e 2 descrest@tiassificacao.
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Quadro 1 — Classificagcdo TNM para tumores de célogto — 2002

ea

TX Tumor primario ndo avaliavel
T0 Sem evidéncia de tumor
Tis Carcinoman situ
T1 Tumor invade a submucosa
T2 Tumor invade a muscular propria
Tumor ultrapassa a muscular propria a
T3 subserosa ou invade gordura pericolica
(seguimentos nao peritonizados)
Tumor invade outros 6rgaos ou estrutufas
T4
e/ou perfura o peritdneo visceral
NX Linfonodos regionais néo avaliaveis
NO Auséncia de metéastases linfonodais
N1 Metastases em 1 até 3 linfonodos
N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metastases a distancia
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Quadro 2 — Agrupamento da classificacdo TNM paadiss - 2002

ESTADIO T N M
0 Tis NO MO
T1 NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4 NO MO
A T1-T2 N1 MO
B T3-T4 N1 MO
nc Qualquer T N2 MO
\Y Qualquer T Qualquer N M1

 Grau de diferenciacdo: utilizou-se a classificagéadronizada no
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital Gimcer A.C.
Camargo, que segue a classificacdo preconizadaBpaters (1925),
adaptada para trés categorias: grau 1. bem difadmc grau 2:
moderadamente diferenciado; grau 3: pouco difeagioci Para fins de
analise estatistica, optamos por agrupar os graeis3Z2m uma unica
categoria. Esta variavel foi obtida a partir dacdedo dos laudos
anatomopatologicos arquivados nos prontuarios ragdic

* Invaséo perineural: presenca ou auséncia. Varidbttla a partir da
descricdo dos laudos anatomopatologicos arquivamiss prontuérios

médicos.
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* Embolizacéo linfatica: presenca ou auséncia. Valiabtida a partir da
descricdo dos laudos anatomopatolégicos arquivadas prontudrios
meédicos.

* Embolizag&o vascular sanguinea: presenca ou aas®aiavel obtida a
partir da descricdo dos laudos anatomopatolégiaogiiveados nos
prontuarios médicos.

* Determinacdo da expressao imunoistoquimica de EGFR.

» Determinacdo da expressao imunoistoquimica de ErbB2

» Determinagéo da expressédo imunoistoquimica de ErbB3

* Determinacdo da expressao imunoistoquimica de ErbB4

3.2.5- DETERMINA(;AO IMUNOISTOQUIMICA DA EXPRESSAO
DE EGFR, ERBB2, ERBB3 E ERBBA4.

Os blocos de parafimntendo fragmentos de tumor foram pesquisados no
Servico de Arquivo de Anatomia Patoldgica do Hadpib Cancer A.C. Camargo e
encaminhados para realizacdo de reacdo imunoistaguino Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer A.C. Cama

A pesquisa dos antigenos EGFR, ErbB2, ErbB3 e £&rfiB realizada
utilizando-se o dispositivo técnico chamado de StissMicroarray” (TMA) (Beecher
Instruments, silver springs, EUA). Para construg@dd MA o patologista selecionou
nas laminas de rotina as areas do tumor a sererstr@t@s nos blocos de parafina.
Foram obtidos cilindros de 0,6 mm da area tumaratgrgiormente montados em um

novo bloco de parafina com posi¢céo bidimensionphissla por espaco de 0,2mm,
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determinada e gravada pelo equipamento. A partstedeiovo bloco foram
preparados cortes histologicos em 4 |laminas deedifes niveis do TMA, separados
por pelo menos 125um de distancia entre dois certggantindo amostras celulares
diferentes para cada tumor. Os cortes do bloceptec foram realizados com
micrétomo manual e transferidos em fita adesiva parlaminas adesivas especiais
(Instrumentics Inc, Hackensack, NJ). Nestas foraxecatadas as reacdes de
imunohistoquimica com o0s anticorpos pesquisadosspétcnicas habituais de
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Str&ZA DAKO"). Os passos
técnicos realizados foram ja tradicionalmente dscina literatura (Alves et al.,
1999).

Resumidamente, as laminas foram previamente rdasspor solucdo de
silano (APTS-Sigma A3648), diluido a 4% em acetona. Os cortes obtfdoam de
3um de espessura ap0s microtomia mecanica. Oss doreem desparafinizados e
preparados por passagens sucessivas por xilol reoletaendo submetidos a
recuperacdo antigénica pelo calor com panela desfpoea 9% por 15 minutos,
utilizando-se tampao citrato (pH 6,0). Uma vez prados os cortes, foi realizado o
bloqueio da peroxidade endogena com solucdo deiderde hidrogénio a 3% em
metanol, seguida de incubag&o com o anticorpo pionedpecifico.

As reacdes foram sempre acompanhadas de contoslévp, em tecido
sabidamente positivo para o anticorpo testado € cwitroles negativos. O primeiro
deles foi realizado pelo ndo uso do anticorpo piim& o segundo através da retirada
do anticorpo secundario durante os passos da reacao

A leitura das laminas foi realizada em microscopicco comum e 0s

resultados classificados em relacéo a intensidadeatao positiva.
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O anticorpo priméario utilizado para pesquisa do RGBi proveniente da
empresa Novocastra Laboratories LTDA, New Castle(¢Jlone EGFR 113 - mouse
monoclonal antibody NCL-EGFR). A coloracao peldi@rpo produziu um padréo
citoplasmatico granular. Nao houve expressdo emhbreara ou nucleo. As figuras
de 3 a 6 mostram exemplos de expressao de EGFR.

O anticorpo primario utilizado para pesquisa dboB2 foi proveniente da
empresa Dako Corporation, Carpinteria, USA (antirhn c-erbB-2 oncoprotein —
polyclonal rabbit #A0485). A coloracdo pelo antmor produziu reagcdo em
membrana celular. Nao houve expressao em citoplasnmaicleo. As figuras de 7 a
9 mostram exemplos de expresséo de ErbB2.

O anticorpo primario utilizado para pesquisa doBBrbjoi proveniente da
empresa Lab Vision, Fremont, USA (epitope specdlabit antibody #RB-9211). A
coloracdo pelo anticorpo produziu um padrdo ciwpkico granular. Ndo houve
expressdo em membrana ou nucleo. As figuras de 1® mostram exemplos de
expressao de ErbB3.

O anticorpo primario utilizado para pesquisa doB#rboi proveniente da
empresa Lab Vision, Fremont, USA (# RB-9045). Aocatdo pelo anticorpo
produziu reacdo em membrana e um padrdo citoplesmgtanular. Nao houve
expressdo em nucleo. As figuras de 14 a 16 mostveamplos de expressdo de
ErbB4.

Todas as laminas foram lidas por um mesmo pasib@R.A.C.).

Dos 118 pacientes com tumores primarios estudddosm analisados 4
fragmentos de cada tumor em 100 pacientes, 3 fratpmeem 12 pacientes e 2

fragmentos em 6 pacientes.
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A expressao citoplasmatica de cada uma das amasttgoistoquimicas de
tumor obtidas pelo TMA foi interpretada atravéspaglronizacdo semi-quantitativa
de “0 ou negativo” a “3+” segundo a técnica padrada por Kountourakis et al.
(2006). Foi graduado como “negativo” quando ndoveawacao imunoistoquimica
ou reacéao fraca em menos de 10% das células nieaglds+’ quando houve fraca
intensidade de reacdo imunoistoquimica em maisO8é das células neoplasicas;
“2+” quando houve moderada intensidade de reac@oaistoquimica em mais de
10% das células neoplasicas e “3+” quando houvee fmtensidade de reacao
imunoistoquimica em mais de 10% das células neicpks

A expressdo em membrana celular de cada uma dasstram
imunoistoquimicas de tumor obtidas pelo TMA foi empretada através de
padronizacdo semi-quantitativa segundo a técnichop&zada por Jacobs et al.
(1999). Foi graduado como “negativo” quando ndoveawacao imunoistoquimica
ou em menos de 10% das células neoplasicas; “lafidphouve fraca intensidade
de reacdo imunoistoquimica e parcial de membrananam de 10% das células
neoplasicas; “2+” quando houve fraca ou moderad&ns&idade de reacdo
imunoistoquimica em toda membrana em mais de 1084células neoplasicas e
“3+” quando houve forte intensidade de reacéo insioquimica em toda membrana
celular em mais de 10% das células neoplasicas.

Apo6s exclusdo das amostras sem tumor, os valereadh uma das amostras
do TMA foram somados e o resultado entdo dividm pelmero de amostras de
tumor estudadas. Obteve-se entdo uma média desiodee das amostras
imunoistoquimicas. As amostras de tumores que aliwveps valores da meédia

compreendidos entre 0 e 0,25 foram arbitrariameoigsiderados como reacao
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“negativa”; valores entre 0,26 e 1,4 foram consides como “fraca intensidade”;
valores entre 1,5 e 2,4 foram considerados comalénzala intensidade” e de 2,5a 3
considerados como “forte intensidade”. Entdo aalfims tumores com média de
expressao considerada “negativa” ou “fraca intext@tl (média entre 0 e 1,4) foram
categorizados como “expressdo negativa” e os codianie expressao “moderada
intensidade” e “forte intensidade” (média entre &,3) foram categorizados como

“expressao positiva”.

Figura 3. Fotomicrografia de adenocarcinoma dencékibindo auséncia de

expresséao do anticorpo para EGFR.
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Figura 4. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercéxibindo expresséo

“1+” do anticorpo para EGFR.

Figura 5. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercébxibindo expressédo

“2+” do anticorpo para EGFR.
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Figura 6. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercéxibindo expresséo

“3+” do anticorpo para EGFR.

Figura 7. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercébxibindo expressédo

“1+” do anticorpo para ErbB2.
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Figura 8. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercéxibindo expresséo

“2+” do anticorpo para ErbB2.

Figura 9. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercéxibindo expresséo

“3+” do anticorpo para ErbB2.
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Figura 10. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo auséncia de

expresséao do anticorpo para ErbB3.

Figura 11. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo expressao

“1+” do anticorpo para ErbB3.
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Figura 12. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo expressao

“2+” do anticorpo para ErbB3.

Figura 13. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo expressao

“3+” do anticorpo para ErbB3.
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Figura 14. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo auséncia de

expresséao do anticorpo para ErbB4.

Figura 15. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo expresséao

“1+” em membrana e citoplasma do anticorpo par&8&rb
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Figura 16. Fotomicrografia de adenocarcinoma dercékibindo expressao

“3+” em membrana e citoplasma do anticorpo pard&&rb

3.2.6- ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados dos prontuarios foram transquéica ficha padronizada e
digitados em computador para gerenciamento do bdacados e analise estatistica.
A confeccdo do banco de dados e as analises fa@as ho programa estatistico
“Statistical Package for Social Sciences” versa@ {SPSS, Inc., Chicago, IL).

As variaveis de interesse foram as expressfesoistoquimicas de EGFR,
ErbB2, ErbB3 e ErbB4. As variaveis de controle meradade, sexo, localizacao,
estadio clinico, realizacdo de quimioterapia adjtea embolizacdo vascular
sanguinea, embolizagéo vascular linfatica, invasimeural e grau de diferenciacéo
histologica. Como o nivel sérico de CEA ndo est#isponivel no prontuario de 39

pacientes, esta variavel ndo foi considerada paitise estatistica.
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Inicialmente foram calculadas frequiéncias simgkegsodas as variaveis.

As associacOes entre as variaveis foram analispdls teste por qui-
quadrado bi-caudal e pelo teste de Fisher quanckssério.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo méleddaplan e Meier, e a
comparacao entre as curvas foi realizada pelo testimg rank (Kaplan e Meier,
1958).

O tempo de seguimento foi calculado a partir da da cirurgia até a data da
altima informacéo objetiva na atualizacdo dos dadsstaxas de sobrevida livre de
doenca foram analisadas com base na data da @ineeidiva local ou a distancia.
As taxas de sobrevida global foram calculadas aedaccom a data da ultima
informacé&o objetiva na atualizacdo dos dados.

A andlise multivariada foi realizada através dadeto de regressdo de Cox
(Cox, 1972).

Para todos os testes realizados, considerou-seeruon alfa de até 5%

(p<0,05).

3.3- CASUISTICA

3.3.1- COMPOSICAO DA AMOSTRA
Dentre 902 pacientes tratados no Hospital do CaAcér Camargo por
cancer de colon e reto no periodo de janeiro d® BE98gosto de 2004, 118 casos

foram elegiveis para o estudo.
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3.3.2- DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Para os 118 pacientes estudados, a idade varioZ9de 88 anos, com
mediana de 64,5 anos. Dentre eles, 59 (50%) timhanos que 65 anos.

Com relagdo ao sexo, 41 eram do sexo masculin@%g4e 77, do sexo
feminino (65,3%).

Quanto a localizacdo, 82 pacientes possuiam tunmareolons (69,5%) e
36, no reto alto (30,5%).

Em relacdo as cirurgias realizadas, 100 (84,7%)anforresseccoes
segmentares classicas e 18 resseccdes ampliaga&)15

No que se refere a quimioterapia adjuvante, 67epées realizaram (56,8%)
e 51 néo realizaram (43,2%). Dos pacientes do iestld 21 realizaram
quimioterapia (38,2%) e do estadio Ill, 46 (73%incdiferenca estatistica entre os
grupos (p<0,001). O uso de quimioterapia adjuvdeteotina teve inicio em 1994.
As causas da nao realizacdo foram obtidas em 2@npes, sendo as principais:
baixa performance status, recusa do paciente elagjes pos-operatorias.

A dosagem sérica pré-operatoria de CEA foi maicg G0 ng/ml em 24

pacientes. Esta variavel ndo estava disponivel®oas8os (33,1%).

3.3.3- DADOS DE ANATOMIA PATOLOGICA
Quanto ao estadiamento patoldégico, 55 casos forassificados como
estadio Il (46,6%) e 63, como estadio Ill (53,4%)tabela 1 expbe a distribuicdo

dos pacientes em funcao do estadiamento.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos 129 pacientes de acoodoo estadiamento

Estadio Clinico n (%)

lIA 22 (18,6)
IIB 33 (28,0)
A 7(5,9)
1B 35(29,7)
lnc 21 (17,8)
Total 118 (100)

Quanto ao grau de diferenciacdo, 27 tumores focamsiderados bem
diferenciados (22,9%); 83, moderadamente difereosia(70,3%); seis, pouco
diferenciados (5,1%) e dois tumores nédo tinham ass#vel disponivel em
prontuario médico. Diante do pequeno nimero de tesnclassificados como pouco
diferenciados, agrupou-se esta classe aos tumooeleradamente diferenciados,
constituindo uma Unica categoria que foi chamadaliegrau. Assim, 27 tumores
(22,9%) foram considerados de baixo grau e 89 ¥Gbfdéram considerados de alto
grau.

Quanto a embolizacdo vascular sanguinea de céhdaplasicas, estava
presente em 16 casos (13,6%) e ausente em 102(8&stf%).

Detectou-se embolizagdo vascular linfatica de aéluleoplasicas em 30
casos (25,4%), estando ausente em 88 (74,6%) esgsCi

No que se refere a invasao perineural, estavameeese 23 casos (19,5%) e

ausente em 95 (80,5%).
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Com relacdo a expressdo de EGFR, 48 pacientes¥{}Qgpresentavam
tumores com expressao negativa de EGFR, enquaet@@59,3%) apresentavam
expressao positiva de EGFR.

Quanto a expressao de ErbB2, 109 pacientes (923pféentavam tumores
com expressdo negativa de ErbB2, enquanto que sy#er{@,6%) apresentavam
expressao positiva de ErbB2.

A expressao de ErbB3 foi negativa em 34 pacie@@&8%), e positiva em 84
pacientes (71,2%).

Quanto a expressao de ErbB4, 106 pacientes (8%pféentavam tumores
com expressao negativa em membrana celular e @&npes (79,7%) em citoplasma.
Por outro lado, 12 pacientes (10,2%) apresentavamores com expressao positiva
em membrana celular e 24 (22,3%) em citoplasma.

A tabela 2 resume as frequéncias das variaveigafatoldgicas e a tabela 3

as frequéncias das expressdes imunoistoquimicasa@nil8 pacientes.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicopatoldgicas dGasemtes estudados

Variavel Categoria n (%)
Idade <65 anos 59 (50,0)
>65 anos 59 (50,0)
Sexo Masculino 41 (34,7)
Feminino 77 (65,3)
Localizacao Colon 82 (69,5)
Reto alto 36 (30,5)
Quimioterapia adjuvante N&ao 51 (43,2)
Sim 67 (56,8)
Embolizacdo sanguinea Ausente 102 (86,4)
Presente 16 (13,6)
Embolizacao linfatica Ausente 88 (74,6)
Presente 30 (25,4)
Invasao perineural Ausente 95 (80,5)
Presente 23 (19,5)
Grau histolégico Baixo 27 (23,3)
Alto 89 (76,7)
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Tabela 3 — Frequéncias das expressfes imunoistmaisioce EGFR, ErbB2, ErbB3 e

ErbB4 dos 118 pacientes

Variavel Categoria n (%)
EGFR Negativa 48 (40,7)
Positiva 70 (59,3)
ErbB2 Negativa 109 (92,4)
Positiva 9 (7,6)
ErbB3 Negativa 34 (28,8)
Positiva 84 (71,2)
ErbB4 membrana Negativa 106 (89,8)
Positiva 12 (10,2)
ErbB4 citoplasma Negativa 94 (79,7)
Positiva 24 (20,3)
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3.3.4- DADOS DO SEGUIMENTO

O tempo de seguimento mediano foi de 58,8 mesemnda de 2 a 165,8
meses. Ao final da atualizacdo do seguimento, d8spacientes, 33 (28%) haviam
evoluido com recidiva tumoral (8 recidivas locaB5emetastases a distancia), dentre
0S quais 28 (23,7%) morreram por cancer. Seis pasi€5,1%) morreram por outras
causas, cinco pacientes (4,2%) estavam vivos e eddéncia de doenca e 75
(63,6%) estavam vivos e sem sinais de recidiva tambouve perda de seguimento
de quatro (3,4%) pacientes. A sobrevida livre dendga foi de 67,8% em 5 anos
(grafico 1). A sobrevida global da amostra foi dg2% (grafico 2) e céancer

especifico de 72,9% em 5 anos.



Grafico 1 — Curva de sobrevida livre de doencaldd@spacientes
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4- RESULTADOS

4.1- TESTES DE ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS

Entre os 118 pacientes que compdem a casuistica,hodve diferenca
significativa na distribuicdo da expressdo de EGHiRe as variaveis estudadas,
exceto em relacdo a localizacdo da neoplasia, ob#edos pacientes com tumor em
reto apresentaram expressao positiva, contra 52dfe os tumores de coélon
(p=0,02). A tabela 4 mostra a distribuicdo de E@FRs outras variaveis na amostra
total.

Em relacdo a expressdo ErbB2, ndo houve diferesigaificativa na
distribuicAo da expressdo entre as variaveis edaisgdaexceto no que refere ao
estadiamento, onde 1,8% dos pacientes com estadaprésentavam expressao
positiva, contra 12,7% entre os pacientes com iestAdp=0,03). A tabela 5 mostra
a distribuicdo de ErbB2 e das outras variaveismas#ra total.

A expressao de ErbB3 teve diferenca significaéiwarelacéo a presenca de
embolizacao linfatica, com expressao positiva efB%dos pacientes com auséncia
de embolizacéo linfatica frente a 46,7% dos consgmea de embolizacéo linfatica
(p=0,001). Nao houve diferenca significativa emtsedemais variaveis estudadas. A
tabela 6 mostra a distribuicdo de ErbB3 e das swadaveis na amostra total.

Em relacdo a expressao de ErbB4, ndo houve dgarsignificativa entre
todas as variaveis estudadas, tanto para expremsdonembrana quanto em
citoplasma. As tabelas 7 e 8 mostram a distribuitEi&rbB4 e das outras variaveis

na amostra total. A tabela 9 mostra a correlacée as variaveis da familia ErbB.
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Tabela 4 — Correlacao entre as variaveis clinicapgicas e a expressédo de EGFR

Expressao de EGFR

Variavel Categoria Negativa sitloa p

ldade <65 anos 26 33 0,45
>65 anos 22 37

Sexo Masculino 20 21 0,19
Feminino 28 49

Localizacao Colon 39 43 0,02
Reto 9 27

Estadio Il 22 33 0,88
1 26 37

Embolizacdo sanguinea Ausente 39 63 0,17
Presente 9 7

Embolizacao linfatica Ausente 33 55 0,22
Presente 15 15

Invaséo perineural Ausente 40 55 0,52
Presente 8 15

Grau histolégico Baixo 15 12 0,08
Alto 33 56
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Tabela 5 — Correlacdo entre as variaveis clinicapgicas e a expresséo de ErbB2

Expressao de ErbB2

Variavel Categoria Negativa sitloa p

ldade <65 anos 55 4 1,0
>65 anos 54 5

Sexo Masculino 39 2 0,49
Feminino 70 7

Localizacao Colon 75 7 0,72
Reto 34 2

Estadio Il 54 1 0,036
1 55

Embolizacdo sanguinea Ausente 94 1,0
Presente 15 1

Embolizacéo linfatica Ausente 82 6 0,69
Presente 27 3

Invaséo perineural Ausente 87 8 1,0
Presente 22 1

Grau histolégico Baixo 24 3 0,43
Alto 83 6
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Tabela 6 — Correlacdo entre as variaveis clinicpgicas e a expressédo de ErbB3

Expressao de ErbB3

Variavel Categoria Negativa sitloa p

ldade <65 anos 13 46 0,10
>65 anos 21 38

Sexo Masculino 15 26 0,17
Feminino 19 58

Localizacao Colon 26 56 0,29
Reto 8 28

Estadio Il 17 38 0,63
1 17 46

Embolizacdo sanguinea Ausente 27 75 0,23
Presente 7 9

Embolizacéo linfatica Ausente 18 70 0,001
Presente 16 14

Invasao perineural Ausente 28 67 0,74
Presente 6 17

Grau histolégico Baixo 8 19 0,96
Alto 26 63
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Tabela 7 — Correlacéo entre as variaveis cliniadpgicas e a expressao de ErbB4

em membrana

Expressao de ErbB4 em membrana

Variavel Categoria Negativa siva p

Idade <65 anos 52 7 0,54
>65 anos 54 5

Sexo Masculino 36 5 0,59
Feminino 70 7

Localizacéo Colon 74 8 1,0
Reto 32 4

Estadio Il 51 4 0,37
1 55 8

Embolizacdo sanguinea Ausente 93 9 0,20
Presente 13 3

Embolizacao linfatica Ausente 78 10 0,72
Presente 28 2

Invasao perineural Ausente 87 8 0,24
Presente 19 4

Grau histolégico Baixo 26 1 0,45
Alto 79 10
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Tabela 8 — Correlacédo entre as variaveis cliniadpgicas e a expressao de ErbB4

em citoplasma

Expressao de ErbB4 em citoplasma

Variavel Categoria Negativa siva p

Idade <65 anos 45 14 0,36
>65 anos 49 10

Sexo Masculino 33 8 0,87
Feminino 61 16

Localizacéo Colon 67 15 0,40
Reto 27 9

Estadio Il 46 9 0,31
1 48 15

Embolizacdo sanguinea Ausente 80 22 0,52
Presente 14 2

Embolizacéo linfatica Ausente 69 19 0,56
Presente 25 5

Invaséo perineural Ausente 74 21 0,40
Presente 20 3

Grau histolégico Baixo 20 7 0,36
Alto 73 16




Tabela 9 — Correlacao entre as expressdes imuquistecas de EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4 dos 118pées

membrana Positivo

3 (2,5%)

9 (7,6%)

10 (8,5%) 2 (1,7%)

3 (2,5% B9%)

ErbB4
Expressao EGFR ErbB2 ErbB3
membrana
Imunoistoquimica
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Pasiti Negativo Positivo
Negativo | 44 (37,3%) | 65 (55,1%)
ErbB2
Positivo 4 (3,4%) 5 (5,2%)
Negativo | 22 (18,6%) | 12 (10,2%)| 34 (28,8% 0
ErbB3
Positivo 26 (22%) 58 (49,2%)| 75 (63,6% 9 (7,6%)
ErbB4 Negativo | 45(38,2%) | 61 (51,7%)| 99 (83,9% 7 (5,9% 31 (26,3% 75 (63,6%)

ErbB4 Negativo

45 (38,2%)

49 (41,5%)

87 (73,8%) 7 (5.9%

32 (27,1% 62 (52,6%)

85 (72%) 9 (7,6%)

citoplasma | Ppositivo

3 (2,5%)

21 (17,8%)

22 (18,6% 2 (1,7%)

2(1,7%)  (226%)

21 (17,8%)| 3 (2,5%)

46
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4.2. SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A anélise univariada, para a amostra total de Ht8eptes, observamos que
presenca de embolizacdo linfatica, presenca desd@ovgerineural, expressao
imunoistoquimica negativa de ErbB3 e positiva debBBr em membrana
influenciaram negativamente a sobrevida livre denga em cinco anos (graficos 3 e
4). As variaveis estadio e quimioterapia adjuvamde tiveram impacto sobre a
sobrevida livre de doenca. A tabelas 10 e 11 mwst@ relacdo entre as taxas de
sobrevida livre de doenca em cinco anos para aave#s estudadas, com o0s
respectivos valores de significancia estatistica.

Quando separamos a amostra total em estadios I, ea lexpressao
imunoistoquimica de ErbB3 e ErbB4 em membrana aastam influenciaram o
risco de recaida em cinco anos para cada estéespegtivamente p=0,006 e
p=0,033).

Ao estratificar a amostra total em pacientes suitioeta tratamento
adjuvante ou ndo com quimioterapia, a expressamomtoquimica de ErbB3 e
ErbB4 em membrana ainda assim influenciaram o riscoecaida em cinco anos
para cada grupo (respectivamente p=0,008 e p=0,015)

No modelo multivariado aplicado a amostra, considéo-se embolizacao
linfatica, embolizacdo sanguinea, invasdo periheueapressao de ErbB3 e
expressdo de ErbB4 em membrana, apenas a expresgditiva de ErbB3 (risco
relativo: 2,43; intervalo de confianca (95%): 1;2@,66) e a expressao positiva de
ErbB4 em membrana (risco relativo: 3,03; intendgoconfianca (95%): 1,31 — 6,98)

mantém-se como fator independente para risco adédie¢tabela 12).
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Grafico 3 — Curvas de sobrevida livre de doencdwemao da expressédo de ErbB3

dos 118 pacientes.
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Grafico 4 — Curvas de sobrevida livre de doencdlwemao da expressédo de ErbB4

em membrana dos 118 pacientes.
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Tabela 10 — Taxas de sobrevida livre de doenca St funcédo das variaveis

clinicopatologicas — Analise univariada

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p

ldade <65 anos 67,8 0,65
>65 anos 67,8

Sexo Masculino 70,7 0,86
Feminino 66,2

Localizagao Coélon 70,7 0,39
Reto 61,1

Estadio Il 74,5 0,15
1l 61,9

Embolizacdo sanguinea Ausente 70,6 0,08
Presente 50,0

Embolizacéo linfatica Ausente 75,0 003,
Presente 46,7

Invaséo perineural Ausente 72,6 0,028
Presente 47,8

Grau histolégico Baixo 59,3 0,24
Alto 69,7

Quimioterapia adjuvante Nao 70,6 0,71
Sim 65,7
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Tabela 11— Taxas de sobrevida livre de doenca (SitD)funcdo das expressoes

imunoistoquimicas de EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4 ralise

univariada

Variavel Expressao SLD (%) em 5 anos p

EGFR Negativa 70,8 0,44
Positiva 65,7

ErbB2 Negativa 67,9 0,98
Positiva 66,7

ErbB3 Negativa 52,9 0,011
Positiva 73,8

ErbB4 membrana Negativa 70,8 0,014
Positiva 41,7

ErbB4 citoplasma Negativa 67,0 0,75
Positiva 70,8




52

Tabela 12— Risco de recidiva dos 118 pacientesladtis — Modelo multivariado

Variavel RR IC 95% p
Expressao negativa de ErbB3 2,43 1,26 — 4,66 0,007
Expressao positiva de ErbB4 3,03 1,31-6,98 0,009

em membrana




53

4.3- SOBREVIDA GLOBAL

A andlise univariada, para amostra de 118 pacieoteservamos que idade
igual ou maior que 65 anos, presenca de emboliZagfatica e expressao negativa
de ErbB3 influenciaram negativamente a sobrevidaajlem 5 anos (gréaficos 5 e 6).
As tabelas 13 e 14 mostram as taxas de sobrevidmlgém cinco anos para as
variaveis estudadas, com os respectivos valorsgyd#éicancia estatistica.

Quando separamos a amostra total em estadios I, ea |expressao
imunoistoquimica de ErbB3 ainda assim influenciatisoo de 6bito em cinco anos
(p=0,001).

Ao estratificar a amostra total em pacientes suidioeta tratamento
adjuvante ou nao, a expressao imunoistoquimicaltBFEainda assim influenciou o
risco de Obito em cinco anos (p=0,003).

No modelo multivariado aplicado a toda amostrasm@rando-se idade igual
ou maior que 65 anos, embolizacéo linfatica, inegssineural, expressao de ErbB3
e expressao de ErbB4 em membrana, apenas a idamleoig maior que 65 anos
(risco relativo 2,83; intervalo de confianca (95%)36 — 5,90) e a expressao
negativa de ErbB3 (risco relativo: 2,52; intervdi® confianca (95%): 1,28 — 4,97)

mantém-se como fator independente para risco de. obi



Grafico 5 — Curvas de sobrevida global em funcémlade dos 118 pacientes
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Grafico 6 — Curvas de sobrevida global em funcéexqaessao de ErbB3 dos 118

pacientes.
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Tabela 13- Taxas de sobrevida global (SOB) em funcis variaveis

clinicopatologicas — Andlise univariada

Variavel Categoria SOB (%) em 5 anos p

ldade <65 anos 81,4 0,002
>65 anos 61,0

Sexo Masculino 73,2 0,99
Feminino 70,1

Localizagao Coélon 72,0 0,88
Reto 69,4

Estadio Il 74,5 0,19
Il 68,3

Embolizacdo sanguinea Ausente 72,5 0,43
Presente 62,5

Embolizacéo linfatica Ausente 78,4 003,
Presente 50,0

Invaséo perineural Ausente 74,7 0,10
Presente 56,5

Grau histolégico Baixo 66,7 0,55
Alto 73,0

Quimioterapia adjuvante Nao 64,7 0,39

Sim 76,1
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Tabela 14— Taxas de sobrevida global (SOB) em fundas expressoes

imunoistoquimicas de EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4 ralse

univariada

Variavel Expressao SOB (%) em 5 anos p

EGFR Negativa 77,1 0,28
Positiva 67,1

ErbB2 Negativa 72,5 0,30
Positiva 55,6

ErbB3 Negativa 52,9 0,003
Positiva 78,6

ErbB4 membrana Negativa 71,7 0,24
Positiva 66,7

ErbB4 citoplasma Negativa 69,1 0,39

Positiva 79,2
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Tabela 15— Risco de 6bito dos 118 pacientes esbsdaModelo multivariado

Variavel RR IC 95% p

Expressao negativa de ErbB3 2,52 1,28 -4,97 0,007

Idade igual ou maior que 65 anos 2,83 1,36 - 5,90 0,005
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5- DISCUSSAO

No presente estudo, foram excluidos pacientes Gmoec de reto meédio e
baixo com o objetivo de uniformizar a modalidadet@d¢amento locorregional. A
utilizacdo da técnica de TMA possibilitou a amagtra de até quatro fragmentos de
cada neoplasia, numero este suficiente para a8ialimgmi-quantitativa eficaz
mesmo de tumores que apresentam expressao hetwaogénum determinado
marcador imunoistoquimico (Goethals et al., 2006).

Quanto a variavel idade, fazer parte do grupoadéeptes com idade igual ou
acima de 65 anos nao teve impacto negativo paidivac porém teve impacto
negativo para sobrevida global. A média e medianaldde da amostra total foram
respectivamente de 61,5 e 64,5 anos. Os temposgignmsento médio e mediano
foram respectivamente de 60,4 e 58,8 meses. Addarglobal da amostra foi de
71,2% e cancer especifico de 72,9% em 5 anos. @cimmegativo na sobrevida
global dos pacientes com idade acima de 65 anos gpedjustificado pelo longo
tempo de seguimento mediano em uma populacdo cade ichediana acima de 60
anos e com boa sobrevida global em 5 anos.

Quanto a realizacdo de quimioterapia, 38,2% dogepi@s com estadio I
foram submetidos a quimioterapia adjuvante ant8% dos pacientes com estadio
[ll. A gquimioterapia adjuvante realizada durantpesiodo de estudo foi baseada em
5-FU e leucovorin e tanto para os subgrupos est&dicestadio Il quanto para a
amostra global, ndo teve beneficio para reducdoedentos recidiva e Obito. Os

subgrupos estadio Il e Ill também né&o tiveram difiga estatistica em relacdo a
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sobrevida livre de doenca e global. Por um lad@haa necessidade de um nimero
maior de pacientes para se demonstrar tal diferenga por outro lado poderiamos
arbitrariamente sugerir que o subgrupo com estiddissociado aos fatores de risco
para recaida, poderiam de alguma forma se aproxdmaubgrupo com estadio |l
em relacéo a risco de recaida e 6bito. Porém nésstoi o objetivo do estudo atual.

O significado da expressédo de EGFR ja foi invedtigaara diversos tipos de
neoplasias. Ja em 1987, Sainsbury et al. (1987pdsinaram a expressao de EGFR
em pacientes com cancer de mama como fator progmdetra recorréncia precoce
e sobrevida. Posteriormente, outras neoplasiamforaestigadas como o cancer de
esbfago por Mukaida et al. (1991), o cancer de métioo por Khalifa et al(1994) e
o cancer de colo uterino por Hale et al (1993).

A expressdo de EGFR em cancer colorretal e seuctmpao risco de
metastase e sobrevida sdo controversos. Yasui(&088) inicialmente mostraram
em 45 pacientes dos estadios Il e Ill de colonx@essédo imunoistoquimica em
apenas 26,6% dos casos. Radinski et al. (1995)ranast através de estudo
experimental com injecdo de clones celulares cameabaixa expressao de EGFR
em cobaias (camundongos), que a alta expressaoGiR Eestaria diretamente
relacionada com a habilidade de desenvolver metsstaepaticas. Em outro estudo,
Mckay et al (2002a) avaliaram a expressdo imungistoica de EGFR em 249
primarios colorretais e sua correlacdo com 42 rteddés linfonodais. A expressao
foi positiva em 72,7% dos tumores (29,3% em men#yrdii,8% em membrana e
citoplasma, 5,6% em citoplasma) e em 30,9% dosrodos. Apenas 40,5% dos
casos tiveram expressao equivalente em tumorankaio e ndo houve influéncia na

sobrevida. Assim como o estudo anterior, Scarteizal (2004) procuraram avaliar a
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expressao no tumor primario e em seus sitios dastase. Nao encontraram em 99
pacientes a relacéo entre a expressao de EGFRneomnesi colorretais primarios e
em seu sitio de metastase a distancia hepaticappal, cerebral e 6ssea. Importante
ressaltar que considerou apenas a coloracao intagoimica em membrana celular
e Como positiva se expressao em um numero maidggual a 1% das células. Em
relacdo ao tumor primario, 53% dos casos apresentakpressao positiva e destes
85% tiveram expresséo acima de 10% das célulasraisn&m 36% dos casos onde
a expressdo era positiva no tumor primario, houveespondente negativo na
metastase e em 15% onde a expressao do primamegativa, havia metastase com
expressao positiva.

Em relacdo ao tumor primario, foi aventada a pdstide de mudanca na
expressdo de EGFR durante o proprio processo d@saovtumoral. Com o objetivo
de sugerir um modelo de expressao e sistema deeeatravés da avaliagcdo da
expressdo em 3 diferentes profundidades da invaséoral, Goldstein e Armin
(2001) estudaram 102 pacientes com cancer de cdbbservaram reacao
imunoistoquimica em 75,5% dos casos, porém houyadio negativo na analise
multivariada em relacéo a recidiva e sobrevida doanexpresséo foi moderada ou
intensa, ou apenas intensa em localizacao profuodamor.

Outros estudos se propuseram a avaliar a correlagdiee expressao
imunoistoquimica de EGFR em relacdo a sobrevidgel&et al (1990) avaliaram 50
pacientes com cancer colorretal e observaram nexjmressdo no estadio Ill e em
tumores pouco diferenciados, assim como relacaopiora na sobrevida. Spano et
al (2004) estudaram o impacto da expressdo de E@IRrognostico de 150

pacientes com cancer de colon e reto. A expressdavéliada por escore obtido
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através da porcentagem e células tumorais e id@side expressdo. Encontraram
alta expressdao em 80% dos casos, maior expressammores classificados como
T3 na andlise multivariada e ndo houve impacto ebrevida global e livre de
doenca. Por outro lado, Galizia et al (2006) aodsst 149 pacientes com apenas
cancer de colon, obtiveram resultado divergenteuvidopositividade em apenas
35,6% dos casos, mesmo considerando positiva @& em um ndmero maior ou
igual a 1% das células tumorais. Deste grupo, I&feptes foram submetidos a
tratamento curativo e a expressdo de EGFR foi fatbgpendente para recidiva e
sobrevida. Trata-se do uUnico estudo que excluitepts com cancer de reto da
amostra e avaliou apenas pacientes com cancetate co

No presente estudo foi encontrada expressao psit\EGFR em 59,3% dos
pacientes com cancer de colon e reto alto, sendohquve diferenca estatistica
(p=0,02) em relacéo a localizacdo da neoplasia, ¢a%h dos tumores de reto alto
apresentando expressao positiva frente a 52,4%duwes de colon.

Rusch et al. (1995) e Piyathilake et al. (2002)liakem a expressao
imunoistoquimica de EGFR em mucosa brénquica e éanter de pulméo e
consideraram a expressdo em citoplasma um fatgngstico. Cunningham et al.
(2005) publicaram estudo com 87 pacientes portaddeecancer colorretal estadio
Il onde a expressdo de EGFR citoplasmatica fairfde melhor progndéstico para
pacientes submetidos a radioterapia. No preseritelagsa expressao foi apenas
encontrada em citoplasma, fato este que se coeti@pdachados de outros estudos.
A internalizacdo do receptor ou a presenca de mlggao receptor em citoplasma

poderia justificar este achado. Assim como na naidos estudos publicados, néo
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houve impacto em sobrevida global e livre de doeapasar da diferenca
metodoldgica para avaliacdo imunoistoquimica evgrestudos.

Quanto ao produto do oncogene ErbB2, sabe-se daecegolvido com o
desenvolvimento de neoplasias como mama, ovarstdenago. Wright et al. (1989)
demonstraram ha mais de uma década que o aumensuadeexpressao esta
associado a recorréncia precoce e menor sobregidanter de mama. Slamon et al.
(1989b) publicaram dados com impacto no canceraeare ovario, e Yonemura et
al. (1991) para o cancer gastrico. Atualmente éapZo da expressao do ErbB2 faz
parte da pratica clinica no cancer de mama conoo feibgnostico. Com o advento
da terapia de molécula alvo, passou a ter tambémel pma conduta terapéutica
(American Cancer Society, 2007 e National ComprsivernCancer Network, 2008).

Em relagdo ao cancer colorretal, Nathanson et 2003) mostraram
correlagcdo entre a amplificacdo génica através teidizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) e a expressao imunoistoquirdeed&rbB2 em 139 pacientes
com cancer de colon. Houve expressdo em apenasd)8%d%asos, sem associacao
com estadio ou sobrevida, sugerindo talvez um pagmindario no desenvolvimento
do céancer de colon. Além da expressao de EGFR, Wekal. (2002b) também
avaliaram a expressao imunoistoquimica de ErbB22ét pacientes com cancer
colorretal primario e em 42 metastases linfonoda@isiderou positiva a expressao
moderada (1+) e intensa em membrana (2+) em 81,8% pécientes e foi
significativamente maior em tumores de colon. Age®®,4% das metastases
linfonodais tiveram concordancia com o tumor primaNao houve correlagdo com
sobrevida. Por outro lado, utilizando a mesma nwtgia do estudo anterior,

Schuell et al. (2006) observaram, em 77 pacierdes @ncer colorretal a auséncia
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de expressao de ErbB2 em 70% dos tumores e 26%artivepenas fraca expressao.
Para ambos ndo houve diferenca estatistica emvaddor€® mesmo foi encontrado

por Ochs et al. (2004) que estudaram 109 casasnaarés de colon estadio I, onde
houve expressdo em apenas 11% dos casos, senmchfer® sobrevida. Jesus et al.
(2005) estudaram 117 tumores colorretais. Houveessao de ErbB2 em 48,1% dos
casos (considerado positivo acima de 10% das eétulaorais coradas), também
sem relacdo com sobrevida.

Dois estudos encontraram expressao de ErbB2 eplastoa. Essapen et al.
(2004) encontraram em 170 tumores colorretais paessdo em membrana em 41%
e em citoplasma em 87% dos casos, sendo este ifatependente de melhor
prognoéstico nos Dukes’ C (estadio Ill). Concluiuega expressao em citoplasma
seria incapaz de transmitir sinal para heterodimageéo. Contrastando com o estudo
anterior, Osako et al. (1998) ao estudarem 146eptEs, revelaram expressao em
membrana em 3% e citoplasma em 68,5% dos casosipdreRpressdo em
citoplasma foi fator prognoéstico negativo para selita em pacientes Dukes’ B
(estadio 1l). Sugeriu haver relacdo entre a suaesspo e a progressao do cancer
colorretal.

No presente estudo, a expressdo imunoistoquimidartasl®2 em membrana
foi considerada positiva em apenas 7,6% dos cédgmsar do pequeno numero de
casos com expressao positiva, houve diferencastgtat(p=0,03) para o estadio Il
(12,7% dos casos) em relacdo ao estadio Il (1,8€ds0s). Sua expressao nao teve
relacdo com sobrevida global ou recidiva no grugmdado, corroborando com a

maioria dos estudos publicados.
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Outros estudos procuraram avaliar a co-expressdad@ER e ErbB2.
Kluftinger et al. (1992) avaliaram 32 casos de eanmlorretal, e encontraram
expressdo aumentada de EGFR e ErbB2 em 43% e 38%ados respectivamente,
com expressao concomitante em apenas 17% dos édasaxpressao de EGFR foi
significativamente maior em estadios avancados ¢éBuk e D / estadios Ill e IV) e
em tumores pouco diferenciados. Cunningham eR8D) avaliaram 87 pacientes
com cancer colorretal estadio Ill. Expressaram E@HRbB2 respectivamente 83%
e 89% dos casos. A expressao de EGFR e ErbB2 fotopasma acima de 50% das
células tumorais em 63% e 75% dos casos. A co-ssfoeocorreu em 75% dos
casos e nao foi fator de pior prognéstico. Nodssttual, a co-expressao de EGFR e
erbB2 ocorreu em apenas 3,4% dos casos e naodeetacao com prognostico.

Com o objetivo de avaliar a relacdo entre a expoesk familia ErbB em
tecido colorretal normal, em pélipos adenomatosos eneoplasia maligna, foram
realizados 3 estudos. Uner et al. (2005) estudaransonjunto 85 adenocarcinomas
colorretais e 37 polipos adenomatosos. Encontragpnessao significativamente
maior de ErbB2 e ErbB3 nos polipos que nos adenmcanas. Maurer et al. (1998)
avaliaram 35 pacientes com cancer colorretal. @bsmm expresséo fraca de ErbB2
e ErbB3 em tecido col6nico normal, porém expresséderada e intensa de ErbB3
(89%) e ErbB2 (83%) tanto por imunoistoquimica dagoor Northern Blots nos
adenocarcinomas, e expressao concomitante em 73%umores. Houve expressao
imunoistoquimica de ErbB3 tanto em membrana quamtaitoplasma. N&o houve
expressao importante de EGFR no tecido colénicomabe no tumoral. Sugerem no
estudo que a co-expressao suporta a hipotese ébgmpdois receptores atraves da

formacéo de heterodimeros. Porebska et al. (2@@@)ém compararam a expressao
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em adenomas e adenocarcinomas. A expressao de EobB#ais frequente nos
adenomas (87%) que nos adenocarcinomas (54%), aco de ErbB3 que foi
mais importante nos adenocarcinomas (65%) quedwaas (40%).

Outros autores estudaram em conjunto a expressamedeptores da familia
ErbB/HER no cancer colorretal. Lee et al. (2001pljparam estudo com 125
pacientes submetidos a tratamento cirirgico cuwrativ avaliacdo da expressao
imunoistoquimica de EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4efstratificada em ausente, 1+
(expressédo menor que 20% das células) e 2+ (edoresaior que 20% das células
ou coloracéo intensa). Tiveram expressao auseftepé®a EGFR, 65% para ErbB2,
63% para ErbB3 e 78% para ErbB4. A aumento da sg@ceisolada de ErbB3 e
também quando associada ao ErbB2 foi significaterae maior em estadios
precoces (Dukes A e B / estadios | e Il), enquanexpressao isolada de ErbB4 e
também quando associada ao ErbB2 foi significateras maior nos estadios mais
avancados (Dukes C e D / estadios Il e 1V). O®rast argumentam gque como a
afinidade do ErbB4 ao ligante neuregulina € maige go ErbB3, espera-se que o
potencial mitogénico quando expresso o heterodilBhB2 e ErbB4 seja maior que
o heterodimero ErbB2 e ErbB3 e, portanto pior pdéstjno. Ndo houve impacto na
recidiva e sobrevida isoladamente, porém a hipeesspo simultanea de ErbB2 e
ErbB4 teve impacto negativo na sobrevida pela smalnivariada, provavelmente
devido a correlacdo com os estadios mais avancados.

Kountourakis et al. (2006) mostraram em 106 tumoceforretais, a
expressdo de ErbB3 em membrana e citoplasma rasmeente em 17% e 28,3%
dos casos. Em relacdo ao ErbB4, respectivament&8e2@o e 30,2% dos casos. A

positividade em citoplasma de ErbB3 estava assae@iadmores de grau moderado e
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ErbB4 em membrana a envolvimento linfonodal. Sugeriem seu estudo que a
expressdo de ErbB4 estaria relacionada com o patepara disseminacao
linfonodal. N&o houve impacto no risco de recidvsobrevida.

Mesmo para 0s tumores primarios nao colorretaipamel prognostico da
expressao imunoistoquimica de ErbB3 aparece matlita com dados conflitantes.
Por um lado, a sua superexpresséao foi associada @iar fendtipo para neoplasia
gastrica (Kobayashi et al., 2003), com o crescimdanimoral em mucosa oral
(Sakurai et al., 2000), e com a proliferacdo tumena cancer de mama (Tovey et
al., 2004). Por outro lado, outros estudos ndo r@rm@m correlacdo da sua
expressao com pior prognostico mesmo em canceragiean(Esteva et al., 2001) e
de cavidade oral (De Vicente et al., 2003).

Encontramos no presente estudo a expresséao de Bpadas em citoplasma,
fato este previamente descrito por Kapitanovic let(2000), que estudaram a
expressao imunoistoquimica de ErbB3 em poliposntcdd@ e no adenocarcinoma de
colon. Segundo este estudo, ndo houve expressa@datip®s colonicos, porém
houve expressao positiva em 78% dos adenocarcindregpressao foi idéntica em
todos os casos e exclusivamente em citoplasmapressao positiva de ErbB3 teve
impacto negativo na sobrevida global em analisetivamiada. A expressao de
ErbB3 em citoplasma também ja ti@scrita em outro tumor primario como o cancer
de prostata (Koumakpayi et al., 2006).

No presente estudo a expressao positiva de ErbB8&mr no grupo com a
auséncia de embolizacdo linfatica. A expressao tivegde ErbB3 teve impacto
negativo na recidiva e na sobrevida global dosgmées tanto na analise univariada

quanto na multivariada.
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Sabe-se que o receptor ErbB3 tem baixa atividadeamparacdo aos outros
receptores da familia. Sua baixa expressao podeté@ indiretamente aumentar ou
perpetuar o estimulo da divisdo celular realizado qutras vias. Outra hipotese
reside no fato de a presenca de expressao emasito@lalterar a disponibilidade de
formacdo de heterodimeros em membrana plasmatta, elsse que alteraria a
resposta aos ligantes e favoreceria outras viasnta&payi et al., 2006).

Ha evidéncias em literatura que defendem que ardukteerizacdo dos
receptores da familia ErbB relacionadas ao ligasé® necesséarias para
diversificacdo e especificidade das respostas dicdS e que a natureza de transicéo
dos heterodimeros inclui previamente a atuacdordB3Ecomo efeito supressor ao
sinal induzido e relacionado ao ligante do ErbBér¢g et al., 2002). Talvez o
aumento da expressao de ErbB3 poderia por algumiibir a transcricao de sinal
induzido pelos ligantes da familia ErbB.

A expressao imunoistoquimica do ErbB4 em canceorchl foi até o
momento menos estudada e ndo ha definicdo de gell gamo fator progndstico.
No estudo atual, a expressao positiva de ErbB4agpem membrana teve impacto
negativo na recidivéanto na analise univariada quanto na multivari&dsem, nao
houve impacto na sobrevida global dos pacientesrebras as analiseNao houve
correlacéo entre recidiva e sobrevida com a ex@oeds ErbB4 em citoplasma.

As expressdes imunoistoquimicas de ErbB3 e ErbB4 membrana
permaneceram como fator prognostico para recidiganm quando a amostra total
foi estratificada em subgrupos estadio Il e llgre subgrupos que receberam ou néo

quimioterapia adjuvante.
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Existem algumas razfes para justificar tantos ta&do$ discrepantes entre os
diversos estudos. Os sistemas de escore utilizpdos o cancer colorretal séo
habitualmente baseados na proporcdo de célulaslasorm combinacdo com a
intensidade de coloracéo e a interpretacao dasick@ie de coloracdo além de ser
bastante subjetiva, pode sofrer variacdes entpgaiscolos e até nos procedimentos
de fixacdo de material. O niumero pequeno de pasearh alguns estudos, diferentes
sistemas de escore, fontes diversas do anticoxawia;des de protocolo do estudo
imunoistoquimico tornam a comparacao entre os estuch grande desafio.

O presente estudo foi o primeiro a estabeledagde progndstica entre a
expressdo de ErbB3 e ErbB4 para pacientes esthaidd apos cirurgia curativa e
através da técnica de TMA. O presente resultaderdeainda ser reproduzido por
outros estudos, porém nossos achados sugerem simgdgmpel do ErbB3 e ErbB4
no processo de carcinogénese do cancer colorfetaklhor estratificacdo de risco
para pacientes estadios Il e Ill € necessaria gaeano futuro possam receber

tratamento complementar adequado e especifico.
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6- CONCLUSOES

1. As expressdes imunoistoquimicas positivas de EG&RRB2 e ErbB3

foram encontradas em respectivamente 59,3%, 7,6%286 dos casos estudados.

2. As expressdes imunoistoquimicas positivas de EdiB4nembrana e
de ErbB4 em citoplasma foram encontradas em regpgewnte 10,2% e 20,3% dos

casos estudados.

3. As expressdes imunoistoquimicas positivas de EGHBB2 e em
citoplasma de ErbB4 néo se associaram a piores thxaobrevida livre de doenca e

sobrevida global.

4. A expressao imunoistoquimica negativa de ErbB¥doiavel de risco

independente para recidiva e obito, identificada paalise multivariada.

5. A expressado imunoistoquimica positiva de ErbB4 eembrana foi
variavel de risco independente para recidiva, ifleada pela analise multivariada.

Entretanto, ndo esteve associada a piores taxashdevida global.
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