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RESUMO

O cancer gastrico ¢ ainda hoje um dos tumores solidos mais comuns, sendo a segunda
causa mais freqiiente de morte por doenga maligna no mundo. Apesar do aprimoramento da técnica
cirargica e da utilizacdo de tratamentos multimodais, o cancer géstrico, em geral, ainda permanece com
um mau prognoéstico. Na maioria dos paises a doenga € freqiientemente diagnosticada apos ter invadido a
camada muscular propria do 6rgdo, estagio no qual a sobrevida média em cinco anos € inferior a 20%.
Como a maioria dos tumores humanos, o cancer gastrico ¢ uma doenga multifatorial, que se desenvolve
em individuos geneticamente suscetiveis expostos a agentes carcinogénicos externos. Ultimamente,
diversos oncogenes e genes supressores tumorais vém sendo estudados na tentativa de esclarecer
detalhadamente a carcinogénese gastrica. Her-2/Neu ou CerbB-2 ¢ EGFR sdo oncogenes da familia Her
ou erb de receptores de fatores de crescimento. Ambos tém se mostrado com expressdo aumentada em
diversas neoplasias ¢ possuem anticorpos monoclonais especificos como potencial forma de tratamento
adjuvante. Em rela¢do ao cancer gastrico, as prevaléncias destes oncogenes sdo bastante variaveis na
literatura. O objetivo deste estudo foi determinar as prevaléncias de Her-2/Neu e EGFR na mucosa
gastrica de pacientes com adenocarcinoma de estdmago. Foram estudados 37 casos com avaliacdo de
expressdo imunohistoquimica de Her-2/neu e EGFR em amostras teciduais fixadas em formalina e
armazenadas em parafina. Dois casos demonstraram expressdo aumentada de Her-2/Neu, correspondendo
a 5,4%. Nenhum caso demonstrou aumento da expressdo de EGFR. Os autores concluem que a auséncia
da expressdo do EGFR na amostra estaria mais relacionada a uma dificuldade encontrada de trabalhar
com o anticorpo do que a real auséncia de expressdo do oncogene no cancer gastrico. Também sugerem
que, apesar da baixa prevaléncia do Her-2/Neu na amostra, ¢ devido a pouca resposta dos tumores
gastricos as terapias hoje disponiveis, os anticorpos monoclonais especificos anti-Her deveriam ser

futuramente testados nos individuos Her positivos, em ensaios clinicos randomizados.
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ABSTRACT

Gastric cancer is one of the most common solid tumors, being the second leading cause of cancer
death worldwide. Despite, better operative techniques and the use of multimodal therapies, gastric cancer
still has a poor prognosis. In most countries the disease is usually detected after it has reached the
muscularis propria layer, offering less than 20% survivors in 5 years. Gastric cancer is a multi-factorial
disease, which occurs in genetically prone individuals who are exposed to external carcinogens. Recently,
many oncogenes and tumor suppressor genes have been studied in order to explain gastric carcinogenesis.
Her-2/Neu or CerbB-2 and EGFR are members of the HER family of growing factors. Both have been
identified in many tumors and have specific monoclonal antibodies as a potential adjuvant therapy.
Considering gastric cancer, the prevalence of these oncogenes is quite variable in literature reports. The
purpose of this study was to investigate the prevalence of Her-2/Neu and EGFR in the gastric mucosa of
patients with gastric adenocarcinoma. The immunohistochemical expression of Her-2/Neu and EGFR was
studied in 37 formalin-fixed paraffin—embedded tissue sections. The immunohistochemical reaction
produced by the anti-HER-2/Neu antibody was positive in 2 cases (5,4%). The immunohistochemical
reaction produced by the anti-EGFR antibody was considered negative in all 37 cases. The authors
conclude that the negative overexpression of EGFR is probably related to the great difficulty involving
the study of this oncogene by immunohistochemistry. They suggest that, in spite of the low prevalence of
Her-2/Neu in this study, and due to the bad response of gastric cancer to the present therapies, the specific

anti-Her monoclonal anti-bodies should be tested in positive individuals, in future clinical trials.



ABREVIACOES

ABC- avidin-biotin-peroxidase complex (complexo avidina-biotina peroxidase)

AMPc AMP ciclico

AP2 - activator protein 2 (proteina de ativagdo 2)

APC - adenomatous polyposis coli (polipose adenomatosa colonica)

AR - amfiregulina

ATP - adenosine triphosphat (trifosfato de adenosina)

bFGF - basic fibroblast growth factor (fator de crescimento basico do fibroblasto)

DAB - tetrahidrocloreto de diaminobenzedina

DCC - deleted in colon carcinoma (deletado no cancer de colon)

DNA acido desoxirribonucléico

EGF - epidermal growth factor (fator de crescimento epidérmico)

EGFR - epidermal growth factor receptor (receptor do fator de crescimento epidérmico)

FISH - fluorescence in situ hybridisation

HE - hematoxilina-eosina

HER-2/neu - Human epidermal growth factor receptor 2 (receptor do fator de crescimento epidérmico
humano-2)

HGF - hepatocyte growth factor (fator de crescimento do hepatocito)

h-TERT - human telomerase reverse transcriptase (transcriptase reversa da telomerase humana)
IGF 1I - insulin-like growth factor Il (fator de crescimento “tipo” insulina)

IL interleucina

kDa (kilodalton)

MAPK - Mitogen-activated serine/threonine kinase PBS - phosphate buffered solution (solugdo tampéo
de fosfato)

PDGEF - platelet derived growth factor (fator de crescimento derivado das plaquetas)

quantitative PCR — PCR quantitativa



RNA 4cido ribonucléico
RT-PCR - reverse transcriptase-polimerase chain reaction (transcriptase reversa da reagdo em cadeia da
polimerase)

TGFa - transforming growth factor (fator de crescimento de transformagao o)
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O cancer gastrico ¢ ainda hoje um dos tumores sélidos mais comuns, principalmente
na Asia (1). E a segunda causa mais freqiiente de morte por doenga maligna no mundo, atrés
apenas do cancer de pulmdo (2). Existe uma marcada varia¢do em sua incidéncia entre os
diversos paises e, mesmo em uma mesma regido, podem existir taxas diferentes em uma
mesma populagdo, devido a varios fatores. Apesar do declinio evidente em paises
desenvolvidos da Europa e nos Estados Unidos, o cancer gastrico ¢ ainda hoje o tumor mais
freqliente no Japao, com taxas de incidéncia que se aproximam, em algumas areas, de 100
casos para cada 100.000 habitantes. E um dos mais importantes em paises subdesenvolvidos,
principalmente da Asia, Africa e América Latina (3). E o quarto tumor mais freqiiente na
Franga (4). Nos EUA ¢ o décimo primeiro em incidéncia e oitavo em mortalidade (5).

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer do Brasil (INCA) 22.330 novos
casos de cancer gastrico foram diagnosticados no Brasil em 2001 e esta doencga foi a terceira
causa de 6bitos no pais entre os homens e a quinta causa entre as mulheres. No RS e em Porto
Alegre no mesmo ano foram diagnosticados, respectivamente, 1520 ¢ 200 novos casos de
cancer do estomago. Para o ano de 2005 sdo estimados 23.145 novos casos no Brasil. No RS a
estimativa de casos novos para 2005 é de 1180 casos para homens e 660 casos para mulheres.
Em Porto Alegre sdo estimados 140 casos novos entre os homens e 100 casos novos entre as
mulheres (6).

No Brasil houve uma reducdo nas taxas de mortalidade por cancer de estomago nas
ultimas décadas. Em 1979 a taxa de mortalidade era de 9,69 por 100.000 habitantes para
homens e passou a 8,72 por 100.000 habitantes em 1999, com uma variagdo relativa de 10%.
Entre as mulheres a diminui¢ao foi semelhante, passando de 4,79 por 100.000 habitantes a 4,41
por 100.000 neste mesmo periodo (6).

Apesar de a maioria dos pacientes em estdgio inicial de cancer gastrico poder ser
curada pela cirurgia, mais da metade dos pacientes em estagios mais avangados morre por
recidiva tumoral, mesmo quando s3o submetidos a gastrectomia curativa. Metéstases
linfonodais, hepaticas e disseminacdo peritoneal sdo as rotas predominantes de recidiva do

cancer gastrico e, quando presentes, pioram significativamente o prognostico (7).
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Como a maioria dos tumores humanos, o cancer gastrico ¢ uma doenga multifatorial,
que se desenvolve em individuos geneticamente suscetiveis expostos a agentes carcinogénicos
externos. Assume-se que alteragdes genéticas sejam responsaveis pela progressdo das células
de estagio a estagio, desde células normais, passando por diversos tipos de lesdes pré-malignas
carcinoma ndo invasivo, até doenca metastatica.

O cancer colorretal é considerado o modelo humano ideal para a compreensao da
carcinogénese devido a sua disponibilidade tecidual relativamente féacil, a existéncia de lesoes
precursoras e sindromes familiares claramente definidas (polipose adenomatosa familiar), além
do avangado estagio de conhecimento de seu processo de carcinogénese (8). Ja o conhecimento
do céncer gastrico em nivel molecular ¢ menos desenvolvido, apesar de ter havido consideravel
progresso recente no seu entendimento. Um modelo teérico para a progressdo da gastrite
induzida pelo H. Pilory (Helicobacter Pilory) através de atrofia, metaplasia e displasia a cancer
foi desenvolvido por Pelayo Correa e adaptado a medida que novas descobertas foram feitas.
Este processo exp0s tanto o valor quanto as limitagdes do modelo, uma vez que ficou claro
que ele se aplica somente a cancer tipo intestinal histologicamente bem diferenciado. Talvez
surpreendentemente, o cancer difuso mais pobremente diferenciado, parece ter uma patogénese
molecular bem diferente, ¢ ha atualmente uma substancial literatura documentando as
diferentes associagdes de varios oncogenes e genes supressores tumorais defeituosos com os
diferentes tipos tumorais (9).

O p53 ¢ um dos genes mais comumente mutados no cancer humano, estando
inativado em quase metade de todos os tumores (quando entdo perde seu papel regulador). As
transi¢des do ciclo celular ocorrem por um mecanismo regulador que recebe uma ampla
variedade de sinais, desencadeando o prosseguimento do ciclo de determinada célula. Os
controladores dos pontos de checagem informam sobre a integridade do genoma; quaisquer
danos, ativagdo de oncogenes, hipoxia e/ou infeccdo viral s@o sinais de alerta que levam a
parada na progressdo do ciclo mediado pelo mecanismo regulador cujo controlador essencial
parece ser o p53, o “guardido do genoma”. Se a informag8o expressa dano grave ao genoma, a
célula é levada a apoptose (morte celular programada). A célula é extremamente vulneravel a

perda do p53 ou a sua mutagdo, por alterar o controle de proliferagdo diante de instabilidade
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genomica (10). Dados clinicos e experimentais mostram que em muitos tumores com mutagoes
de p53 ha uma maior resisténcia a radio e quimioterapia, bem como pior sobrevida (11).

Outros genes, além do p53, sdo alvo de carcinégenos e sua identificagdo e
caracterizagdo serdo de fundamental importancia no desenvolvimento da epidemiologia
molecular (12).

Atualmente ja é evidente que diferentes vias genéticas levam ao céancer gastrico
difuso e intestinal. Alteragdes em genes especificos que tém papéis importantes em diversas
fungdes celulares como adesao celular, transducdo de sinal, diferenciagdo, desenvolvimento ou
reparo do DNA tém sido identificadas (13). Instabilidade de microssatélites tem sido detectada
em 16- 36% dos canceres gastricos e parece ocorrer precocemente no desenvolvimento do
tumor (14). Inativagdo devido a perda de heterozigosidade e/ou mutagdo de APC (adenomatous
polyposis coli) e DCC (deleted in colon carcinoma) tém sido relatadas em cancer gastrico (15).
A mutacdo da E-cadherina parece ser um excelente marcador diagnostico e um alvo atrativo
para futuras intervengdes terapéuticas (13). O proto-oncogene c-met codifica para o receptor
HGF (hepatocyte growth factor), que esta preferencialmente amplificado nos tumores tipo
difuso (16). A amplificacdo do c-met se correlaciona com estagio e prognostico. O k-sam, um
membro da familia dos receptores de fator de crescimento dos fibroblastos é preferencialmente
amplificado em tumores do tipo difuso (17). Perda de heterozigosidade no ldcus bel-2 esta
associada a tumores do tipo intestinal (18). Expressdo do antigeno SC-1, um receptor da
apoptose, ¢ preferencialmente vista em tumores de tipo difuso (19). Amplificagdo da ciclina
E ¢é vista em 10 e 20% dos tumores gastricos de tipo difuso e intestinal, respectivamente (20).

HER-2/neu ou CerbB-2 ¢ EGFR (epidermal growth factor receptor) tém sido
estudados em diversos tumores e parecem estar associados, na maioria das vezes, a um pior
prognostico (21-27).

Apesar do aprimoramento da técnica cirirgica e da utilizagdo de tratamentos
multimodais, o cancer gastrico, em geral, ainda permanece com um mau progndstico. A
compreensdo da estrutura e funcio dos genes associados ao cancer gastrico ¢ fundamental para
o estabelecimento de métodos para o diagnostico tumoral antes de sua invasdo e disseminagao,
para o descobrimento de novos tratamentos e para a monitorizagdo da eficacia de intervengdes

terapéuticas e preventivas (13).
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Aspectos da oncologia molecular

Os oncogenes sdo seqiiéncias de DNA que expressam proteinas controladoras da
proliferacdo, diferencia¢do e morte celular. Eles sdo versdes somaticamente mutadas de genes
celulares normais ou proto-oncogenes, ¢ codificam proteinas que governam passos cruciais no
crescimento, diferenciacdo e morte programada da célula (28).

Os proto-oncogenes podem ser transformados em oncogenes por diferentes
mecanismos que incluem mutagdes de ponto, lesdes em porgdes cromossdmicas, amplificagdes
génicas, rearranjos ¢ interferéncia de proteinas virais (29). Tais alteragdes levam a uma perda
ou ganho de fung¢do da proteina codificada pela seqiiéncia alterada e a conseqiiente
transformagdo maligna (28). Nas ultimas décadas, centenas de proteinas ja foram identificadas
como causadoras de tumores.

Diversos estudos vém sendo realizados recentemente com a intengdo de associar os
oncogenes identificados com os diferentes tipos de tumores, possibilitando a utilizagdo dos
primeiros na identificagdo de individuos de risco, no diagnostico precoce e na avaliagdo do
prognostico. Em varios tumores humanos solidos e leucemias, o estudo molecular de
espécimes clinicos ja ¢é feito de rotina e tem ajudado no manejo dos pacientes.

Em carcinoma de mama a amplificacdo de HER/2-neu ou CerbB-2 com aumento de
expressdo da proteina esta relacionada a um pior progndstico, com aumento de resisténcia a
quimioterapia e diminui¢do de sobrevida (30).

HER-2/neu e CerbB-2, apesar de apresentarem diferencas em duas posigoes de suas
seqiiéncias de aminodacidos, sdo tratados pela literatura como um unico oncogene. Decidiu-se
entdo por tratar o oncogene como HER-2/neu, neste trabalho, para facilitar o entendimento.

HER-2/neu faz parte da familia de 4 fatores de crescimento (EGFR, CerbB-2
ou HER-2/neu, CerbB-3 ¢ CerbB-4) que possuem atividade intrinseca de tirosina kinase,
cujo aumento, desencadeado pela unido de um ligante com a porgdo externa do receptor, € o
mecanismo presumido para a transformagdo de células (31, 32).

Por definigdo, tirosina kinase é uma enzima que cataliza a fosforilagdo de residuos
de tirosina em proteinas, com ATP (adenosine triphosphate) ou outros nucleotideos como
doadores de fosfato. As proteinas tirosina kinases sdo uma grande familia multigénica com

particular relevancia nas doengas humanas como o céncer. Foram identificados no genoma
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humano 90 genes tirosina kinases, entre os quais 58 de tipo receptor. Este tipo receptor de
genes esta distribuido em 20 subfamilias entre as quais esta a familia HER ou EGFR (33).

O oncogene HER-2/neu esta localizado no locus 21 do brago curto do cromossomo
17 e o seu produto é uma proteina de 185-kDa (kilodalton), que compartilha significante
homologia com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (32).

Avancos em biologia molecular demonstraram que a expressdo génica de receptores
tirosina-kinase associados pode arbitrar a tumorigénese (34). Células tumorais que apresentam
amplificacdo génica ou expressdo aumentada de EGFR e HER-2/neu estdo propensas a
metastatizar e invadir tecidos vizinhos (25).

O gene EGFR esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (35). No cancer de
mama sua expressdo aumentada mostrou estar associada a risco aumentado de recorréncia
precoce e resisténcia a endocrinoterapia (36). Por outro lado, em carcinoma colorretal, parece
nao haver diferenga significativa nos niveis de EGFR entre a mucosa neoplasica e a normal
(37). Em céncer gastrico sua amplificacdo parece ocorrer em estagios avancados da doenga e
parece ser um indicador importante de mau prognostico a curto prazo. Também tem sua
expressdo aumentada em tumores de pulmao, esdfago e colo uterino.

HER-2/neu tem sido intensamente estudado em carcinoma de mama. No entanto,
este oncogene também esta hiper-expresso em outros tumores como adenocarcinomas do trato
gastrointestinal, carcinoma de ovario (38), glioblastoma multiforme (39) e carcinoma de
pulmao (21). Sabe-se que as alteracdes de HER-2/neu estdo associadas a pior prognostico do
adenocarcinoma de estdmago, na grande maioria dos estudos (40). Ha ainda poucos estudos

relacionando HER-2/neu e EGFR, em conjunto, ao carcinoma gastrico.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia da expressdo imunohistoquimica de HER-2/neu ¢ EGFR

na mucosa gastrica de pacientes portadores de adenocarcinoma de estomago.

Objetivos Secundarios

Relacionar as alteracdes de expressdo de HER-2/neu e EGFR com os tipos
histolégicos (intestinal e difuso).

Relacionar as alteragdes com o grau de diferenciagio celular do tumor.
Relacionar as alteragdes com o estadiamento da doenga

Relacionar as alteragdes com o prognostico.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

O cancer gastrico, apesar do seu declinio nas ultimas décadas, ainda ¢ a segunda
causa mais freqiiente de morte por doengca maligna no mundo, atras apenas do cancer de
pulm@o (2). Sua incidéncia no Japdo aproxima-se, em algumas regides, de 100 casos para cada
100.000 habitantes, sendo também elevada em paises subdesenvolvidos, principalmente na
Asia, Africa e América Latina (3). No Brasil, no ano de 2001, foi estimada uma incidéncia de
18,3/100.000 habitantes para homens e 8,14/100.000 habitantes para mulheres, sendo a 3?
causa de obitos por neoplasias entre homens e a 5% entre mulheres (6).

Raga, classe econdémica e exposi¢do a fatores ambientais parecem influenciar na
variagdo da incidéncia do cancer gastrico ao redor do mundo (41). O cancer gastrico tem maior
incidéncia em populag¢des de baixa renda. E infreqiiente em pessoas com menos de 40 anos de
idade, tendo prevaléncia e mortalidade maiores entre homens com mais de 60 anos de idade
(42,43). A proporg¢do geral do cancer gastrico em relagdo ao sexo ¢ de dois homens para cada
mulher (44,45).

O adenocarcinoma € o tipo histologico mais freqiiente de cancer gastrico, sendo
responsavel por mais de 90% dos casos (40). A localizagdo mais freqiiente da neoplasia é o
antro gastrico (46). Contudo, estudos recentes tém demonstrado uma tendéncia a localizagdo
mais proximal no 6rgédo, envolvendo fundo e cardia (47).

A sobrevida geral média em cinco anos ¢ de cerca de 10%. A invasdo do tumor na
parede gastrica ¢ o fator mais importante no prognostico dos pacientes com cancer gastrico
(48). Quando restrito a mucosa e/ou submucosa ¢ definido como cancer gastrico precoce, com
sobrevida acima de 90% em cinco anos (49). O comprometimento linfonodal, as metastases a
distancia, o grau de diferenciagdo celular e a topografia da lesdo também sdo fatores
prognosticos para o cancer gastrico (48).

A ressec¢do cirurgica permanece como a Unica opg¢do terapéutica curativa para o
cancer gastrico. No entanto, existem controvérsias em relacdo a extensdo da ressec¢do gastrica,
extensdo da linfadenectomia e a utilizagdo de alternativas terapéuticas adjuvantes (46,50).

O modelo geralmente aceito para a carcinogénese gastrica, desenvolvido por Pelayo

Correa e cols em 1975, propde que o cancer ¢ o resultado final de uma série de mutagdes e
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transformagodes celulares que iniciam cedo na vida. Inicialmente o revestimento gastrico
normal ¢ submetido a um processo inflamatorio cronico, “gastrite superficial”, envolvendo
alguma lesdo celular. Poderia ser causada por fatores como ingesta excessiva de sal ou infeccao
pelo H.pylori. O préximo estagio envolve extensa perda celular e resulta em gastrite atrofica
cronica. Com esta condicdo, o microambiente gastrico ¢ alterado, principalmente como
resultado da secregdo acida defeituosa, ¢ o pH aumenta a um ponto que permite extensa
colonizagdo por varias espécies de bactérias. Varias destas espécies podem reduzir nitratos a
nitritos e também catalizar uma reagdo entre nitritos e proteinas da dieta, resultando na
formagdo de compostos N-nitrosos. Estes sdo mutagénicos e carcinogénicos e podem causar
transformagdes posteriores nas células epiteliais a metaplasia, displasia, e , por fim, cancer
(51).

A diminui¢do da ocorréncia do cancer gastrico entre as populagdes que migram de
zonas de alta incidéncia, tendendo a assumir gradativamente as taxas relativas as populacdes
dos paises que as recebem sugere importante papel de diversos fatores ambientais no
desenvolvimento do cancer gastrico (52). Dentre eles, os mais estudados tém sido os dietéticos.
Virios estudos tém demonstrado riscos associados a alta ingesta de sal e carne ou peixe
preservados em sal ou defumados. Vegetais em conserva tém demonstrado aumentar o risco
para cancer mas somente em populacdes chinesas e japonesas (51).

A associacdo dietética mais forte e consistentemente observada tem sido relacionada
a dieta com baixo consumo de frutas e/ou vegetais. Esta associagdo foi observada em estudos
retrospectivos e prospectivos em populagdes de varios paises da Europa, na América do Sul, na
América do Norte, e em varias partes da Asia. Recentemente varios estudos vém tentando
elucidar os nutrientes especificos responsaveis pela protecdo conferida pela ingesta regular de
frutas e vegetais. A maior atengdo vem sendo dada as vitaminas antioxidantes, especialmente a
vitamina C e o P-caroteno, mas seu uso sob a forma de suplementos ainda ndo pode ser
recomendado como forma de prevencao do cancer gastrico (51).

Nas ultimas duas décadas, grande importincia tem sido dada a associagdo do
Helicobacter pylori com o céancer gastrico. Em estudo de 1993, Forman e cols analisaram os
dados de 13 paises mostrando uma associacdo significativa entre a soropositividade para H

pylori e os coeficientes de incidéncia e mortalidade para o cancer gastrico (53). Varios estudos
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de caso-controle e prospectivos observacionais demonstraram ser a infec¢do pelo H.pylori um
fator preditivo para o desenvolvimento do cancer gastrico do tipo intestinal (54).

Contudo, atualmente estima-se que praticamente metade da populacdo do planeta
seja portadora do H.pylori e portanto , simplesmente a sua presenga, associada ou ndo a outros
fatores, ndo seria capaz de causar cancer gastrico na maioria dos portadores. Mais
recentemente os estudos tém se voltado para a analise das diversas cepas do H.pylori. Dentre

elas, vac A S1, cag A, e ice Al t€m sido consideradas as mais virulentas (55).

HER-2/NEU OU CERBB-2

Caracterizado como oncogene devido a sua capacidade de promover transformagio
celular, CerbB-2 foi clonado de células de carcinoma de mama. Faz parte de uma familia de 4
fatores de crescimento (EGFR ou CerbB-1, CerbB-2, CerbB-3 e CerbB-4), que possuem
atividade intrinseca de tirosina kinase, cujo aumento, desencadeado pela unio do ligante com
a porcdo externa do receptor, ¢ o mecanismo presumido para a transformacdo de células
(31,32). Compartilha significante homologia com o receptor de crescimento epidérmico
(EGFR) (32). Neu foi primeiramente clonado de ratos com neuroglioblastomas induzidos com
ethyl-nitrosureas (neu gene). CerbB-2 e neu diferem de seus protooncogenes por uma Unica
mutagdo, tendo como resultado desta aumento na atividade intrinseca da tirosina kinase (56). O
aumento da atividade de tirosina kinase ocorre também por outros dois mecanismos:
amplificagdo génica e modificagdo na regulagdo de translagdo da proteina (57).

CerbB-2 codifica uma proteina de 185 kDa localizada na membrana celular, tendo
um dominio intracelular, um ponto de ancoragem e um dominio extracelular. O gene esta
localizado no brago curto do cromossomo 17 (16cus 21) (58). A caracterizagdo do gene e de seu
receptor foi realizada através da codificagdo do DNA extraido de células de mama e estomago.
Os clones originais foram identificados com diferentes probes e os dois principais transcritos
tem 4,0kb (gene completo) e 2,3kb (forma com corte alternativo). A forma alternativa foi
identificada em células de estomago (MKN-7) (59). A caracterizagdo do transcrito principal
mostrou que a mais longa abertura da malha de leitura tem 3765 nucleotideos com um residuo
de 1255 aminoacidos. O cédon de iniciagdo ATG ¢ flanqueado por nucleotideos que seguem o

critério de Kozak para inicio de translagdo. CerbB-2 mostrou estrutura secundaria similar ao
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EGF. Um residuo de 22 aminoacidos (654-675) ¢ extremamente hidrofobico e é provavelmente
o sitio de ancoragem da proteina. Esta seqiiéncia de aminoacidos ¢ seguida como em diversas
outras proteinas por uma seqiiéncia de aminodcidos basicos (lys-arg-arg) que promove a
correta alocagdo da proteina na membrana celular. Os primeiros 21 aminoacidos sdo também
hidrofobicos sugerindo que eles representam uma seqii€ncia de sinais para a glicoproteina de
membrana. Oito locais de N-glicosilagdo foram identificados sugerindo que CerbB-2 e EGFR
sdo muito similares. A seqiiéncia do dominio extracelular tem 44% de homologia com o
dominio de ligacdo do EGF. Existe no CerbB-2 um agregado rico de cisteinas que facilitam a
geracdo de uma conformagdo propicia para transmissdo celular através de pontes intra e
intermoleculares de enxofre (S). A seqiiéncia de aminoacidos 727-986 inclui o sitio de ligago
de ATP e tem homologia também com a familia de oncogenes src (do sarcoma). Os sitios de
fosforilagdo encontrados foram 1139, 1222, e 1248, indicando que a proteina pode se
autofosforilar. A comparagdo entre CerbB-2 e neu mostra que ocorrem somente duas
diferencas nas posicdes 813 e 817 (60).

Analise da regido 5’ mostra diferengas entre as seqii€ncias de CerbB-2 e EGFR.
Contudo, os dois genes podem ser induzidos por agentes como acido retinéico, AMPc (AMP
ciclico) e fator de crescimento epitelial. E interessante notar que o ligante do EGFR é capaz de
ativar o CerbB-2, n3o por ligagdo com o receptor, mas provavelmente por fosforilagdo
heterdloga ou indugdo direta do promotor de CerbB-2/neu. A agdo de AMPc ocorre por
mediadores do tipo AP2 (activator protein 2) em seqiiéncias -766 e -244. Os estudos com a
inducgdo de CerbB-2 mostram que este gene é altamente regulavel como ocorre com fatores de

crescimento implicados em proliferagdo celular (61).

ATIVIDADE DE TIROSINA KINASE

A maioria dos fatores de crescimento tem atividade de tirosina kinase. Sdo capazes
de autofosforilar seus dominios intracelulares nos residuos de tirosina kinase e desta forma
tornam-se capazes de reagir com outras proteinas. HER-2/neu tem atividade de tirosina kinase

estando permanentemente ativado nas células que o expressam. Estudos mostram que a
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capacidade de transformacdo celular induzida por HER-2/neu ¢ diretamente relacionada a
atividade catalitica da proteina sob os residuos de tirosina (autokinase) (62).

Estudos mais recentes tém investigado os mecanismos de fosforilacdo de HER-2/neu
e sua intera¢do com os outros receptores da mesma familia. Um estudo de Klapper e cols
mostrou que provavelmente HER-2/neu atua como co-receptor para os demais fatores de
crescimento desta familia, uma vez que ndo possui ligante natural identificado, sendo que os
ligantes heregulina e neuroregulina reagem com pouca afinidade com HER-2/neu. Também
demonstrou que a atividade de HER-2/neu existe quando homodimerizado. Mas a sua atividade
plena depende da co-expressdao dos outros receptores (EGFR, CerbB-3 e CerbB-4), com os
quais, HER-2/neu forma heterodimeros. Estes ativam a atividade catalitica, induzindo ativagdo
de MAPK (Mitogen-activated serine/threonine kinase), o principal mediador de sinalizagao

intracelular desta familia de oncogenes, com conseqiiente aumento de proliferacdo celular (31).

HER2-NEU E CANCER

HER-2/neu esta superexpresso em 25 a 30% dos tumores de mama, aumentando a
agressividade do tumor. Estudo de 1987, com 130 mulheres com cancer de mama identificou
um subgrupo que superexpressava HER-2/neu e que teve sobrevida média de 3 anos. Em
contraste, pacientes com HER-2/neu negativo tiveram sobrevida média de 6-7 anos (22). Em
1994, Muss e cols relataram diferenga relacionada a dose da quimioterapia adjuvante, com
necessidade de doses maiores nas pacientes HER-2/neu positivas em relaggo as negativas (30).

Em cancer de pulmdo de pequenas células a superexpressdo de HER-2/neu esta
associada a pior progndstico. Ja nos tumores de pulmio nao de pequenas células, HER-2/neu
parece ser marcador de multirresisténcia a quimioterapicos (21).

No caso do cancer de pancreas, mais de 50% dos pacientes tém niveis elevados da
proteina ¢ do RNA mensageiro do HER-2. Contudo, em contraste com o cancer de mama,
niveis elevados de HER-2 sdo encontrados nos tumores mais diferenciados, € nenhuma
correlagdo entre niveis elevados de HER-2 e prognostico foi estabelecida. Portanto, o

significado do HER-2 no céancer de pancreas permanece desconhecido (63).
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Quanto ao cancer colorretal, Kapitanovic e cols relataram em 1997 relagdo de
expressdo de HER-2/neu com estadiamento e sobrevida (64). J4 Dursun e cols em 2001
concluiram que a expressdo do HER-2/neu é um evento infreqiiente em tumores colorretais
(13,95%) e que ndo ha correlagdo entre expressdo de HER-2/neu e o potencial maligno da
doenca (65).

Com relagdo ao cancer gastrico, Tsugawa ¢ cols publicaram em 1993 estudo
envolvendo 82 casos relacionando amplificagdo de HER-2/neu com pior progndstico (23). Em
1998 o mesmo autor relacionou a amplificacdo do gene com a presenga de metastases
linfonodais (24). Em 2003, Xin Chen e cols, em estudo com microarranjos de cDNA relataram
expressdo aumentada de HER-2/neu em aproximadamente 10% (9 em 90) dos tumores
gastricos de sua andlise (66). Na literatura a maioria dos estudos correlaciona o aumento da
expressdo ou a amplificagdo da proteina a pior progndstico, mas as incidéncias de expressdo

aumentada variam de 8 a 45% (Tabela 1).

Tabela 1 — Expressao de Her-2/Neu ou CerbB-2-literatura

Autor Ano de publicacdo (%)Expressdo HER-2imeu Ngumores)
Tsugawa K, et al (23) 1993 34 28 (82)
Lee Ey, et al (67) 1994 25 14 (56)
Oshima CT, et al (68) 2001 45 37 (82)
Takehana T,et al (69) 2002 8,2 29 (352)
Ghaderi A, et al (70) 2002 16,4 24 (146)

EGFR/ HER-1/ CERBB-1

O gene EGFR esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (35). Codifica uma
glicoproteina de membrana plasmatica de 170 kDa, composta de um dominio extracelular, um

segmento lipofilico transmembrana, ¢ um dominio intracelular com atividade tirosina kinase

(71).
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O dominio extracelular amino-terminal de EGFR tem duas regides ricas em cisteina
que formam o dominio de ligagdo com o ligante. A regido transmembrana ¢ uma hélice alfa
simples que ancora o receptor a célula (72). O dominio citoplasmatico contém uma regido
tirosina kinase e uma cauda carboxi-terminal que contém pelo menos cinco sitios de
autofosforilagdo de tirosina. Os dominios tirosina kinase do CerbB-3 e do CerbB-4 mostram
aproximadamente 80% de homologia com o do EGFR (73), enquanto CerbB-3 ndo tem

atividade tirosina kinase intrinseca (74). A Figura 1 ¢ uma representagdo grafica do EGFR.

EGFR

Dominio Extracelular

WO GO

W — Dominio Transmembrana

Dominio Kinase Dominio intracelular

Figura 1 — Esquema de representagdo gratica do EGFR

Virios ligantes podem se ligar ao EGFR, CerB-3, e CerbB-4. Estes ligantes t€m
especificidades diferentes para cada receptor, resultando em diferentes efeitos celulares (75).
Unido com o ligante induz homodimerizagdo em EGFR, bem como heterodimerizagdo com
outros receptores Her (76) (Figura 2). Dimeriza¢do do EGFR induz atividade catalitica tirosina
kinase, o que leva a autofosforilagdo em varias tirosinas dentro da cauda carboxil-terminal do
receptor. As fosfotirosinas resultantes Y992, Y1068, Y1448, ¢ Y1173 agem como “locais de
ancoragem’ para um numero de enzimas transdutoras de sinal e proteinas “de adaptacao”, que

desencadeardo os efeitos celulares (72).
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Homodimero Heterodimero

B1/B1

Figura 2 — Homodimerizacdo ¢ Heterodimerizagao

Ativa¢do do EGFR ocorre quando um ligante, como o EGF (epidermal growth
factor), o TGFa (transforming growth factor), ou amphiregulina, se liga ao seu dominio
extracelular. Isto leva o receptor a se dimerizar com outro mondémero de EGFR ou com outro
membro da familia CerbB (77). Apds a dimerizagdo do receptor ocorrem ativagdo da atividade
intrinseca tirosina kinase e autofosforilacdo da tirosina. Estes eventos levam ao recrutamento e
fosforilagdo de varios substratos intracelulares, levando a sinalizacdo mitog€nica e outras
atividades celulares (78). Receptores que ndo tém fungdo kinase, por causa de muta¢des no
sitio de ligagdo do ATP, ndo desencadeiam a total extensdo de respostas bioquimicas seguindo
ligagdo com o ligante; isto demonstra que a atividade tirosina kinase do receptor ¢ necessaria
na sinalizagdo celular (79). A principal via de sinalizag¢@o da familia erbB parece ser a via ras-
raf-mitogen-activated protein kinase (79). Outra via importante ¢ uma constituida pelo
phosphatidylinositol 3-kinase e pela proteina kinase Akt (80,81). Apos sua ativagdo, Akt
transduz sinais que regulam multiplos processos bioldgicos incluindo apoptose, expressdo
génica, e proliferagdo celular (82). Akt parece enviar sinais de sobrevivéncia (antiapoptdticos)

pela fosforilagdo de multiplos alvos, incluindo o BAD da familia do Bcl-2 (fator pro-
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apoptotico) (83) e a enzima caspase-9 (via da morte celular) (84). Akt também tem papel
proeminente na regulacao da progressao do ciclo celular (82).

Sinalizacdo do EGFR age sobre varios aspectos da biologia tumoral. Ativacdo do
EGFR tem demonstrado aumentar processos responsaveis pelo crescimento e progressdo do
tumor, incluindo promog&o da proliferacdo, angiogénese, invasdo, metastatizacdo e inibi¢do da
apoptose. A expressdo do EGFR em tumores tem sido correlacionada com a progressdo da
doenga, baixa sobrevida, pobre resposta a tratamento, e ao desenvolvimento de resisténcia a
agentes citotoxicos. Altos niveis de EGFR tém sido observados em uma variedade de tumores,
incluindo prostata, mama, estdmago, colon-reto e ovario (26).

Mutagdes em EGFR sdo observadas em alguns tumores; o mutante mais comum ¢ o
EGFRVIII, que ndo tem um dominio externo de ligagdo com o ligante e tem atividade tirosina
kinase constitutivamente ativada, embora atenuada. EGFRVIII ¢ comumente superexpresso
como resultado de amplificagdo génica e tem sido identificado em tumores cerebrais,
pulmonares, mamarios, prostaticos e gastricos, mas ainda nio foi encontrado em células ndo

malignas (26).

EGFR e CANCER

O EGFR parece estar superexpresso em uma variedade de tumores sélidos, incluindo
de pulmao nao de pequenas células, epidermoéides de cabega e pescogo, de ovario, de prostata,
de pancreas, de mama e colorretais (73,26). Amplificagdo do EGFR ocorre em 40-50% dos
glioblastomas (37).

Em 1987, Sainsbury e cols. relataram a relagdo entre cancer de mama EGFR + e pior
prognostico (menor sobrevida livre de doenca e menor sobrevida geral). Concluiram em
analise multivariada que o status EGFR era a variavel mais importante na predicdo da
sobrevida livre de doenca e geral nas pacientes linfonodo-positivas e a segunda variavel mais
importante nas pacientes linfonodo-negativas (25).

Expressdo de EGFR é comum no cancer colorretal. Tem sido proposto que a sua

superexpressdo possa promover a formagdo de metastases hepaticas nesta doencga (27).
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Estudos tém demonstrado que EGFR e seus ligantes estdo superexpressos em
adenocarcinoma pancreatico. Sua expressdo tem sido associada a maior agressividade destes
tumores (85).

O EGFR também tem se mostrado superexpresso no cancer gastrico (86). Em estudo
com microarranjos, Xin-Chen e cols. relataram expressido aumentada do gene em cerca de 15%
dos tumores gastricos de sua amostra (66). Na literatura, as incidéncias variam de 2 a 42% de

expressdo aumentada (tabela 2).

Tabela 2 Expressao de EGFR em Cancer gastrico

Autor Ano de publicacdo  (%)Expressédo EGFR N tumores)

Yasui W, et al (87) 1988 37,6 45 (156)
Lee Ey, et al (67) 1994 42,8 24 (56)
Ghaderi A, et al (70) 2002 32,2 47 (146)
2003 2,2 9 (413)

Takehana T, et al (88)

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS ANTI-EGFR

A eficacia e toxicidade variaveis das terapias tradicionais para o cancer t€ém impelido
o desenvolvimento de novos agentes baseados em alvos especificos. Membros da familia Her,
em particular o EGFR, sdo alvos terapéuticos atrativos, pois estdo superexpressos e/ou
desregulados em diversos tumores solidos (26). Ativacdo do EGFR desencadeia uma rede de
processos de sinalizagdo que promovem proliferacdo celular tumoral, migragdo, adesio e
angiogénese, além de diminui¢do da apoptose. Portanto, a inibi¢do dos membros da familia Her
poderia prevenir o surgimento e a progressdo dos tumores (89).

Ativacdo anormal do receptor ou desregulagdo das vias de transdugdo do sinal do
EGFR podem resultar de diferentes mecanismos que sdo potencialmente relevantes para o

crescimento e/ou desenvolvimento de carcinomas humanos: superexpressdo de receptores;
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superproducdo dos ligantes; ativa¢ao do receptor independente do ligante; “linha cruzada” com
receptores heterdlogos (89).
Diversas estratégias tém sido usadas para bloquear estes receptores. As mesmas

podem ser divididas em dois tipos: bloqueio extracelular e bloqueio intracelular.

BLOQUEIO EXTRACELULAR E INTRACELULAR

Bloqueio extracelular usa anticorpos para bloquear a regido extracelular do receptor
de unifio com o ligante. Dois anticorpos monoclonais anti HER-2, trastuzumab (Herceptin;
Genetech, Inc, South San Francisco) e 2C4 (pertuzumab) foram desenvolvidos. Varios outros
anticorpos monoclonais anti-EGFR estdo em desenvolvimento clinico. Entre eles, o Cetuximab
(Erbitux; Imclone Systems, Inc, New York, NY), o Abx-EGF e o h-R3 (89).

Outros agentes dirigidos ao Her agem no nivel intracelular. Sdo inibidores da
Tirosina Kinase de baixo peso molecular. Inibidores EGFR-TK competem com ATP pela
ligacdo com o sitio do ATP no “reservatorio” de kinase do receptor. Inibindo a atividade da
Tirosina Kinase, estes agentes bloqueiam a atividade catalitica do receptor e a autofosforilagdo,
prevenindo a transdugdo do sinal. Dois agentes, atualmente em fase III de desenvolvimento,
sdo ertolinib e genfitinib (Iressa; Astra Zeneca, Wilmington, DE). Estudos recentes tém
demonstrado que ambos também inibem a fosforilagdo de HER-2-neu (89).

A tabela 3 mostra as drogas anti-Her e seus estagios de desenvolvimento clinico.



18
Cirne Lima FK

Her 2 e EGFR em adenocarcinoma de estdmago

Tabela 3 Anticorpos Monoclonais e Inibidores da Tirosina Kinase em desenvolvimento clinico

Composto Propriedade Alvo especifico Fase de desenvolvimento
Ertolinib ITK reversivel HERI/EGFR I
Genfitinib ITK reversivel HERI1/EGFR I
EKB-569 ITK irreversivel HERI1/EGFR I
GW-016 ITK reversivel HER1/EGFR; HER2 1
Cl1-1033 ITK irreversivel HERI1/EGFR; HER2; HER4 II
Trastuzumab IgG I humanizada HER2 Langado
2C4 IgG I humanizada HER2 I
Cetuximab IgG I humanizada HER1/EGFR 111
ABX-EGF IgG 2 totalmente humana HER1/EGFR I
h-R3 IgG I humanizada HER1/EGFR I

Abreviagdes: ITK: inibidor da tirosina quinase; HER1/EGFR: epidermal growth factor receptor; IgG: imunoglobulina G

Adaptado de Arteaga C. Targeting HER I/EGFR: A molecular approach to Cancer Therapy (89).
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4. PACIENTES E METODOS

Delineamento

Este trabalho consiste em um estudo transversal. O fator em estudo ¢é a analise de
laminas de adenocarcinoma de estomago. Os desfechos sdo as expressdes de HER-2/neu e
EGFR na mucosa gastrica para avaliar o papel destas alteragdes no quadro clinico-patologico

da doenga.

CA /HER-2/neu/EGFR

CA /HER-2/neu/EGFR

CA /HER-2/neu / EGFR
CA /HER-2/neu / ]ER
P=Populagao: pacientes com tumores gastricos operados entre os anos de 2001 e 2003 na
Décima Enfermaria do Servico de Cirurgia Geral da Santa Casa de Porto Alegre.
CA = Cancer Gastrico.
HER-2/neu = expressdo imunohistoquimica do oncogene HER-2/neu.
EGFR = expressdo imunohistoquimica do oncogene EGFR.
Hipdteses do Estudo
HO0/1- EGFR nio esta expresso em adenocarcinoma gastrico.
HO0/2- HER-2/neu nio esta expresso em adenocarcinoma géstrico.

H1/1- EGFR esta expresso em adenocarcinoma gastrico.

H1/2- HER-2/neu esta expresso em adenocarcinoma gastrico.

Amostra

Foram avaliados os casos de neoplasia gastrica submetidos a ressecgdo cirirgica na
Décima Enfermaria do Servico de Cirurgia Geral da Santa Casa de Porto Alegre entre
os anos de 2001 e 2003, seguindo os critérios de elegibilidade. Laminas para analise

histopatologica em HE e imunohistoquimica para HER-2/neu e EGFR foram preparadas a
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partir dos blocos de parafina estocados pelo Servigo de Patologia da Santa Casa de Porto

Alegre.

Critérios de elegibilidade

Foram incluidos os casos de pacientes com adenocarcinoma gastrico submetidos a
ressecgdo cirurgica no referido Servigo.
Foram excluidos da amostra os seguintes casos:
e outros tipos histoloégicos que ndo o adenocarcinoma;
e outras neoplasias concomitantes ou prévias (exceto baso e espinocelular de
pele);
e terapia neo-adjuvante (quimio ou radioterapia);

e pacientes que ndo foram submetidos a resseccao.

No presente estudo foi utilizada uma amostra controle, constituida por laminas de
mucosa gastrica de seis pacientes sem neoplasia de estomago, estocadas no Servigo de

Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Variaveis

Para caracterizacdo da populacdo estudada, foram apresentadas as seguintes
variaveis: idade, género, localizagdo do tumor, tipo de cirurgia e estadiamento.

As variaveis idade, género, localizacdo, tipo e grau histologicos, grau de invasdo na
parede gastrica, presenca de metastases, estagio e expressdes imunohistoquimicas de HER-
2/neu e EGFR foram coletadas em duas fases:

e Revisdo dos prontuarios médicos;

e  Avaliacdo das laminas.
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Preparacéo das laminas

Os cortes dos blocos de parafina estocados das pecas cirtirgicas foram submetidos
inicialmente a analise histopatologica pela coloragdo de HE (hematoxilina-eosina).

Os tumores gastricos foram avaliados segundo a classificacdo de Lauren em tipos
intestinal e difuso. Segundo o grau de diferenciacdo tumoral foram caracterizados como bem
diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco diferenciados.

A analise imunohistoquimica foi efetuada utilizando-se anticorpos “‘anti-human c-
erbB-2 oncoprotein” (Dakocytomation -CA, USA) que reconhecem o oncogene cerbB-2 /
HER-2/neu e anticorpos “mouse anti-human EGFR H11” (Dakocytomation —CA, USA) que
reconhecem o oncogene EGFR. Para determinar a positividade destes anticorpos foi utilizado
o método ABC (complexo avidina-biotina-peroxidase —kit LSAB DAKO). Os anticorpos
foram diluidos em 1:200 e o procedimento foi executado no laboratério do Departamento de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre seguindo sua rotina técnica, que sera
detalhada a seguir.

Os cortes de 3 a 4 um foram colocados sobre uma lamina previamente embebida
em solugdo de organoselano a 3%, permanecendo por, pelo menos, 12 horas em estufa a 60 °C.
Para desparafinizacdo as laminas foram banhadas em xilol por dez minutos e em alcool por
cinco minutos. Entdo foi realizada a recuperacdo antigénica. Para o cerbB-2 em forno de
microondas com tampao citrato (pH 6,0) em trés sessdes de sete minutos em poténcia 9. Para o
EGFR foi realizada com proteinase k por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos, as ldminas
foram lavadas com agua destilada e banhadas em PBS (phosphate buffered solution) por cinco
minutos. Para o bloqueio da peroxidase enddgena as laminas foram tratadas com peréxido de
hidrogénio a 5% diluido em agua destilada por dois periodos de 5 minutos. Depois as ldminas
foram lavadas com agua destilada e por mais 3 minutos em PBS. Para bloquear a atividade
inespecifica de outras proteinas as laminas foram deixadas em solugdo de leite em pd
desnatado a 5% diluido em PBS por 20 minutos e, apos, as laminas foram lavadas com agua
destilada. Os cortes foram circulados com caneta Dako Pen (Dakocytomatic —CA, USA) e apds
novo banho em PBS, incubados em cdmara imida e escura por 1 a 2 horas com os anticorpos

primarios anti-cerbB-2 e anti-EGFR (Dako) diluidos a 1:200 em PBS. A seguir as laminas
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foram lavadas separadamente com agua destilada. Apds as laminas foram banhadas em PBS
por trés periodos de cinco minutos. O anticorpo secundario (kit LSAB-Dako) foi pingado (1
gota) em cada lamina. Foram realizados mais trés banhos de 5 minutos em PBS. Apos, a
Streptavidina do kit LSAB foi pingada nas ldéminas. Mais trés banhos de 5 minutos em PBS
foram realizados. O agente cromogénico tetrahidrocloreto de diaminobenzedina (DAB) foi
pipetado nas laminas para colorir a reagdo e, quando esta estava adequada, foi bloqueada em
agua destilada. Em seguida foram encubadas por 20 segundos em hematoxilina de Harris e
lavadas em agua corrente. Por fim, foram mergulhadas em agua amoniacal e lavadas em agua
corrente, alcool e xilol, sendo entdo realizada a montagem em entelan, com a colocagdo da
laminula.

A leitura das laminas foi feita seguindo-se um escore de 0 a 3 + utilizando-se os
critérios do Herceptest (Tabela 4): zero, completamente negativo; 1+, fracamente positivo; 2+,
moderadamente positivo; 3+, fortemente positivo. A coloragdo considerada positiva foi de
membrana para os dois anticorpos, sendo que a coloragdo citoplasmatica foi somente anotada
mas ndo considerada positiva.

As laminas que ndo demonstraram coloragdo da membrana pelos marcadores foram
consideradas 0+ (incluem-se aqui as que demonstraram coloragdo apenas de citoplasma). As
laminas que demonstraram coloragdo da membrana fracamente perceptivel em menos de 10%
das células tumorais foram consideradas 1+. As laminas que demonstraram coloragdo fraca a
moderada completa da membrana em mais de 10% das células tumorais foram consideradas
2+. As laminas que demonstraram coloragdo forte completa da membrana em mais de 10% das

células tumorais foram consideradas 3+.
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Tabela 4 — Classificacdo da expressdo do CerbB-2- HER-2/neu determinada pelo método

do herceptest (DAKO)

Escore Expresséo do cerbB-2 Padré&o de coloracéo

0 negativa Nao houve coloragdo, ou a coloragdo de membrana
ocorreu em menos de 10% das células tumorais.

1+ negativa Coloracdo fraca quase imperceptivel em mais de 10%
das células tumorais. Parte da membrana ¢é corada.

2+ positiva Coloragdo fraca a moderada completa da membrana
observada em 10% ou mais das células tumorais.

3+ positiva Coloracao forte e completa da membrana observada em
mais de 10% das células tumorais

Adaptado de Dutra AP, et al. C-erbB-2 expression and nuclear pleomorphism in canine
mammary tumors (90).

Os escores considerados negativos para HER-2/neu e EGFR foram 0+ e 1+. Os

escores 2 + e 3+ foram considerados positivos.

Considerac0es éticas

Uma vez que a analise das pecas cirirgicas faz parte da rotina do Servico de
Patologia e que a coleta de dados de prontuario se deu de maneira retrospectiva, considerou-se

desnecessaria a utilizacdo de termo de consentimento por parte dos pacientes.

Anélise estatistica

Para andlise estatistica, a determinacdo de médias, desvio-padrdo, percentagens e

distribuigdo de freqiiéncia ou teste do qui-quadrado foi realizada onde apropriado, sendo

considerado significativo p<0.05 para um intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

Foram analisados trinta ¢ sete casos de pacientes com adenocarcinoma de estdmago
operados na Décima Enfermaria do Servico de Cirurgia da Santa Casa de Porto Alegre, no
periodo entre maio de 2001 e junho de 2003, segundo os critérios de elegibilidade referidos
anteriormente. Vinte pacientes (54%) eram do género masculino e dezessete (46%) do género
feminino (Figura 3), com idades variando entre 33 e 85 anos, média (dp) 59,4 (13) e mediana
de 62. Com relag@o a localizagdo, 23 tumores (62%) estavam situados entre antro e piloro, 5
(13,5%) estavam entre corpo e fundo, 4 tumores (10,8%) entre fundo e cardia, 2 (5,4%) na
cardia, 2 (5,4%) entre antro e corpo ¢ 1 (2,7%) tratava-se de linitis plastica, atingindo todo o

orgao (Figura 4).

feminino
46%

masculino
54%

Figura 3 - Distribuicdo por género
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Oantro/piloro - 62%

B corpo/fundo - 13,5%
Ofundo/cardia - 10,8%
Ocardia - 5,4%

B antro/corpo - 5,4%
Olinitis - 2,7%

Figura 4 - Localizacdo do tumor

Com relagdo aos procedimentos cirurgicos, foram realizadas 24 gastrectomias

parciais (65%), 11 gastrectomias totais (30%) e 2 esdfago-gastrectomias (5%) (Figura 5).

esodfago-
gastrectomia
5% gastrectomia
_ parcial
gastrectomia total 65%

30%

Figura 5 - Tipos de resseccéo

Em relacdo a classificacdo de Lauren, 13 tumores foram considerados de tipo
intestinal (35,1%) (Figura 6), 22 tumores foram considerados de tipo difuso (59,5%) (Figura 7)

e 2 foram considerados mistos (5,4%). A distribuico esta representada na Figura 8.
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W

Figura 6 Adenocarcinoma de tipo intestinal da
classificacdo de Lauren infiltrando musculo liso
(setas).

Figura 7 Adenocarcinoma de tipo difuso da classificagado
de Lauren, com células em anel de sinete infiltrando parede
gastrica.
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misto
5%

intestinal
35%

difuso
60%

Figura 8 - Tipo histoldgico

Quanto ao grau de diferenciacdo celular, 3 tumores foram classificados como
moderadamente diferenciados (8,1%) e 34 tumores foram classificados como pouco

diferenciados (91,9%). Nenhum foi considerado bem diferenciado (Figura 9).

Moderadamte
diferenciado
8%

Pouco
diferenciado
92%

Figura 9 - Grau de diferenciacé&o celular

Em relag@o a classificagdo de Borrmann, a distribuicéo foi a seguinte: 8 ou 22% tipo I
(vegetante/polipoide); 18 ou 48% tipo II (ulcerado); 10 ou 27% tipo III (Glcero-infiltrativo); 1
ou 3% tipo IV (infiltrativo) (Figura 10). Levando-se em conta a classificagdo japonesa para os

tipos macroscopicos, teriamos 1 caso de tipo 0 (superficial).
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Tlg;)IV Tipo |
Tipo Il 22%
27%

Tipo Il
48%

Figura 10 - Classificacdo de Borrmann

O nimero médio de linfonodos isolados das pegas foi de 15,8, variando de 0 a 43
linfonodos. Ja o nimero médio de linfonodos positivos isolados foi de 5, variando de 0 a 20
linfonodos positivos.

Quanto ao estadiamento dos tumores pelo sistema TNM, a distribuicdo foi a seguinte:
11 pacientes (29,7%) estavam no estagio IIIB, 10 pacientes (27%) estavam no estagio I11A, 6
pacientes (16,2%) estavam no estagio 1V, 5 pacientes (13,5%) estavam no estagio 1A, 3

pacientes (8,2%) estavam no estagio II e 2 pacientes (5,4%) estavam no estagio IB (Figura 11).

Ola - 13,5%
Wb - 5,4%
ailr- 8,2%
Ollla - 27%
Wb - 29,7%
alv - 16,2%

Figura 11 - Estadiamento
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A reagdo imunohistoquimica produzida pelo anticorpo anti-EGFR foi considerada
negativa em todos os 37 casos analisados. A reagdo imunohistoquimica produzida pelo
anticorpo anti-cerbB-2 foi considerada positiva em 2 (5,4%) e negativa em 35 (94,6%) dos 37
casos analisados (Figura 12). Dentre os 35 casos considerados negativos, 4 (10,8%)

apresentaram coloragdo citoplasmatica isolada.

cerbB-2 +
5%

cerbB-2 -
95%

Figura 12 - Imunohistoquimica para CerbB-2

O caso positivo considerado 3+ era de tipo intestinal, moderadamente diferenciado.
O caso positivo 2+ era de tipo difuso, pouco diferenciado. Dentre os casos com coloragdo
citoplasmatica, 2 eram de tipo intestinal pouco diferenciado, 1 era de tipo intestinal
moderadamente diferenciado e 1 era de tipo difuso pouco diferenciado.

As figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, o controle positivo para CerbB-2 e um

dos casos classificados como positivos.
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Figura 13 Controle positivo para CerbB-2

Figura 14 Caso positivo para CerbB-2
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6. DISCUSSAO

O adenocarcinoma gastrico, apesar de ter sofrido declinio consideravel durante a
segunda metade do século XX, continua sendo um importante problema de saiude publica
mundial. Ainda é a segunda causa mais freqliente de morte por doenga maligna no mundo.
Aproximadamente 876.000 pessoas sdo diagnosticadas com a doenga e cerca de 649.000
morrem dela por ano (91). No Brasil no ano de 2001 o INCA estimou 20.000 novos casos da
doenga, sendo 1520 no Estado do Rio Grande do Sul (6).

Na maioria dos paises a doenca ¢ freqiientemente diagnosticada apos ter invadido a
camada muscular propria do 6rgdo, estagio no qual a sobrevida média em cinco anos ¢ menor
que 20%. Este prognoéstico desfavoravel ndo tem melhorado de forma significativa nas ultimas
décadas, apesar do aperfeigoamento da técnica cirurgica, da quimioterapia e da radioterapia. Os
casos curaveis, em sua grande maioria, sdo tumores diagnosticados precocemente e que,
portanto, ainda ndo metastatizaram por via linfitica ou hematogénica. A prevencdo e o
diagnostico precoce parecem ser as maiores esperangas para o controle da doenga (91).

Na tentativa de compreender os diversos passos do desenvolvimento dos tumores
humanos e, quem sabe, prevenir o seu aparecimento, modelos de carcinogénese tém sido
propostos para os diversos tumores. O mais estudado e aceito ¢ o de Vogelstein e cols. (1988)
para o cancer de célon, sendo citado como um paradigma a ser seguido (92). Uma cadeia
seqiiencial de eventos moleculares tem sido procurada para os principais tumores. Apesar dos
esforgos consideraveis, o modelo de Vogelstein ndo parece servir tdo bem para outros 6rgaos.
Isto é especialmente verdadeiro para a carcinogénese gastrica, sendo que seu estudo ndo levou
claramente a identificacdo de eventos moleculares passiveis de intervengdes preventivas ou
curativas (92).

Uma das principais dificuldades parece ser que a biologia do processo pré-canceroso
gastrico envolve mais que anormalidades moleculares. Parece envolver interagdes tipo “agente-
hospedeiro-ambiente”. O modelo bioldgico da carcinogénese gastrica, descrito em 1975 por
Correa ¢ cols., consiste de pelo menos 3 processos distintos: primeiro, ha inflamag@o cronica
ativa, principalmente em resposta ao H. Pylori; segundo, ha perda de glandulas gastricas, ou

atrofia, que pode resultar de um distirbio do ciclo celular: uma perda de equilibrio entre
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apoptose ¢ proliferacdo celular (Correa 1997); por fim, hd uma perda progressiva de
diferenciacdo, levando a genotipos celulares anormais, capazes de invadir suas vizinhangas na
mucosa gastrica (93).

Desde a descrigdo do modelo em 1975, diversas publica¢des de diferentes paises
tém corroborado o mesmo, especialmente em populagdes de alto risco, nas quais o
adenocarcinoma tipo intestinal ¢ predominante. Forte embasamento foi dado por uma recente
publicagdo na qual uma coorte de 4655 individuos sadios foi monitorada por 7,7 anos para
niveis de pepsinogénio sangiiineo (marcador de atrofia) e de anticorpos anti-H. Pylori. Neste
estudo o risco para cancer aumentou com os marcadores pré-cancerosos de maneira
escalonada, com o estagio mais avangado (baixos niveis de pepsinogénio e perda de infeccdo
ativa pelo H. Pylori) tendo um risco relativo de 61,85 (IC 5,6--682,5) (94).

Em relag@o as alteragcdes moleculares, alteragdes em oncogenes, genes supressores
tumorais, reguladores de ciclo celular, moléculas de adesdo celular, genes reparadores de DNA,
instabilidade genética e ativacdo da telomerase estdo implicados no processo de carcinogénese
gastrica humana. Contudo, combinac¢des particulares destas alteracdes diferem entre os dois
tipos histologicos de cancer gastrico, indicando diferentes vias carcinogénicas para o tipo
intestinal e para o tipo difuso. Ainda, a interagdo cancer-estroma, que tem importante papel na
morfogénese, na progressdo do cancer e metastatizagdo ¢ também bastante diferente entre os
dois tipos de cancer gastrico (95).

Diversos proto-oncogenes, incluindo c-met, k-sam e HER-2/neu, estio
freqiientemente ativados nos carcinomas gastricos. HER-2/neu esta amplificado em cerca de
20% dos canceres intestinais mas ndo nos difusos (96). Superexpressio do HER-2/neu
associada a amplificagdo génica estd bem correlacionada com pior prognostico ¢ metastases
hepaticas (97). Amplificagdo do EGFR ¢ encontrada em cerca de 3% dos canceres gastricos
(96).

Alteracdes da estrutura e funcdo de genes supressores tumorais, incluindo p53, p73,
APC, DCC e FHIT estdo envolvidas na carcinogénese gastrica. Entre estas, a inativacdo do p53
por perda de heterozigosidade e mutagdo é o evento genético mais freqiiente no cancer
gastrico, ocorrendo em mais de 60% dos tumores de estomago, independente do tipo

histologico (98,99).
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Anormalidades genéticas e epigenéticas dos reguladores do ciclo celular estdo
envolvidas no desenvolvimento e progressio do cancer gastrico através de proliferagdo
descontrolada. A maioria dos cinceres gastricos esta associada a superexpressdo de reguladores
positivos e reducdo ou perda de reguladores negativos, ambos tornando células normais em
malignas. Entre os reguladores positivos esta a ciclina E, e entre os negativos estdo o p21 e o
p27 (95).

Moléculas de adesdo celular podem também funcionar como supressores tumorais.
Mutagdes do gene da E-caderina tém sido relatadas em 50% dos carcinomas gastricos difusos
(100). Mutacdes do mesmo gene também sdo encontradas no componente difuso de
carcinomas gastricos mistos (101). Além das alteracdes genéticas da E-caderina, cross-talk
entre B-catenina e receptores tirosina-kinase incluindo c-met, EGFR e CerbB-2 ocorrem em
células gastricas tumorais in vivo e in vitro, levando a disseminagao difusa de células géstricas
tumorais (102).

Amplificagdes de c-met e k-sam no céncer gastrico claramente contribuem para a
progressao e invasdo peritoneal do carcinoma gastrico difuso (95).

Dois tipos de instabilidade genética envolvidos na carcinogénese gastrica sdo a
instabilidade de microssatélites (MSI) e¢ a instabilidade cromossdmica. Instabilidade de
microssatélites tem sido relatada em 15-39% dos canceres gastricos esporadicos ao redor do
mundo (103). Instabilidade de microssatélites no locus D1S191 (cromossomo 1q) é encontrada
em 46% dos canceres gastricos intestinais, mas ndo nos difusos. Alteracdo de MSI no mesmo
locus ¢ também encontrada em 26% das metaplasias intestinais adjacentes aos canceres
gastricos primarios, sugerindo que a instabilidade de microssatélite descrita possa ser um
evento precoce na carcinogénese gastrica (95).

Instabilidade cromossoémica levando a aneuploidia do DNA ¢é também um fator
propicio a carcinogénese gastrica. A extensdo do teldomero é necessaria para manter a
estabilidade cromossomica. Evidéncias recentes indicam que na auséncia de telomerase,
encurtamento do telomero pode produzir disfungdo telomérica que causa tanto quebras do
DNA como perdas ou ganhos cromossdmicos. Portanto, disfuncdo telomérica pode iniciar
instabilidade cromossdmica na carcinogénese. Por outro lado, a telomerase pode inibir a

instabilidade cromossdmica (104). A maioria dos carcinomas de tipo intestinal tém telomeros
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bastante encurtados, associados a altos niveis da atividade da telomerase e expressdo
significativa da h-TERT (human telomerase reverse transcriptase) (105). Por outro lado, mais
de 50% das metaplasias intestinais, bem como dos adenomas, expressam baixos niveis de
atividade da telomerase (106). Os tumores gastricos telomerase-negativos sdo s6 do tipo difuso
e ndo do tipo intestinal, embora a incidéncia seja de apenas 13-15% (105).

Células tumorais gastricas expressam um amplo espectro de fatores de crescimento,
citokinas, ou ambos, incluindo TGFa, TGFB1, EGF, amfiregulina (AR), cripto, heparin-
binding (HB)-EGF, PDGF (platelet derived growth factor), IGF II (insulin-like growth factor
1), bFGF (basic fibroblast growth factor), IL Ia (interleucina 1), IL-6, IL-8 ¢ OPN. Estes
fatores de crescimento e citokinas funcionam como moduladores autdcrinos, paracrinos e
juxtécrinos do crescimento de células tumorais, e organizam a complexa interagao entre células
tumorais e estromais, que t€ém um papel chave na morfogénese, invasdo, neovascularizacdo e
metastatizagdo. A expressdo dos fatores de crescimento e citokinas varia entre os dois tipos
histoldgicos de cancer gastrico (95).

Devido a esta imensa variabilidade genética do cancer géstrico, recentemente tem se
utilizado a técnica de microarranjos de DNA para o seu estudo. A técnica possibilita a analise
de milhares de genes concomitantemente, fornecendo um “retrato” genético dos tumores,
permitindo o reconhecimento de novos subtipos de cancer que, embora morfologicamente
semelhantes, diferem quanto ao comportamento clinico, as vias moleculares de
desenvolvimento e a predisposi¢do genética propria. Através desta técnica, Xin Chen e cols
estudaram cerca de 30300 genes em uma amostra de 90 tumores de estomago. Verificaram
acentuada heterogeneidade genética entre amostras de cancer e de tecido ndo-tumoral e entre as
diversas amostras de cancer gastrico entre si. Identificaram diversos grupamentos de genes
com maior freqiiéncia entre os tumores que em tecido ndo-neoplasico, estando entre estes o
grupamento do HER-2/neu (em cerca de 10% dos tumores). Relataram expressdo elevada do
EGFR em cerca de 15% dos canceres da amostra (66). Em nosso meio, o elevado custo dos
estudos de microarranjos torna sua realizacdo dificil atualmente.

Ghaderi e cols publicaram em 2002 estudo semelhante ao presente, em pacientes
iranianos. Estudaram retrospectivamente 146 casos de cincer gastrico quanto a expressiao

imunohistoquimica de EGFR ¢ HER-2/neu. Encontraram expressdo aumentada de EGFR em
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32,2% (48) dos pacientes e de HER-2/neu em 16,4% (24) dos pacientes. Relataram também
correlagdo positiva entre expressio de EGFR e tamanho do tumor, invasdo local e
envolvimento linfonodal. J4 o0 HER-2/neu mostrou correlagdo negativa com o estagio tumoral,
isto ¢é, quanto mais diferenciado o tumor maior a probabilidade de expressdo aumentada do
HER-2/neu. Contudo, ao contrario da maioria dos estudos destes oncogenes, consideraram
positivas as coloragdes tanto de citoplasma quanto de membrana, o que pode ter contribuido
para uma positividade relativamente alta do estudo (70).

Ja Garcia e cols. estudaram os mesmos oncogenes por ensaio imunoenzimatico em
tumores gastricos ressecaveis. Encontraram grande variabilidade dos niveis de EGFR e HER-
2/neu entre os tumores. Verificaram associagdo positiva entre niveis elevados de EGFR e HER-
2/neu e menor tempo de sobrevida (107).

A variabilidade entre os resultados de diversos estudos em relagdo ao HER-2/neu e
EGFR no cancer gastrico pode se explicar tanto por diferengas genéticas verdadeiras entre os
diversos tumores quanto pelo método utilizado para a detecgdo dos oncogenes. Os resultados
mais fidedignos sdo os de deteccdo direta do DNA dos oncogenes (RT-PCR, FISH,
quantitative PCR), contudo, seu custo elevado acaba inviabilizando sua utilizagdo em larga
escala, especialmente em paises como o Brasil. O método mais utilizado para a deteccdo de
cerbB-2 ¢ EGFR ¢ a imunohistoquimica. O Colégio Americano de Patologistas publicou um
estudo em 2002 comparando a avaliacdo entre diversos laboratérios americanos para
hibridizagdo in situ (FISH) e imunohistoquimica de HER-2/neu em cancer de mama. Os
resultados da hibridizacdo in situ tiveram uma grande concordancia entre os diferentes
laboratorios. Ja os resultados da imunohistoquimica mostraram substancial variabilidade entre
laboratdrios avaliando os mesmos casos (108). Contudo a imunohistoquimica ¢ em geral mais
facil, menos cara e pode ser realizada na maioria dos laboratorios de patologia, ja sendo
empregada rotineiramente por diversos laboratorios para a avaliagdo de diversos oncogenes e
genes supressores tumorais. Os autores acreditam que a andlise imunohistoquimica realizada
por um patologista experiente no método e revisada por outro patologista igualmente
experimentado ¢ um método confidvel na avaliagdo da expressdo destes oncogenes.

Apesar de diversos estudos de expressdo imunohistoquimica de HER-2/neu

publicarem seus resultados utilizando o escore do herceptest (tabela 4), uma comparag@o entre
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os mesmos parece dificil pois os estudos, em sua grande maioria, ndo especificam
detalhadamente como determinaram os escores. Em relagdo ao EGFR, a dificuldade para
comparar resultados de imunohistoquimica entre os diferentes estudos ainda ¢ maior, pois ndo
ha nenhum escore uniformemente utilizado para avaliagdo. A maioria dos estudos de EGFR
também ndo refere como classificou as laminas em positivas ou negativas.

No presente estudo os autores encontraram muita dificuldade no preparo das laminas
para avaliagdo imunohistoquimica da expressdo do EGFR. Depois de diversas tentativas de
preparo da lamina de controle positivo pela técnica usual do Laboratério de Patologia, foi
recebida a orientagdo pelo representante do anti-EGFR que deveria ser utilizada proteinase K
para a recuperacdo antigénica no preparo da lamina. Em relagdo aos resultados negativos da
expressdo em todos os casos, os autores acreditam refletir mais a grande dificuldade de se
estudar o EGFR por imunohistoquimica do que a real auséncia de sua expressdo em todos os
casos estudados. O proprio autor Carlos Arteaga, uma das maiores autoridades no assunto,
reconhece que a falta de um método consistente para a avaliagdo dos niveis de EGFR causou
uma disparidade entre os relatos do EGFR como um fator progndstico, atestando a dificuldade
em se estudar o oncogene (109).

Com relagdo a outros tumores, varios estudos t€ém demonstrado bons resultados com
inibidores do EGFR e do HER-2/Neu. Num ensaio clinico randomizado com 469 pacientes
com cancer de mama metastatico HER-2/Neu+ a taxa média de resposta foi de 50% no grupo
selecionado para a associacdo de Trastuzumab com quimioterdpico contra 35% no grupo
selecionado para ndo receber Trastuzumab, e a sobrevida média foi de 25 contra 20 meses a
favor da associag@o (110). Trastuzumab também mostrou boa resposta de células pancreaticas
HER-2+ em estudo experimental com ratos (85). Estudos com inibidores EGFR em tumores de
pulmio ndo de pequenas células, epidermodides de cabega e pescogo e colorretais tém
demonstrado resultados promissores (89).

A baixa positividade para a expressdo do HER-2/neu em nossa amostra encontra
possiveis explicacdes na literatura. Uchino e cols (111) relataram 2% de positividade para
HER-2/neu em tumores pouco diferenciados e 14% entre bem e moderadamente diferenciados,
por imunohistoquimica. Ja Tsujimoto e cols (112) ndo encontraram amplificagdo génica do

oncogene, por Western Blot, em tumores indiferenciados. Em nosso estudo, 92% dos tumores
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eram pouco diferenciados ¢ 8% eram moderadamente diferenciados. Ainda, autores como
Becker (13) e Kameda (96), referem que ndo ha amplificacdo génica de HER-2/Neu em
tumores de tipo difuso, e que ha 20% de amplificagdo em tumores do tipo intestinal em suas
séries. Em nossa amostra 13 tumores foram considerados de tipo intestinal, 2 foram do tipo
misto e 22 de tipo difuso.

Os autores nao encontraram expressdo do EGFR e constataram baixa prevaléncia de
expressdo do HER-2/Neu. Contudo, o péssimo prognostico do cincer gastrico com as terapias
atualmente disponiveis e as boas e promissoras respostas de certos tumores aos anticorpos anti-
EGFR e anti-HER-2/Neu devem estimular a busca destes oncogenes em outras amostras
populacionais de pacientes com céancer gastrico, bem como a realizagdo de ensaios clinicos
com drogas anti-familia Her em pacientes identificados como EGFR e/ou HER-2/Neu

positivos.
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7. PERSPECTIVAS

O surgimento e desenvolvimento de diversas drogas anti-familia Her parecem trazer
uma boa perspectiva para tratamento adjuvante nas mais diversas neoplasias humanas.
Especialmente tumores de tdo mau progndstico, como o adenocarcinoma gastrico, poderiam se
beneficiar de tais drogas. A melhora dos métodos de avaliagdio do EGFR bem como a
uniformizagdo dos escores de resultados serdo essenciais a utilizagdo clinica futura deste
oncogene, seja como marcador tumoral, ou como alvo de tratamentos adjuvantes. A boa
resposta de tumores como de mama a Herceptin (Trastuzumab®) sugere uma boa perspectiva
ao teste desta e de outras drogas anti-Her nos individuos positivos para os oncogenes em
outros tumores, como o de estdmago. Ensaios clinicos com pacientes com tumores gastricos
positivos para HER-2/Neu deverdo ser realizados no futuro, para avaliar a resposta destes

individuos as drogas anti-Her.
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8. CONCLUSOES

Determinou-se uma prevaléncia de 5,4% de expressdo imunohistoquimica de
HER-2/Neu na mucosa géstrica de pacientes com adenocarcinoma de estomago. Acredita-
se que a baixa prevaléncia se deva a grande propor¢ao de tumores pouco diferenciados
em nossa amostra.

Nao encontrou-se expressdo de EGFR em nossa amostra. Acredita-se que a
auséncia de expressdo em todos os casos se deva a dificuldades técnicas de se trabalhar
com o0 oncogene € ndo a sua real auséncia na amostra.

A baixa prevaléncia do HER-2/Neu ndo permitiu relacionar sua expressao com
os tipos histolégicos, com o grau de diferenciacdo celular, com o estadiamento da doenga

ou com o progndstico.
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ANEXO |

Protocolo para revisao de prontudrio

Registro:

Nome:

Data nasc: Idade (na cirurgia):

Sexo (1) Masculino (2) Feminino

Localizagdo do tumor:
( ) cardia () fundo () corpo ( ) antro

Cirurgia- Data  / /
Tipo de cirurgia:

( ) esofago-gastrectomia () gastrectomia total () gastrectomia parcial

Anatomo-patolégico n°

Laudo:

TNM:

Tempo de seguimento Tempo livre de doenga:
Recidiva: () local / locorregional (onde e data):

() a distancia (onde e data):
Nova cirurgia
()sim ( ) ndo

Qual?

Condigdes na ultima consulta:

()BEG  ()REG ( )MEG

Obito - data: _/ /

Causa:
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ANEXO 11

ANALISE DAS LAMINAS:

Diagnostico de Adenocarcinoma (HE):

Classificagao de Lauren (HE):

() intestinal () difuso

Grau de diferenciagdo tumoral (HE):

() bem dif. ( ) mod. dif. ( ) pouco dif.

Estadiamento TNM:

O1 OO )1V

Expressdo de HER-2/neu (imunohist.)

()+ ()-

Expressao de EGFR (imunohist.)

O+ ()-



