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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O céancer do esbfago é a oitava neoplasia maligna mais incidente do mundo,
o terceiro cancer mais frequente do trato gastrointestinal, com pequena taxa de
sobrevida, e 0 que tem a maior variagdo na distribuicdo geografica entre todas as
neoplasias (1). No Brasil, o Rio Grande do Sul, especialmente na regido da
campanha, apresenta uma das mais altas incidéncias desse cancer quando
comparado com outras regides (2).

Fatores agressores, como alcool, fumo e bebidas quentes, deficiéncias
nutricionais, mais recentemente, o papiloma virus humano (HPV), a presenca de
nitrosaminas na dieta e fatores ocupacionais atuam sobre a mucosa normal

levando a diferenciagdo neoplésica e tém sido incriminados como fatores de risco

3).

O tumor de esbfago geralmente acomete o terco médio e inferior do érgao.
Embora recentes avancos obtidos quanto ao diagndstico, ao tratamento cirlrgico e
a terapia neoadjuvante, o prognéstico dos pacientes portadores de cancer do
esb6fago permanece sombrio, com taxas de sobrevida global em 5 anos entre 5% e
15% (4). A esofagectomia segue sendo o principal tratamento para os tumores no
estagio TINOMO, uma vez que a presenca de metastases em linfonodos, nesses
casos, deve ser considerada (5). Um estudo que comparou radioquimioterapia
definitiva com cirurgia ndo encontrou diferencas estatisticamente significativas em

relacdo a sobrevida global e o intervalo livre de doenca, demonstrando que néo



havia superioridade de uma modalidade de tratamento sobre a outra, entretanto,

recebeu severas criticas, principalmente em relagdo aos aspectos éticos (6).

A natureza fundamentalmente genética da doenca neoplésica esta
absolutamente reconhecida pela identificacdo dos diversos genes envolvidos,
estabelecendo contribuicbes funcionais para este estado de malignidade. Nesse
sentido, os tumores do aparelho gastrointestinal ttm demonstrado ser formidaveis
modelos de estudo (7).

O céancer esofagico se desenvolve por processo multifatorial, onde
alteracbes genéticas e epigenéticas levam a uma sequéncia de alteractes
histolégicas do epitélio, incluindo, esofagite, hipertrofia de células basais, displasia
e, finalmente, cancer avancado (8). Varia¢des individuais no risco de cancer tém
sido associadas aos polimorfismos de diferentes genes que se encontram
presentes em uma proporcéo significativa da populacdo normal, o que poderia

esclarecer as causas e eventos envolvendo a carcinogénese esofagica (9).

O conhecimento sobre carcinogénese, invasdo e metastatizagcdo do cancer
esofagico tem crescido muito com os avancos no campo da biologia molecular.
Muitos estudos tém se focado nas alteracdes de genes e proteinas. Cerca de 214
proteinas encontram-se desreguladas no cancer de esdfago. A maioria esta
envolvida nos sinais de transducado, regulacdo da transcricdo, ciclo celular e
apoptose (10).

MutacOes de p53 e a perda da heterozigose do gene APC sao achados
frequentes no carcinoma de esodfago (11). A incidéncia de mutacdo do ras é

praticamente nula. Sabe-se que o gene da ciclina D1 encontra-se amplificado em
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cerca de 20% dos casos de cancer de esofago, enquanto que a mutacao do pl6
ocorre em, aproximadamente, 50% dos casos (12). Também a instabilidade de
microssatélite tem sido detectada em 16% a 36% dos casos e parece ocorrer
precocemente no desenvolvimento do tumor esofagico (13).

Assim, a compreensdo da estrutura e funcdo dos genes associados ao
cancer esofagico é fundamental para o estabelecimento de métodos para o
diagnoéstico tumoral antes da ocorréncia de invasdo e disseminacdo, para o
descobrimento de novos tratamentos e para a monitorizacdo da eficacia de
intervencdes terapéuticas e preventivas ou mesmo para a testagem de novos
agentes monoclonais especificos que tenham bloqueio efetivo de determinada
passagem no processo carcinogénico (14).

Nos ultimos anos, o melhor entendimento das vias moleculares da biologia
do céancer, tem levado a identificacdo de varias novas moléculas-alvo. Entre essas,
HER2 implicado no desenvolvimento do tumor de es6fago, e em pacientes em
cujos tumores ocorre superexpressdo tendem a desenvolver doenca mais
agressiva com piora no prognadstico (15).

HERs sao tipicos receptores tirosinoquinase que estdo implicados com
cancer desde o inicio dos anos 1980, quando o virus da eritroblastose aviaria foi
descoberto e codificava uma forma aberrante de um fator de crescimento
epidérmico humano, o receptor EGF, também conhecido como ErbB1, HER1 ou
EGFr. Atualmente, a familia € composta por quatro fatores de crescimento — EGFR
—ou HER1, HER2, HER3 e HER4 (16).

A acao tumorigénica de HER2 n&o se encontra limitada ao potencial efeito
proliferativo. Tem sido demonstrado que HER2 ¢, também, promotor de

metastases. O papel chave para a familia HER no aumento do potencial
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metastatico reside nas habilidades em promover a secre¢cdo de enzimas que
degradam a membrana basal como as metaloproteinases da matriz, as quais
determinam modificacbes na arquitetura tecidual com a quebra da matriz
extracelular, com consequentes consequentes mudancas nas interacdes célula-
célula e célula-matriz (17, 18).

HER2 também esta superexpressado em outros tipos de tumores como
adenocarcinomas do trato gastrointestinal, carcinoma de ovario, glioblastoma
multiforme e carcinoma de pulméo (19). Sabe-se que as alteracdes de HER2 ja
foram demonstradas com importante papel progndéstico e terapéutico na
carcinogénese gastrica (20). A superexpressao do HER?2 j& foi documentada em
ate 30,3% dos pacientes com carcinoma epidermoéide de eséfago (21). Dessa
forma, a imunoterapia contra células T e anticorpos monoclonais HER2-Alvo
parecem ser uma abordagem interessante na adjuvancia de pacientes com cancer
de esodfago (22). Todavia, o real papel do HER2 em tumor de esbdfago ainda nao
tem sido claramente demonstrado.

Levando-se em consideracdo esses dados, resolveu-se determinar a
expressdo imunoistoquimica da proteina do oncogene HER2 em mucosa
esofagica de pacientes com tumor precoce e invasivo, uma vez que a
determinacdo da frequéncia de ocorréncia do HER2 em tumores de es6fago
poderia ser de auxilio na abordagem terapéutica e no prognostico desses tumores.
A compreensdo desses eventos moleculares pode ter, em curto prazo, trés
aplicacdes clinicas: diagndéstico precoce, determinacdo de marcador prognostico
mais acurado e precoce, com melhoria terapéutica, com tratamento

antitirosinoquinase especifico.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

O céancer do esbfago é a oitava neoplasia maligna mais incidente do mundo,
o terceiro cancer mais frequente do trato gastrointestinal, com pequena taxa de
sobrevida, € o que tem a maior variacdo na distribuicdo geografica entre todas as
neoplasias (1, 23). Acomete individuos a partir da meia-idade e raramente é
demonstrado abaixo dos 25 anos. O tipo epidermoide € ainda o mais frequente,
com incidéncia variando de menos de 5/100.000 habitantes em brancos
americanos até mais de 10/10.000 em chineses e iranianos, sendo, nessas éareas,
igualmente, incidente entre homens e mulheres (1).

No Brasil, a maior incidéncia € encontrada no estado do Rio Grande do Sul,
principalmente na regido da campanha. Segundo dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), foram previstos, para o ano de 2010, no Brasil, 7.890 novos casos
de neoplasia maligna do es6fago em homens e 2.740 em mulheres (24). O estado
do Rio Grande do Sul apresentara, nesse ano, a maior taxa bruta de incidéncia do
pais com 18,5 casos/100.000 homens e 7,18 casos/100.000 mulheres,

contribuindo com 1.460 novos casos (24).

Fatores agressores, como alcool e fumo (3), deficiéncias nutricionais, mais
recentemente, o papiloma virus humano (HPV), a presenca de nitrosaminas na
dieta e fatores ocupacionais (25) atuam sobre a mucosa esofagica, levando a
diferenciacdo neoplasica, sendo descritos como fatores de risco. Habitos culturais,
como a ingesta de certos tipos de bebidas servidas quentes, comuns em algumas

regides de alta incidéncia de cancer de es6fago e esofagite crénica concomitante,
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levaram a consideracbes sobre o papel da lesdo térmica sobre a mucosa

esofagica (26, 27).

Embora recentes avangos obtidos quanto ao diagndstico, ao tratamento
cirirgico e a terapia neoadjuvante, o prognostico dos pacientes portadores do
cancer do esbfago permanece sombrio, com taxas de sobrevida global em 5 anos
entre 5% e 15% (4). A esofagectomia segue sendo o principal tratamento para os
tumores no estagio TINOMO, uma vez que a presenca de metastases em
linfonodos, nesses casos, deve ser considerada (5). Um estudo que comparou
radioquimioterapia  definitva com cirurgia ndo encontrou diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a sobrevida global e o intervalo livre de
doenca, demonstrando que ndo havia superioridade de uma modalidade de
tratamento sobre a outra, entretanto, recebeu severas criticas, principalmente em
relacao aos aspectos éticos (6).

A natureza fundamentalmente genética da doenca neoplasica esta
reconhecida pela identificacdo dos diversos genes envolvidos, estabelecendo
contribuicdes funcionais para este estado de malignidade. Nesse sentido, os
tumores gastrointestinais tém demonstrado ser formidaveis modelos clinicos de
estudo (7). O cancer colorretal, por exemplo, tem sido considerado modelo
humano ideal para a compreensdo da carcinogénese devido a disponibilidade
tecidual relativamente de facil acesso, a existéncia de lesbes precursoras e
sindromes familiares claramente definidas — as poliposes adenomatosas familiares
(FAP) —, tem levado a um avan¢o no conhecimento do processo de carcinogénese

envolvido nesses tumores (28)
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O conhecimento sobre carcinogénese, invaséo e metastatizagao do cancer
esofagico tem crescido muito com os avancos no campo da biologia molecular.
Muitos estudos tém se focado nas alteracbes de genes e proteinas.
Aproximadamente 214 proteinas encontram-se desreguladas no céancer de
esbfago, a maioria envolvida nos sinais de transducao, regulacao da transcricao,
ciclo celular e apoptose (10).

O céancer esofagico se desenvolve por um processo multifatorial onde
defeitos genéticos e epigenéticos levam a uma sequéncia de alteracbes
histolégicas no epitélio, incluindo, esofagite, hipertrofia de células basais, displasia
e, finalmente, tumor avancado (8). Variagcdes individuais no risco de cancer do
esb6fago tém sido associadas com polimorfismos de diferentes genes que se
encontram presentes em uma propor¢ao significativa da populagdo normal. Tais
achados poderiam levar a um esclarecimento quanto as causas e eventos
envolvidos na carcinogénese esofagica (9).

Mutacbes de p53 e a perda da heterozigose do gene adenomatous
polyposis coli (APC) sdo achados frequentes no carcinoma de esoéfago (11). A
incidéncia de mutacao do ras é praticamente nula. Ndo se sabe se ha mutacdo do
ras ou a ativacdo do receptor da tirosinoquinase da ciclina com consequente
ativacdo dos complexos ciclina/tirosinoquinase dependente da ciclina. Sabe-se
gue a ativacdo dos receptores de tirosinoquinase determina aumento da
expressado da ciclina D, que libera fatores de transcricdo, acarretando progressao
para a fase G1 do ciclo celular, mas podem ser inibidos pela p16, que se encontra
mutada em 50% dos casos de carcinomas de células escamosas de es6fago,
enquanto a ciclina D1 encontra-se amplificada em cerca de 20% dos casos (12).

Portanto, provavelmente a ativagdo funcional da tirosinoquinase da ciclina D seja

15



evento necessario para o desenvolvimento de cancer esofdgico e pode ser

mediado tanto pela superexpressao de ciclina D quanto pela falta de p16 (28).

Em estudo realizado com imunoistoquimica em espécimes cirurgicos de
pacientes com carcinoma epidermoide de esOfago operados com intengao
curativa, ndo foi possivel correlacionar a expressao de p27, p53 e pRb com a
sobrevida global, entretanto, p21 foi considerado fator progndstico independente
(29, 30). Pacientes que preservam a expressao da caderina E com auséncia de
ciclina D1 apresentam melhor prognéstico (31). A familia da proteina bcl-2 tem
papel importante na apoptose. Baixa expressao dessa proteina ocorre em
pacientes mais jovens portadores de cancer esofagico, estando relacionada com
piora na sobrevida (32). A instabilidade de microssatélite tem sido detectada em
16% a 36% dos tumores esofagicos e parece ocorrer precocemente no
desenvolvimento destes tumores (13). HERs sdo tipicos receptores
tirosinoquinase que estdo implicados com cancer desde o inicio dos anos 1980,
guando o virus da eritroblastose aviaria foi descoberto e codificava uma forma
aberrante de um fator de crescimento epidermico humano, o receptor EGF,
também conhecido como ErbB1, HER1 ou EGFr. Atualmente, a familia € composta
por quatro fatores de crescimento — EGFR — ou HER1, HER2, HER3 e HER4 (16).

Todos os membros possuem um ectodominio (extracelular) contendo um
local para unido com o ligante, uma regido transmembrana e uma regiao
intracelular (citoplasmatica) contendo o dominio tirosinoquinase. Os HERs séo
expressos em diversos tecidos de origem epitelial, mesenquimal e neuronal. Em
condicdes fisiolégicas normais, a ativagdo dos HERs € controlada pela expressao
espacial e temporal dos seus ligantes, que sdao membros da familia EGF dos

fatores de crescimento (33). Nenhum dos peptideos da familia EGF se liga ao
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HER2; entretanto, MUC4, membro da familia mucina, age como modulador
intramembrana da atividade do HER2 (34).

HERs ativados estimulam muitas vias de sinalizagéo intracelular e, apesar
da sobreposicdo extensiva nas moléculas que séo recrutadas aos diferentes
receptores ativos, diferentes HERs modulam, preferencialmente, determinadas
vias de sinalizacdo, devido as suas propriedades individuais de ligagdo com
proteinas efetoras especificas. As duas principais vias de sinalizacdo ativadas
pelos receptores sdo a quinase de proteina mitogénica-ativada (MAPK) e a

guinase do fosfatidilinositol 3 (PI3K) — via de AKT (19, 35, 36).

No tecido normal, o HER2 que é desprovido de ligante, funciona somente
guando dimerizado com algum outro membro da familia de receptores, resultando
no mais prevalente dimero em vérios tecidos humanos. O heterodimero que
contém HER2 gera potente sinalizacao intracelular, maior que a advinda de outros
complexos (37). O oncogene HER2 estd localizado no braco longo do
cromossomo 17 (17g21-g22) sendo o seu produto, uma proteina de 185 kDa,
homologamente muito semelhante ao receptor do fator de crescimento epidérmico
(38).

O aumento na expressdo de HER2 no cancer fortalece e prolonga a
sinalizacao tanto de (PI3K/Akt) quanto de MAPK (39, 40) e negativamente induz a
regulacéo dos pontos de controles celulares, associando a elevagédo na regulacao
deste receptor com o fenotipo maligno. A hiperativagéo da via PI3K/Akt, observada
em tumores com aumento na atividade HER2, e o defeito genético nas moléculas

ao longo das vias apoptéticas impedem a apoptose das células tumorais (41).
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J& esta comprovado que a inducdo da proliferagéo celular mamaria normal,
induzida por HER2, necessita da cooperacdo de outros fatores como o0s
promotores da sobrevivéncia, dando suporte a ideia de que o tipo de sinal
originado da superexpressdo de HER2 depende de defeitos adicionais na
atividade genética controladora da supressao do ciclo celular (42). Nos tecidos
normais, a sinalizacdo induzida pela familia HER €& controlada por diversos
mecanismos que asseguram uma apropriada sintonia de sinais. Desfosforilacéo
dos receptores, dissociacdo do ligante/receptor, diminuicdo da regulagdo dos
receptores por endocitose que podem tornar alvo estas moléculas, tanto a
degradacéao lisoss6mica, (promovendo o sinal de atenuacdo e diminuindo a
mitogenicidade) ou reciclando o receptor para a membrana plasmatica (resultando
em potencializacdo da sinalizacdo pelo receptor). Hiperativacdo de HER2 em
células cancerosas ativa a cascata na maior parte destes processos (43). Novas
vias de regulacdo negativas da familia HER estdo emergindo, como as da
transducado tardia associada ao receptor (RALT), capazes de suprimir 0s sinais
mitogénicos e de sobrevida, induzidos pelos HER, através da interacdo direta com
todos os diferentes dimeros HER com diferentes potenciais relativos (44).

A acédo tumorigénica de HER2 nédo se encontra limitada ao potencial efeito
proliferativo. HER2 também é promotor de metastases, pois tem sido associado
com a capacidade invasora in vitro e com fenétipo maior in vivo. O papel-chave
para a familia HER no aumento do potencial metastatico reside na habilidade em
promover a secre¢cdo de enzimas que degradam a membrana basal como as
metaloproteinases da matriz, as quais determinam modificagbes na arquitetura
tecidual com a quebra da matriz extracelular, com consequentes mudancas nas

interacdes célula-célula e célula-matriz (17, 18). Essas alteracdes, junto com
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mudancas nas fungdes das integrinas e caderinas, frequentemente observadas em
células tumorais ativadas por HER, faciltam a sinalizacdo entre as células
tumorais, liberando-as do controle do microssistema (41).

HER2 também esta superexpressado em outros tipos de tumores como
adenocarcinomas do trato gastrointestinal, carcinoma de ovério, glioblastoma
multiforme e carcinoma de pulméo (19). Sabe-se que as alteracdes de HER?2 ja
foram demonstradas com importante papel prognostico e terapéutico na
carcinogénese gastrica (20, 45). A superexpressao do HER2 ja foi documentada
em ate 30,3% dos pacientes com carcinoma epidermoide de esodfago (21). Desta
forma, a imunoterapia contra células T e anticorpos monoclonais HER2-Alvo
parecem ser uma abordagem interessante para na adjuvancia de pacientes
portadores com cancer de es6fago (22). Todavia, o real papel do HER2 em tumor
de esobfago ainda ndo tem sido claramente demonstrado.

A compreenséo da estrutura e funcdo dos genes associados ao cancer
esofagico é fundamental para o estabelecimento de métodos para o diagndéstico
tumoral antes da ocorréncia de invasao e disseminacdo como também para o
descobrimento de novos tratamentos e para a monitorizacdo da eficacia de
intervencdes preventivas e terapéuticas ou mesmo para a testagem de novos
agentes especificos e monoclonais para bloqueio efetivo de determinada
passagem no processo carcinogénico (14).

Nos ultimos anos, o melhor entendimento das vias moleculares da biologia
do cancer tem levado a identificacdo de varias novas moléculas-alvo. Entre essas,
HER2 implicado no desenvolvimento do tumor de esbfago e, principalmente, em
pacientes em cujos tumores ocorre superexpressao tendem a desenvolver doenca

mais agressiva com piora no prognostico (15). Além disso, as inovag¢des no
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campo do desenvolvimento de drogas permitiram a introdugéo de agentes que sdo
especificos contra determinados alvos moleculares. Entretanto, os dados atuais
disponiveis dos ensaios clinicos avaliando esses agentes ainda séo limitados para
tumor de esOfago (46). A incorporagdo desses marcadores em protocolos de
rastreamento, de diagnostico precoce ou em regimes terapéuticos combinados
para tumores avancados, como alvo de mecanismos de agao para inibicdo da
familia HER, parece levar as pesquisas atuais na direcao de novas oportunidades

na abordagem do cancer esofégico (47).
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HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipotese Nula

Pacientes com carcinoma epidermdide precoce do es6fago ou ainda com
carcinoma epidermoéide invasivo do esdfago ndo apresentam expressao

imunoistoquimica da proteina do oncogene HER2.
Hipotese Operacional

Pacientes com carcinoma epidermoide precoce do es6fago ou ainda com
carcinoma epidermaide invasivo do es6fago apresentam expressao

imunoistoquimica da proteina do oncogene HER2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia da expressao imunohistoquimica de HER2 na
mucosa esofagica de pacientes portadores de CEE precoce e avancado.
Objetivos Secundarios

Relacionar as alteracdes de expressao de HER2 nos estagios precoce e
avancado.

Relacionar as alteracdes com o grau de diferenciacdo celular do tumor.

Relacionar as altera¢cées com o estadiamento da doenca

Relacionar as alterag6es com o prognostico.
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Resumo

Introducdo: HER2 tem sido identificado em muitos tumores e no cancer mamario melhorou
significativamente o prognéstico quando utilizada a terapia-alvo. No entanto, pouco se sabe sobre HER2 no
cancer esofagico.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia da expressdo de HER2 no cancer esofagico de
células escamosas.

Pacientes e Métodos: Estudo preliminar para avaliar HER2 (Método do ABC, HercepTest®) foi realizado em
10 e 75 amostras aleatdrias de tumores precoces e avancados de pacientes submetidos a resseccado cirdrgica
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), da Faculdade da Medicina, UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brasil.

Resultados: 60 homens (70%) e 25 mulheres (30%); a mediana de idade (variagdo) foi 59 (29 a 85) anos. A
maioria dos casos eram de estagios mais precoces I-11b (n=57; 67%), graus | ou 1l (n=69; 81%), Tis-T2 (n=44;
52%), com linfonodos negativos (n=44; 54%), medindo (DP) 4,7 (2,0) e variando de 2,0 a 9,0 cm. Quanto
maior a profundidade de invasdo, tanto mais linfonodos envolvidos (p< 0,03). Imunoreacdo citoplasmatica de
HER2 ocorreu em 15 (18%) casos. Somente em trés casos (3%), houve reagdo considerada positiva (2+/3+)
pelo HercepTest® (todos avancados). Nenhuma diferenca significativa foi observada quanto ao HER2 em
relagdo a diferenciacgdo, profundidade da invasdo, metastase linfonodal ou estagio tumoral.

Conclusdo: HER2 ndo parece estar implicado nas fases iniciais da carcinogénese esofagica. A elevada
expressdo citoplasmética sugere prosseguimento na investigacdo com a inclusdo de adenocarcinomas e
avaliacdo por FISH/CISH.

Palavras-chave: Esbfago; Carcinoma de células escamosas; HER2; Carcinogénese; Imunoistoquimica;

Oncogene; Terapia-Alvo
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INTRODUCAO

O carcinoma do esdfago € a oitava neoplasia maligna mais incidente do mundo, o terceiro cancer
mais frequente do trato gastrointestinal (TGI) e com pequena taxa de sobrevida. Os tumores de esdfago sdo
classificados em dois principais tipos histologicos — carcinoma epidermdide e adenocarcinoma. A incidéncia
destes dois tipos revela notaveis variagdes geograficas, sugerindo, que cada area tem seus proprios fatores de
risco ambientais. Tanto o fumo quanto o consumo do alcool sdo os principais fatores de risco estabelecidos
para 0s carcinomas do tipo epidermdide (1). No Brasil, 0 Rio Grande do Sul, especialmente, na regido da
Campanha, possui a taxa de incidéncia mais elevada do carcinoma epiderméide de esdfago, quando
comparado as outras regides (2). Além disso, anormalidades genéticas nos carcinomas epidermoides de
esdfago, como alteragdes na regulacdo do ciclo celular, fatores de crescimento e seus receptores e aquelas
relacionadas aos sistemas de reparo do DNA, vem sendo investigadas (3).

O tumor de es6fago geralmente acomete os tercos médio e inferior do 6rgdo. N&o obstante, o
diagndstico seja feito em estagios mais avancados da doenga, o prognéstico dos pacientes com carcinoma
epidermoide, embora insatisfatério, tem melhorado nestes Gltimos anos com taxas de sobrevida entre 5 e 20%
(4). A esofagectomia permanece sendo o principal tratamento para os tumores epidermdides no estagio clinico
T1bNOMO uma vez que as taxas de linfonodos patologicamente positivos nestes casos ndo séo insignificantes
(5). Um estudo que comparou quimiorradioterapia definitiva a cirurgia como tratamento Unico, ndo encontrou
nenhuma diferenca estatisticamente significativa em relacdo a sobrevida global ou intervalo livre de doenca,
demonstrando ndo haver uma modalidade de tratamento superior a outra, entretanto, este estudo sofreu graves
criticas por prescindir de alguns preceitos éticos (6).

Considerando que a sobrevida global apés a cirurgia usada como tratamento definitivo segue pobre,
abordagens com terapias multimodais tem sido desenvolvidas na tentativa de se melhorar resultados. A
cirurgia definitiva como Unico tratamento, ndo pode mais ser considerada para pacientes portadores de
tumores localmente avangados. Atualmente, o interesse cientifico estd focado na resposta tumoral & indugédo
quimiorradioterdpica (7), embora a combinagdo ideal com melhores resultados ndo tenha sido ainda
claramente definida (8).

O entendimento das alteragcBes em nivel molecular na carcinogénese esta provocando uma mudanga
de paradigma na oncologia. O diagndstico de alteracBes moleculares tem sido demonstrado em cada tipo de
tumor e futuramente tais alteragcGes poderdo ter papel chave no tratamento. Isto permitira predizer a resposta
tumoral ao tratamento com substancial aumento na acurécia, permitindo a estratificacdo de determinados

subgrupos ou até mesmo a um eventual tratamento individualizado (9).

HER2 é membro de uma familia composta por quatro membros de receptores dos fatores de
crescimento e no cancer de mama e sua testagem rapidamente alcangou status de padrdo ouro para a avaliacdo
do cancer. Existe um interesse consideravel em HER2 como fator progndstico e seu uso como terapia alvo nos
tumores de Trato Gastrointestinal (10).

A superexpressdo de HER2 ja foi documentada em até 30% dos pacientes com tumor epidermoide de

esdfago (11) e assim, imunoterapia HER2-Alvo parece ser uma abordagem interessante nesses pacientes (12).
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Levando-se em consideracdo esses dados, resolveu-se determinar a expressao imunoistoquimica da
proteina do oncogene HER2 em mucosa esofagica de pacientes com carcinoma epidermoide precoce e
invasivo, uma vez que a determinagdo da frequéncia de ocorréncia do HER2 nas amostras de pacientes da
regido de maior incidéncia do Brasil (Sul) pode resultar em maior entendimento das alteragdes dos
mecanismos moleculares associados ao processo carcinogénico multifatorial, bem como pode ser de auxilio na
abordagem terapéutica e no progndstico desses pacientes. A compreensdo desses eventos moleculares pode
ter, em curto-prazo, trés aplicacdes clinicas: diagnéstico precoce, determinacdo de marcador prognéstico mais
acurado e, talvez melhoria na terapéutica com a associa¢do antitirosinoquinase especifico aos regimes de

quimiorradioterapia se expressao elevada desta proteina for encontrada.
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PACIENTES E METODOS

Foram revisados os registros de 85 pacientes obtidos de forma aleatdria em que havia comprovacao
histopatolégica de carcinoma epidermdéide primario precoce ou avangado de eséfago e que foram a resseccédo
cirtrgica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 2000 e dezembro de 2010. Foram
incluidos neste estudo preliminar, apds a aprovacdo no comité de ética da instituicdo (#09225#). Este trabalho
faz parte da linha de pesquisa do Southern Surgical Oncology Research Group (SSORG) e do programa de
Pés-Graduacdo em Cirurgia da referida universidade. Foram excluidos da amostra todos os casos de pacientes
que tivessem outras neoplasias malignas com excecdo de carcinoma basocelular ou epiderméide de pele ou
que tivessem recebido quimio ou radioterapia previamente a cirurgia. Todos os pacientes foram submetidos a
esofagectomia transhiatal ou transtoracica radical com disseccéao linfonodal em dois campos.

Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas como idade, sexo, tamanho e localizagdo do tumor,
grau de diferenciacéo, nimero de linfonodos ressecados e metastaticos, bem como o estadiamento clinico e
patoldgico foram investigados. Cortes dos blocos de parafina das pegas cirdrgicas armazenadas e fixadas em
formalina, foram submetidos a andlise histopatologica pela coloracdo de hematoxilina-eosina e para
determinar a expressdo de HER2 pela imunoistoquimica. Os tumores foram classificados segundo a American
Joint Comitte on Cancer (AJCC 2010) sistema TNM 72. edicdo (14). As caracteristicas clinicoepidemioldgicas

dos pacientes sdo mostradas na Tabela 1.

A andlise imunoistoquimica foi efetuada utilizando-se anticorpos “anti-human c-erbB-2 oncoprotein”
(Dakocytomation-CA, USA) que reconhecem o oncogene cerbB-2 / HER2 (Dakocytomation-CA, USA). Os
cortes de tecido tumoral foram testados em relac&o a expressdo de HER2 pelo método da imunoistoquimica de
acordo com a rotina técnica do laboratério do Departamento de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, com o anticorpo primario previamente referido. Apos desparafinizagdo e reidratacdo, a recuperagao
antigénica foi realizada em sessdes de banho-Maria com &gua a 95°C por 40 min. com tampao de citrato. Para
o blogueio da peroxidase enddgena as laminas foram tratadas com perdxido de hidrogénio a 5% diluido em
&gua destilada por dois periodos de 5 min. Depois as laminas foram lavadas com agua destilada e por mais 3
minutos em SST. Para bloquear a atividade inespecifica de outras proteinas as laminas foram deixadas em
solugdo de leite em po desnatado a 5% diluido em SST por 20 min. e, apds, foram lavadas com agua destilada.
Apo6s novo banho em SST, foram incubadas em camara Umida e escura por 1h a 2h com os anticorpos
primarios anti-cerbB-2 (Dako) diluidos a 1:200 em SST. A seguir, as laminas foram lavadas separadamente
com agua destilada. A leitura das Iaminas foi realizada por dois patologistas (JUK e LM) que desconheciam a
identidade dos pacientes, condi¢do do tumor ou desfecho clinico (kappa< 5%). Para determinar a positividade
destes anticorpos foi utilizado o método ABC (complexo avidina-biotina-peroxidase-kit LSAB DAKO); o
produto da reacdo final foi visualizado pelo uso do diaminobenzeno (DAB) como cromodgeno. A contra-
coloracédo foi realizada com a hematoxilina de Harris. Amostras de adenocarcinoma de mama, sabidamente
positivos para HER2 foram utilizadas como controle.

As laminas foram classificadas de acordo com HercepTest® em um escore de 0 a 3 + utilizando-se 0s

critérios sugeridos pelo fabricante e usados para o cancer de mama, onde zero significa auséncia de coloracao
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ou coloracdo na membrana em menos de 10% das células tumorais, incluindo aquelas em que foi demonstrada
somente coloracdo citoplasmatica, as quais foram anotadas, mas ndo consideradas; 1+, fracamente positivo i.
¢, aquelas com fraca coloracdo perceptivel em mais de 10% das células tumorais; 2+, moderadamente
positivo, apresentando fraca a moderada coloragdo completa perceptivel da membrana em 10% das células
tumorais; e, 3+, fortemente positivo com coloracdo forte e completa da membrana observada em mais de 10%
das células tumorais. Ambos os escores Zero e 1+ foram considerados como negativos; 2+ e 3+ combinados
foram considerados positivos para a expressao de HER2 (Figura 1).

Para analise qualitativa da amostra foram calculados a média, a mediana, desvio-padrdo, 0s
valores maximos e minimos. Percentagens e frequéncias foram usadas para variaveis categoricas. O teste
exato de Fischer foi utilizado na comparacdo da expressdo de HER2 em relacdo ao sexo e tipo histolégico. O
teste t de student foi usado na comparacdo de HER2 ao tamanho, idade e nimero de linfonodos metastéticos.
O est4gio patoldgico foi comparado ao HER2 pelo teste do qui-quadrado (P < 0,05 sera considerado
estatisticamente significativo para todos os testes com IC de 95%). A anélise estatistica foi realizada com a

utilizacio do Statistical Package for Professional Sciences, SPSS for Windows, 182 ed.
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RESULTADOS

Oitenta e cinco casos de carcinoma epidermoéide primario de es6fago, precoce (n = 10) e avancado
(n = 75) foram estudados. Destes 57 (67%) eram homens e 23 (33%) mulheres. A mediana da idade (DP) foi
58 (10) anos variando dos 29 aos 85 anos.

Os tumores estavam localizados principalmente no terco inferior do eséfago toracico em 62 casos
(73%). A maioria dos pacientes foi submetida a resseccdo esofagica trans-toracica com média (DP) de
permanéncia hospitalar de 35 (23) dias, mediana de 30 dias e que variou entre 7 a 144 dias. A grande maioria
dos pacientes permaneceu internado por um periodo maior de 19 dias (n=66; 79%). Quanto maior 0 estagio
(I1-1V vs. I-11) e pior o estado nutricional (albumina <2.9 vs. >3.0 e escore progndstico de Glasgow >1 vs. <1;
dados ndo apresentados) tanto maior a permanéncia hospitalar (37 vs. 9 dias), a qual também foi maior
quando comparados os casos complicados com os sem complicacBes (37 vs. 20 dias) que foram
estatisticamente significativos para um valor de p de 0,02 e 0,05, respectivamente.

O tamanho médio dos tumores (DP) foi 4.7 (2.7), variando de 2 a 9 cm, sendo significativamente
menores para tumores precoces — 2,8 cm — do que para avangados — 4,9 cm (p < 0,05). O grau histoldgico da
grande maioria dos tumores (n=61; 72%) era moderadamente diferenciados e menos de 10% (8 casos) eram
carcinomas pouco diferenciados de células escamosas de acordo com a classificacdo tumoral e de
profundidade de invasdo da Organiza¢do Mundial da Saide. A mediana de ganglios linfaticos (LN) dissecados
foi 9 e na maioria dos casos era sem comprometimento LN (n = 49; 57%). Trinta e nove (46%) casos tinham
entre um a trés LN positivos. A maioria dos casos eram de estagios iniciais | e Il de acordo com o
estadiamento patolégico da AJCC sétima edicdo de 2010. Apenas um caso estagio IV foi incluido no estudo.
Estes e outros dados encontram-se na Tabela 2.

Coloragdo citoplasmatica a imunoistoquimica ocorreu em 15 casos (18%). Reacdo imunoistoquimica
fortemente positiva (3+) produzida pelo anticorpo HER2 ocorreu em um Unico caso (Figura 2) e todos os trés
(3%) casos positivos eram de estagios avancados. Nenhum dos casos de carcinoma precoce demonstrou nem
mesmo reacdo citoplasmética. Além disso, a positividade para HER2 ndo revelou qualquer significancia
estatistica quando comparada a idade, sexo, tamanho do tumor, metéstase linfonodal e estadiamento
patolégico. Estas caracteristicas histopatoldgicas e a expressdo imunoistoquimica para HER2 sdo mostradas na

Tabela 2 e 3, respectivamente.

31



DISCUSSAO

O prognéstico do cancer de es6fago permanece sombrio. Ressec¢do endoscépica em carcinomas
precoces e displasia de alto grau (15, 16) ou outras abordagens como quimioterapia, quimioradioterapia, em
combinacdo ou ndo com cirurgia, (7) fazem parte de estratégias e esforgos que tentam mudar esta situacao.
Entretanto, a sobrevida em 5 anos raramente ultrapassa 10%-20% mesmo nas melhores séries em paises
ocidentais (17).

Um dos indicadores prognésticos mais poderosos no cancer de esdfago é a presenca de metastases em
LN. Estudos recentes tem procurado analisar o impacto da presenca de metastases em LN e os investigadores
parecem concordar que ndo se trata apenas da presenca ou auséncia da doenca linfonodal. Mais importante do
que isso parece ser a quantidade de LNs envolvidos (18). Entretanto, de maneira geral, a grande maioria dos
pacientes parece ndo ser submetida a uma disseccdo adequada e que atinja o objetivo de disseccdo LN em
quantidade satisfatdria (19, 20).

Devido as diferencas na extensdo e nos métodos de disseccdo linfonodal adotado nos diferentes
centros, 0 nimero de LNs dissecados difere enormemente de um procedimento para outro. Os cirurgiGes
japoneses removem o maior nimero de LNs por procedimento com média de 43 e 90 LNs para cirurgias
realizadas em um ou dois campos, respectivamente (19). Baseado na literatura disponivel, tanto para o
carcinoma epiderméide quanto o adenocarcinoma, alguns autores recomendam um ndmero que varie entre 12
a 23 LNs para uma disseccdo adequada (21). O AJCC recomenda que sejam retirados tantos quantos LNs
forem possiveis; além disso, quanto maior o estagio patoldgico, maior a quantidade de LNs a ser ressecada
(22). Em nosso estudo, a baixa média de LNs dissecados encontra-se abaixo do nimero minimo esperado para
um procedimento oncologicamente adequado, sugerindo que os campos e sitios dissecados devam ser
revisados.

A maioria dos pacientes foi submetida a resseccéao transtoracica. A permanéncia hospitalar, definida
como a quantidade de dias entre o dia da internacdo e o dia da alta aponta uma mediana de 30 dias, variando
entre 7 a 144 dias, um pouco além da ideal. Um ensaio clinico randomizado que incluiu 220 pacientes com o
adenocarcinoma dos tercos médio, distal ou adenocarcinoma do cardia mas que envolvesse o esdfago distal,
mostra uma mediana de 19 dias de permanéncia hospitalar com varia¢do entre 7-154 dias (23). Em nosso
estudo, usando métodos para a avaliacdo nutricional, a percentagem de pacientes desnutridos foi 66%, que
parece razoavel, uma vez a maioria dos pacientes com cancer tem tumores extensos quando do diagndstico
(dados ndo apresentados). Além disso, a perda de peso e os niveis de albumina sérica encontram-se
fracamente associados a permanéncia hospitalar (24). Em nosso hospital, Rx de esdfago contrastado com bario
era utilizado até recentemente para localizacdo tumoral. Entretanto, em 2004 a endoscopia foi definitivamente
incorporada para a confirmacdo do sitio do tumor de forma mais precisa, e este fato pode explicar 0os 73% de

casos localizados no terco inferior desta série.
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Desde que isolado ha cerca de 25 anos, o cDNA do receptor do fator de crescimento epitelial
(EGFR), intensas pesquisas tem levado a importantes descobertas nos mecanismos moleculares de
funcionamento dos receptores tirosinoquinases (RTQ), que quando mutados ou alterados, tornam-se potentes
oncoproteinas (25). Alteragcbes nos membros da familia HER tem papel importante no desenvolvimento e
progressao de varios tumores em seres humanos. Em diversos estudos, a hiperexpressao ou amplificagdo de

HER2 em diferentes tumores e linhagens de células cancerosas tem sido observadas (26).

Existem evidéncias crescentes que 0 HER2 possa ser importante biomarcador e tenha papel crucial na
tumorigénese do cancer gastrico, com estudos demonstrando a amplificacdo ou hiperexpressdao em 7% a 34%
dos tumores (27, 28). HER2 tem sido investigado no nosso grupo de pesquisa (SSORG) e nos
adenocarcinomas de estbmago demonstrou aumento na expressdo similar aqueles estudos (29). De fato, em
nosso estudo, HER2 foi expresso somente nos casos de tumores de es6fago avancados, sugerindo que HER?2
se estiver implicado na carcinogénese esofagica, deve estar presente somente naqueles estagios mais tardios
do processo. Ademais, nos pacientes com tumores gastricos ou da juncdo esofagogéstrica avangados, a adicao
do bloqueador anti-HER — trastuzumab — a quimioterapia melhorou significativamente a sobrevida global

daqueles pacientes (30).

Atualmente se dispde de trés métodos para quantificacdo de HER2. A IHQ, o mais amplamente
utilizado, identifica a expressdo do gene na superficie da célula, FISH (fluorescence in situ hybridization)
mede o grau da amplificacdo génica. Naqueles tumores que produzem um escore considerado ambiguo (IHQ
2+), existe a recomendacdo de serem re-testados pelo FISH (31). O método, porém apresenta algumas
desvantagens, é mais caro, ha demora na obtencdo do resultado, além de ndo ser um teste disponivel em todos
os laboratérios. O CISH (chromogenic in situ hybridization) é semelhante ao FISH, pois também identifica o
grau da amplificagdo de HER2, porém sua leitura é obtida com um microscépio de luz comum. CISH,
portanto, pode potencialmente ser utilizado no lugar de FISH casos IHQ 2+ (32), como se pretende testar em

N0ss0s casos ambiguos.

O carcinoma epiderméide de esbfago, tipo histoldgico mais prevalente entre nos, estd
invariavelmente associado a pior prognéstico por ser frequentemente diagnosticado em estagio clinico
avancado e ja com alta ocorréncia de metastases LNs (33). Nossos resultados ndo demostraram que a
expressdo de HER2 tem valor prognéstico no cancer de esdfago. Apesar de haver concordancia entre 0s
resultados de FISH e IHQ, a amplificacdo de forma isolada parece afetar o prognostico (34). Todavia, 0
significado clinico da amplificacdo ou hiperexpressdo do HER2, nos tumores de esdfago ainda ndo se encontra

totalmente compreendido.
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Diversos estudos tem demonstrado que HER2 encontra-se hiperexpressado no cancer de eséfago.
Entretanto, a ampla discrepancia relatada, com frequéncias entre 0 a 64%, reflete um consideravel impacto da
metodologia nos resultados possivelmente como resultado da variabilidade entre os testes empregados
(amplificagdo génica vs. expressdo da proteina), os diferentes escores utilizados ou tecidos dos pacientes vs.
espécimes cirdrgicos (35). A expressao positiva de HER2 foi observada em trés (3.5%) casos: imunoreagdo
moderada (2+) em dois (2.3%) e hiperexpressdo (3+) somente em um (1.2%) caso. Reacéo citoplasmética
observada em 15 casos (18%) foi considerada inespecifica e ndo foram incluidas no escore. Estes achados
encontram-se dentro do limite minimo de publicacGes prévias (35-37). Além disso, ao contrario da literatura,
0s casos de amostra de conveniéncia se encontravam em estagios iniciais, a maior parte moderadamente ou
bem diferenciados, linfonodos negativos ou tendo somente pequeno nimero de LNs envolvidos, o que pode
explicar a baixa prevaléncia de casos claramente positivos. Assim a frequéncia da hiperexpressdo de HER2 no
cancer de esdfago parece ser baixa, sugerindo um papel limitado deste receptor como alvo para o tratamento
do céncer de esofago.

Assim o protocolo de avaliacdo da expressdo do HER2 no nosso estudo foi utilizado conforme
preconizado e aprovado pelo FDA, como a imunoistoquimica com o Herceptest®, uma vez que a IHQ a nosso
ver, é método facil, amplamente estabelecido, de baixo custo, confiavel e que apresenta resultados
reprodutiveis na tentativa de tornar mais amplamente comparaveis os resultados quando utilizada de forma
cuidadosamente controlada permitindo determinar substancial correla¢cdo com ensaios com o método FISH
(38). Um estudo de validacdo de um sistema de escore de HER2 para adenocarcinoma géastrico, que difere do
escore utilizado no de cancer de mama, foi recentemente publicado com algumas modifica¢es para IHQ,
tendo em conta algumas peculiaridades especificas da mucosa gastrica (27). Usando o escore Herceptest ®
para o cancer de mama, nossos achados podem parecer algo diferente, e a0 nosso conhecimento, até a presente
data, nenhum estudo em particular, apesar do sistema de escore recentemente proposto por Hu et al. para
adenocarcinoma esoféagico (39), foi validado para analise de HER2 para o carcinoma epidermoéide de es6fago,
o uso desse escore para 0 adenocarcinoma, adaptado para o carcinoma epidermaoide pode vir a ser tentado.

Apesar do numero reduzido de reagdo positiva a0 HER2, a expressdo ambigua (equivocal) deve ser
verificada por FISH ou preferencialmente por CISH, devido & facilidade e custo-beneficio, bem como
amostras de adenocarcinoma devem ser incluidas. A taxa mais elevada de expressdo citoplasmética sugere
continuidade na investigagdo e reavaliacdo de toda a amostra usando o escore de HER2 para tumor
adenocarcinoma esofagico como recentemente proposto. Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o
HER?2 parece nao estar implicado nas fases iniciais da carcinogénese do carcinoma epidermdide do esofago e
terapia-alvo especifica anti-HER pode ser aventada naqueles individuos de HER2 positivamente testados por

FISH/CISH em futuros ensaios clinicos se esses resultados forem confirmados.
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Tabela 1. Caracterististicas Clinicoepidemiologicas dos Pacientes

Caracteristicas N (85) Percentagem (%0)

Sexo (masculino:feminino) 60:25 71:29

Idade (anos)

Media (DP*) 57 (10)
Mediana
Variagao 29-85
Raca
Brancos 68 80
Néao Brancos 17 20
ASA PS 2010**
ASAPS | 8 9
ASA PS 11 59 70
ASA PS Il 18 21

Estadiamento (AJCC 20107)

la 4 5
Ib 8 9
Ila 25 29
b 20 23
Ia 16 19
I1b 5 6
Ilc 6 7
v 1 1

*DP, desvio padrdo; **ASA PS, Anesthesiologists Physical Status Classification;
**AJCC, American Joint Committee on Cancer revised classification.



Tabela 2. Caracteristicas Histopatoldgicas

Caracteristicas N (85) Percentagem (%o)
Localizacdo Tumor
Terco Superior 2 2
Terco Médio 17 20
Terco Inferior 66 78
Tamanho do Tumor (cm)
Média (DP*) 4.6 (2.0)
Mediana 4.5
Variagdo 2.0-9.0
Grau de Diferenciagéo
Bem Diferenciados 8 9
Moderadamente 61 72
Diferenciados
Pouco Diferenciados 16 19
TNM-AJCC 2010**
Tis/T1 10 12
T2 34 40
T3 37 43
T4 4 5
NO 47 55
N1 23 27
N2 12 14
MO 84 99
M1 1 1

*DP, Desvio Padrdo, ** AJCC, American Joint Committee on Cancer revised classification.
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Tabela 3. Frequéncias de HER2 detectadas pelo HercepTest®

Escores* N (%)
NEGATIVO
0+ 81(95)
1+ 1(1)
POSITIVO
2+ 2(2)
3+ 1(2)

*Imunoistoquimica
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Amostra representativa de tumores de es6fago. Imunohistoquimica HER2, HercepTest® 1+ (a), 2+
equivocal (b e c) and 3+ (1d) escores. Método ABC, magnificacdo de 50X.

Figura 2 — Amostra representativa de tumores de esdfago de imunohistoquimica para HER2. HercepTest® 2+
equivocal (a e b) and 3+ (c e d) escores. Método ABC; magnificagdo de 200X e 400X, respectivamente.
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FIGURA 2
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ABSTRACT

Background: HER2 has been identified in many tumours and has significantly improved
outcome in breast cancer patients as target-therapy. However, little is known about HER2 in
oesophageal cancer.

Aim: The purpose of this study was to investigate the prevalence of HER2 expression in
oesophageal squamous cell cancers.

Patients and Methods: A preliminary study was performed to assess HER immunoreactivity
(ABC method, HercepTest®) on 10 early and 75 advanced samples randomly obtained from
patients who underwent surgical resection at the HCPA University Hospital, Faculty of Medicine,
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil.

Results: There were 60 (70%) males and 25 (30%) females; median (range) age of 59 (29 to
85) years. The majority of the cases were earlier stage I-llb tumours (n=57; 67%), grade | or Il
(n=69; 81%), Tis-T2 (n=44; 52%), negative lymph nodes (n=47; 54%), average (SD) size of 4.7
(2.0) and ranging from 2.0 to 9.0 cm. The deeper the tumour the greater the lymph node
involvement (p<0.03). Overall, HER2 cytoplasmic immunoreactivity occurred in 15 (18%) cases.
However, only 3 (3%) cases, all advanced, were definitely positive (2+/3+) by the HercepTest®.
However, no statistically significant differences were observed between HER2 non- and expressing
tumours regarding differentiation, depth of invasion, lymph node metastasis or tumour stage.

Conclusion: HER2 seems to be not implicated in earlier stages of oesophageal
carcinogenesis. The higher cytoplasmic expression warrants further investigation including
adenocarcinoma-type tumours and FISH/CISH assessment. Also, reassessment of this sample, by

the recently proposed HER2 score for oesophageal adenocarcinomas shall be carried out.

Keywords:  Oesophagus; Squamous cell carcinoma; HER2; Carcinogenesis;

Immunohistochemistry; Oncogenes; Target-therapy
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INTRODUCTION

Cancer of the oesophagus is the eighth most frequent malignancy in the world and it is the
third most common tumour of the gastrointestinal tract (GIT) with a low survival rate. Oesophageal
cancers are classified into two major histological types — squamous cell carcinoma and
adenocarcinoma. The incidence of these two types shows remarkable geographic variations,
indicating that each area has its particular environmental risk factors. Both cigarette smoking and
alcohol consumption are well established risk factors for oesophageal squamous cell carcinomas
(2). In Brazil, in the southern-most (just above Uruguay) Rio Grande do Sul State, especially in its
region named the Campanha (centre and west side), there is a higher incidence of oesophageal
cancer, especially squamous cell-type, when compared to other locations (2). Moreover, genetic
abnormalities have also been investigated in oesophageal squamous cell carcinomas, including
changes in cell-cycle regulation, growth factors and growth receptors as well as in DNA repair
systems (3).

Oesophageal tumours usually affect the middle and lower third of the oesophagus. Despite
the usually late diagnosis of the disease, the still remaining poor prognosis of patients with
oesophageal squamous cell carcinoma has improved during the last years, with survival rates
ranging between 5% and 20% (4). Oesophagectomy remains the mainstay treatment for clinical
T1bNOMO oesophageal cancer because pathological positive lymph node metastases in these
patients are not negligible (5). A study comparing definitive chemoradiotherapy to surgery alone
found no significant differences for overall survival or disease-free survival showing that none of the
two treatment modalities is better, although this study was criticized for ethical inadequacies (6).

Since overall survival following surgery alone is poor, multimodality approaches have been
developed in an attempt to improve outcome. At least for patients with locally advanced tumours,
surgery alone can no longer be advocated as routine treatment. Nowadays, scientific interest is
focused on tumour response to induction chemoradiotherapy (7), though the combination with best
results has not been clearly defined yet (8).

Increased understanding of molecular carcinogenesis has begun to change paradigms in
oncology. Diagnosis of molecular lesions shown in each tumour will become a key feature of

forthcoming clinical care. This will allow to predict tumour response with substantially increased
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accuracy, stratification of a particular patient subgroup and an eventually personalised treatment

(9).

HER2 is a component of a four-member family of closely related growth factor receptors and
its testing has reached near-standard-of-practice status in breast cancer. There is considerable
interest in HER2 as a prognostic factor and target of therapy in GIT tumours (10). Overexpression of
HER2 has been also reported in as much as 30% of patients with squamous cell carcinoma of the
oesophagus (11) and thus, HER2 targeting immunotherapy appear to be an interesting treatment
approach for such patients (12).

Therefore, taking those reports into account, determining immunohistochemical expression of
the HER2 oncogene protein in oesophageal tumour tissue of patients with early and invasive
squamous cell carcinoma was attempted, since prevalence of HER2 in samples of oesophageal
tumours from southern Brazil may help to improve understanding of the molecular mechanisms
associated to multi-step oesophageal carcinogenesis as well as to better define therapeutic
approaches and prognosis for these patients. Understanding these molecular events may have
three clinical implications at a short-range, i. e., to help early diagnosis; to determine a more
accurate prognostic marker; and perhaps, to reach therapeutic improvement by associating a
specific anti-tyrosine kinase to chemoradiation regimens if a higher expression of such oncogene

protein is found.
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PATIENTS AND METHODS

The records of 85 randomly selected patients with primary histologically-proven early (13) or
invasive oesophageal squamous cell carcinoma, who underwent tumour resection in the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA — University Hospital), Department of Surgery, Faculty of Medicine,
Rio Grande do Sul Federal University, Porto Alegre, RS, Brazil, between Jan. 2000 and Dec. 2010,
were enrolled in this preliminary study, after approval by the Institution Review Board (IRB #09225#)
of the University Hospital; and this study is part of the research line of the Southern Surgical
Oncology Research Group, SSORG, Post-graduate Programme of Surgery. Patients with past
history of malignancies other than skin squamous and basal cell tumours or those receiving radio or
chemotherapy prior to surgery were excluded. All patients had undergone transthoracic or
transhiatal radical oesophagectomy with a routinely two-field lymph node dissection.

Demographic and epidemiological characteristics such as age, gender, tumour site and size,
differentiation grade, number of dissected and metastatic nodes as well as clinical and pathological
staging were noted from patient records. Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue blocks were
used for histological and immunohistochemistry (IHC) assessment. Tumours were classified using
the American Joint Committee on Cancer (AJCC 2010) TNM system 7th edition (14). The

clinicoepidemiological characteristics of the patients are shown in Table 1.

The immunohistochemical analyses used the anti-human c-erbB-2 oncoprotein
(Dakocytomation, San Diego, CA, USA) antibody that recognises the HER2 oncoprotein. Tumour
tissue sections were tested for HER2 expression by immunohistochemistry (IHC) with this primary
antibody as routine used in the Pathology Section of the HCPA University Hospital. After
deparaffinisation and rehydration, antigenic recovery was performed by heating section in 95°C
water bath for 40 minutes with citrate buffer. After, peroxidase and foetal calf serum were used to
block endogenous peroxidase activity as well to block other protein expressions; the slides were
then incubated in a moist and dark chamber for 1h to 2h with the primary antibody anti-HER2
(Dako) diluted at 1:200 in PBS. The antibody expression was assessed by two pathologists (JUK

and LM) unaware of patient identity, tumour characteristics or clinical outcome following incubation
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with the ABC complex (LSAB kit, Dako); and the final reaction was revealed by using the
diaminobenzidine (DAB) as a chromogen. The counter-staining was performed with Harris
haematoxylin. Samples of breast adenocarcinoma, well-known to express HER2, were used as
positive controls.

The slides were classified according to the HercepTest® score from O to 3+, as provided by
the manufacturer and used for breast tumour assessment where a zero score meant no staining at
all or membrane staining in less than 10% of the tumour cells, including those cells showing only
cytoplasmic staining, which was noted, but not considered; a 1+ weakly positive score, i. e., a faint
barely perceptive membrane staining in more than 10% of tumour cells; a 2+ moderately positive
score as a weak to moderate complete membrane staining in 10% of the tumour cells; and 3+
strongly positive score as a strong complete membrane staining observed in more than 10% of the
tumour cells. Zero and 1+ scores were both regarded as negative, while 2+ and 3+ scores were

considered as positive for HER2 expression (Figure 1).

Qualitative data was described as mean, median, minimum and maximum values and
standard deviation. Percentages and frequencies were used for categorical variables. Fischer's
exact test was used comparing HER2 expression to gender and histological type. Student’s t test
was used comparing HER2 to size, age and number of positive lymph nodes. Pathological stage
was compared to HER2 using chi-square test. A P value of less than 0.05 was considered for all
tests in a 95% confidence interval (Cl). Statistical analyses were performed using the IBM Statistical

Package for Professional Sciences, SPSS for Windows 18.0, SPSS Inc.

46



RESULTS

Eighty-five cases of primary early (n=10) and advanced (n=75) squamous cell carcinoma
were studied. There were 57 (67%) males and 23 (33%) females. Overall median (SD) age was 58
(10) years and ranged from 29 to 85 years.

The tumours were mainly located at the lower third of the thoracic oesophagus in 62 (73%)
cases. The majority of the patients were submitted to transthoracic oesophageal resection with an
average (SD) hospital staying of 35 (23) days, median of 30 days and ranging from 7 to 144 days.
The great majority of patients stayed admitted longer than 19 days (n=66; 79%). The greater the
stage (IlI-IV vs. I-l) and lower the nutritional status (albumin <2.9 vs. >3.0 and Glasgow Prognostic
Score >1 vs. <1; data not shown) the longer the overall hospital staying, which was also longer
when comparing complicated and uncomplicated cases; 37 vs. 9 and 37 vs. 20 days respectively
and statistically significant for a p value of 0.02 and 0.05.

Overall average (SD) tumour size was 4.7 (2.7) cm and ranging from 1.9 to 10.2 cm. Early
type tumours showed an average size of 2.8 cm, significantly smaller than advanced (4.9 cm)
tumours (p>0.05). The great majority of tumours (72%) were of moderately differentiated histological
grade and less than 10% (8 cases) were of poorly differentiated squamous cell carcinoma instances
according to the World Health Organization classification and depth of invasion. The median (SD)
lymph nodes dissected was 9 (5) and most cases were lymph node negative (n=49; 57%). Thirty-
nine (46%) cases had one to three positive lymph nodes. Most of the cases were of earlier stages |
and Il according to the pathological staging by the AJCC 2010 classification. Only one case of stage
IV was randomly selected to the study.

Cytoplasmic immunohistochemical staining occurred in 15 (18%) cases. However, definitely
positive (3+) immunohistochemical reaction produced by the anti-HER2 antibody occurred in only
one instance (Figure 2) and all 3 (3%) positive instances were advanced cases. None of the early
cases have shown even cytoplasmic reaction.

Moreover, positivity to HER2 did not show any statistical significance when compared to age,
gender, tumour size and grade, positive lymph nodes or pathological staging. These
histopathological features and immunohistochemical expression for HER2 are shown in Table 2 and

3, respectively.

47



DISCUSSION

Cancer of the oesophagus is still a dismal prognosis disease. Endoscopic mucosal resection
for early tumours and high-grade dysplasia (15, 16) or therapeutic approaches, such as
chemotherapy or chemo-radiotherapy, either combined or not with surgical resection (7) are great
efforts attempting to change this situation. However, great improvements on survival are still lacking,
with 5-year survival rates rarely exceeding 10%-20% in the best reported series in western countries
7).

The presence of lymph node (LN) metastasis in oesophageal cancer is one of the most
powerful prognostic indicators. Recent studies have further looked at the impact of LN metastases
and investigators seem to agree that it is not only a matter of the presence or absence of nodal
disease, but more importantly also, the figures of LN involvement (18). However overall, the great
majority of patients seems to be not undergoing appropriate LN dissection that met the proposed
goal of dissected nodes (19, 20).

Due to differences in the extent and methods of lymph node dissection adopted in different
centres, the number of LNs removed per operation greatly differs. Japanese surgeons remove the
greatest number of lymph nodes per operation with a mean figure of 43 and 90 LNs for a two- and a
three-field lymph node dissection respectively (19). Based on the available literature in both
oesophageal squamous cell and adenocarcinoma, some authors recommend anything from 12 to
23 LNs as the appropriate cut-off for an adequate dissection (21). The AJCC recommends for
oesophageal cancer resection as many LNs as possible and that more LNs should be dissected as
pT stage increases, based on worldwide data (22). In our study, the low average of dissected LNs is
below than the expected minimum number to be dissected for an adequate oncological procedure,
and therefore, dissected fields and sites must be reviewed.

The majority of the patients were submitted to trans-thoracic oesophageal resection. The
hospital staying defined as the number of days from the day of admittance to discharge
demonstrated a median of 30 days ranging from 7 to 144 days. A randomized trial, including 220
patients with adenocarcinoma of the mid-to-distal oesophagus or adenocarcinoma of the gastric
cardia involving the distal oesophagus showed a median of 19 days ranging from 7-154 (23). In our

study, using methods for nutritional assessment, the percentage of unnourished patients was 66%,
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which seems reasonable, since most cancer patients had larger tumours at presentation (data not
shown). Besides, weight loss and serum albumin levels were weakly associated with length of stay,
but as expected, the greater the malnourishment the longer the staying (24). In our hospital, a
barium swallow indicated tumour site till recently. Since 2004, however, endoscopy examination has
been done to confirm tumour location more precisely, which may explain the 73% of lower third
cases in this series.

Since the cDNA of the epidermal growth factor receptor (EGFR) was isolated nearly 25 years
ago, intensive research has led to important discoveries at the molecular level in the role of the
tyrosine kinases, that when mutated or altered, become potent oncoproteins (25). Alterations in
HER family members play a role in the development and progression of many human cancers. In
several studies, overexpression or amplification of HERZ2 in different tumours and cancer cell lines

has been observed (26).

There is growing evidence that HER2 may be an important biomarker and has a crucial role in
gastric cancer carcinogenesis, with studies demonstrating the amplification or overexpression in
7%-34% of tumours (27, 28) HER2 has been investigated in our research group (SSORG) and its
expression was increased in advanced adenocarcinomas of the stomach, a finding similar to those
studies (29). Indeed, in this study, HER2 was expressed only in advanced oesophageal tumours as
well suggesting that HER2, if implied in the oesophageal carcinogenesis may only act in the later
stages of the multi-step carcinogenic process. Furthermore, in patients with advanced gastric
tumours or oesophagogastric junction tumours, the addition of the anti-HER2 blocker — trastuzumab

— to chemotherapy significantly improved overall survival (30).

Currently there are three methods for quantifying HER2. The most widely used, IHC, identifies
gene expression at the cell surface. In those instances that a score was considered equivocal (IHC
2+) such as our two advanced cases, assessment by a second test such as FISH (fluorescence in
situ hybridization) has been recommended since FISH measures the degree of gene amplification
(31). This method, however, has some disadvantage as it is more expensive, results are delayed,
and the test is not routinely available in all laboratories. On the other hand, CISH (chromogenic in

situ hybridization) is similar to FISH, as it also identifies the degree of HER2 amplification, but
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readings can be obtained on an ordinary light microscope. CISH can therefore be potentially used
instead of FISH in the cases of IHC 2+ (32) as we intend to recheck over our positive equivocal
cases.

Squamous cell carcinoma of the oesophagus, the most common histological type amongst us,
is invariably associated with worse prognosis, once it is often diagnosed at advanced clinical stages
and has a high frequency of LN metastases (33). Our results did not show that HER2 expression
has a prognostic value in oesophageal cancer. Despite the concordance between the FISH and
immunohistochemistry results, only the presence of gene amplification seems to affect prognosis
(34). Nevertheless, the clinical significance of HER2 amplification or overexpression in tumours of
the oesophagus has not been yet fully understood.

Several studies have shown that HER2 is overexpressed in oesophageal cancer. The wide
range of reported expression from nil to 64%, reflects a considerable methodical impact on results
owing to different testing methods (gene amplification vs. protein expression) and scoring methods
or patient and tissue vs. surgical specimens (35). Positive expression of HER2 was observed in
three (3.5%) cases: moderate immunoreactivity (2+) in two (2.3%) and hyperexpression (3+) in only
one (1.17%) case. Cytoplasmic staining detected in 15 (18%) cases was considered non-specific
and was not included in the scoring. These findings are in the lower range of previous publications
(35-37). Moreover, as opposed to the literature, the randomly selected cases in this series, were
earlier in stage and mostly moderately or well-differentiated and negative or having few involved
LNs, which may explain the lower prevalence of definitely positive cases, indeed. Thus, the
frequency of HER2 overexpression in oesophageal cancer seems to be low, which suggests a

limited role of this receptor as a target in the treatment of oesophageal cancer.

In our study the protocol for assessing the expression of HER2 was used as recommended
and approved by the FDA, the IHC with HercepTest®, since we consider IHC an easy, widely
established, not too expensive and reliable method that provides reproducible results, thus aiding
the generation of more widely comparable results when applied in a careful, controlled manner,
allowing to determine substantial correlations with trials using the FISH method (38). A study to
validate a HER2 scoring system for gastric adenocarcinoma, which differs from the breast cancer

score, was recently published with some modifications for IHC, taking into account some specific
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peculiarities of the gastric mucosa (27). By using the HercepTest® score for breast cancer, our
findings might appear somewhat unlike, and since, to our knowledge, up to date, no particular
study, despite that score system recently proposed by Hu et al. for oesophageal adenocarcinoma
(39), has been validated for any HER2 analysis for oesophageal squamous cell tumours, the use of
that adenocarcinoma score adapted to oesophageal squamous cell tissues may be worth to be

attempted.

Despite the reduced number of HER2 positive scores, equivocal expression should be
checked by FISH assessment, preferably by CISH, due to easiness and cost-effectiveness as well
as samples of adenocarcinoma type should be included. The higher cytoplasmic expression rate
warrants further investigation and reassessment of the entire sample by using the HER2 score for
oesophageal adenocarcinoma tumour as recently proposed. In conclusion, our results suggest that
HER2 seems to be not implicated in earlier stages of oesophageal carcinogenesis in squamous cell
carcinomas and specific anti-HER target therapy should be attempted in those HER-positive FISH-

CISH-tested individuals in future clinical trials if these results are confirmed.
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Table 1. Clinicoepidemiological characteristics of the patients

Features N (85) Percent (%0)
Gender (male:female) 60:25 71:29
Age (years)
Mean (SD*) 57 (10)
Median
Range 29-85
Race
White 68 80
Non White 17 20
ASA RISK 2010**
ASAP | 8 9
ASAPII 59 70
ASAP Il 18 21
Staging (AJCC 20107)
la 4 5
Ib 8 9
lla 25 29
b 20 23
Ila 16 19
b 5 6
Iic 6 7
v 1 1

*SD, standard deviation; **ASA, American Society of Anesthesiology; **AJCC; American Joint Committee

on Cancer revised classification.
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Table 2. Histopathological characteristics

Features N (85) Percent (%)
Tumour Site
Upper third 2 2
Middle third 17 20
Lower third 66 78
Tumour Size (cm)
Mean (SD*) 4.6 (2.0)
Median 4.5
Range 2.0-9.0
Tumour Grade
Well differentiated 8 9
Moderately differentiated 61 72
Poorly differentiated 16 19
TNM-AJCC 2010**
Tis/T1 10 12
T2 34 40
T3 37 43
T4 4 5
NO 47 55
N1 23 27
N2 12 14
MO 84 99
M1 1 1

*, SD, standard deviation; **ASA, American Society of Anesthesiology; **AJCC; American Joint Committee
on Cancer revised classification.
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Table 3. HER2 frequencies detected by the HercepTest®

SCORES* N (%)
NEGATIVE
0+ 81(95)
1+ 1(1)
POSITIVE
2+ 2(2)
3+ 1(1)

* by immunohistochemistry
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Representative samples of oesophageal tumours. immunohistochemistry staining
for HER2, HercepTest® 1+ (a), 2+ equivocal (b and c) and 3+ (1d) scores. ABC method, 50X
magnification.

Figure 2 — Oesophageal tumour samples of HER2 immunohistochemistry. HercepTest® 2+
equivocal (a and b) and 3+ (c and d) scores. ABC method; 200X and 400X magnification,

respectively.

59



FIGURE 1

.

60



FIGURE 2

61



