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RESUMO

A relevancia do tema em questdo, cancer de es6fago, deve-se a uma
combinacao de fatores tais como alta incidéncia, alta mortalidade, alto custo dos
tratamentos com baixa eficiéncia, e impacto na forca de trabalho. Os
conhecimentos basicos de Biologia Molecular limitavam-se, na pratica clinica
diaria, ao diagnéstico diferencial de lesdes de histologia dubia e ao seguimento de
lesBes neoplasicas diagnosticadas por outros métodos. O melhor entendimento
da funcéo de diversas proteinas envolvidas no metabolismo celular, associado
aos crescentes avancos das técnicas de Biologia Molecular, permitiu um
conhecimento mais amplo das alteracdes na expressao e estrutura das proteinas
com o desenvolvimento, comprometimento e desfecho de inumeros tipos de
cancer, entre eles o carcinoma epidermoide de esofago.

O presente estudo teve como objetivo determinar a freqiéncia de expresséo
de proteinas envolvidas no ciclo celular, proteinas controladoras de proliferacédo
celular, proteinas envolvidas na apoptose, proteinas oncogénicas, proteinas de
origem epitelial e proteinas envolvidas em outros processos celulares.

Através do emprego da técnica de imunohistoquimica, foram analisadas trinta
e oito amostras de carcinoma epidermoéide de es6fago incluidas em blocos de
parafina obtidas de pacientes submetidos a esofagectomia no Hospital Sdo Lucas
da PUCRS. A frequéncia de expressao das proteinas estudadas foi considerada
positiva quando mais de 10% das células tumorais apresentavam determinada
proteina. As proteinas investigadas foram p53, RB1, ciclina b1, ciclina D1, MDM2
(ciclo celular), PCNA, Ki67, EGFR (proliferacéo celular), bcl-2, bcl-x (apoptose), c-
erbB-3, c-myc (oncogénicas), ESA, EMA, CK20, CK 5, 6 e 18 (epiteliais) e CEA e
CA 19-9.

A proteina codificada pelo oncogene c-erbB-3 e a proteina bcl-x foram as
que tiveram uma maior frequéncia de expressao, ambas com 92,1%, seguidas
das proteinas de origem epitelial EMA e ESA, 81,5% e 71%, respectivamente. A
proteina bcl-2 e a citoqueratina 20 apresentaram freqliéncia de expressédo de
8,1% e 3,1%, respectivamente, nas amostras de CEE. A proteina Ki67 néo foi
detectada nas amostras investigadas, e as proteinas envolvidas no ciclo celular
tiveram uma frequéncia de expressao abaixo de 50%.

Palavras chave: carcinoma epidermoéide de es6fago; imunohistoquimica; p53;
Rbl; MDM-2; ciclina B1; ciclina D1; PCNA; Ki67; EGFR; bcl-2; bcl-x; c-erbB-3; c-
myc; CK20; CK 5, 6, 18; ESA; EMA; CA19-9; CEA.
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ABSTRACT

Esophageal cancer studies are important due to a combination of factors such
as high incidence and mortality, treatments with low efficiency but high costs and
the great impact on labor. The basic molecular biology was limited, in clinical
practice, to the differential diagnosis of dubious histological lesions and the follow
up of neoplasias diagnosed by other methods. The function understanding of a
number of proteins involved in cell metabolism associated to the development of
new molecular biology techniques allow to better understand the protein structure
and changes in expression related to the development and the outcome of several
types of cancer including esophageal squamous cell carcinoma.

The aim of the present study was to determine the expression of proteins
involved in cell cycle, cell proliferation, apoptosis, oncogenes, proteins of epithelial
origin and proteins involved with other cell functions.

Thirty-eight samples of advanced esophageal squamous cell carcinoma,
formalin-fixed and paraffin-embedded, obtained from patients subjected to surgery
at Hospital S&o Lucas da PUCRS were analyzed regarding the expression of the
following proteins: p53, RB1, cyclin b1, cyclin D1, MDM2 (cell cycle), PCNA, Ki67,
EGFR (cell proliferation), bcl-2, bcl-x (apoptosis), c-erbb-3, c-myc (oncogenes),
ESA, EMA, CK20, CK 5, 6 e 18 (epithelial proteins), and CEA and CA 19-9.
Immunostaining was graded as positive if more than 10% of tumor cells were
stained.

The protein encoded by the oncogenes c-erbB-3 and the protein bcl-x,
involved with apoptosis, was detected in a higher frequency of expression 92,1%
of SCC samples, followed by EMA and ESA with 81,5 and 70%, respectively. Bcl-
2 and cytokeratin 20 were found only in 8,1% and 3,1%, respectively. The protein
Ki67 was not detected and the proteins involved with cell cycle were present in
less than 50% of investigated samples.

Key words: esophageal squamous cell carcinoma; immunohistochemistry; p53;
Rb1; MDM-2; cyclin B1; cyclin D1; PCNA; Ki67; EGFR; bcl-2; bcl-x; c-erbB-3; c-
myc; CK20; CK 5, 6, 18; ESA; EMA; CA19-9; CEA.



l. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE ESOFAGO

As neoplasias séo a terceira causa de morte no Brasil, superada somente
pelas doencas cardiovasculares e pelas causas externas. O Instituto Nacional do
Cancer (INCA) estimou para o ano de 2002 a ocorréncia de 337.535 novos casos
de cancer e de 122.600 6bitos provocados por esta afeccdo. Utilizando-se a série
histdrica disponivel de taxas de mortalidade por cancer consolidadas em ambito
nacional, por localizacdo primaria, estimou-se, para 2002, o cancer de pulmao
como a primeira causa de morte por cancer no sexo masculino, sendo a neoplasia
de esOfago a quarta causa de morte nos homens (4,94/100.000 casos). No
Estado do Rio Grande do Sul a estimativa para 2002 era de 930 casos novos de
cancer de esd6fago em homens e 360 em mulheres. Além disto, se forem
comparadas as taxas de mortalidade por neoplasia de esbéfago, bruta e ajustadas
por idade pelas populacdes mundial e brasileira, por 100.000 casos, o Rio Grande
do Sul ocupa o primeiro lugar entre os estados brasileiros (1).

Apesar do avanco da Medicina na area da oncologia, pouco foi obtido com
relacdo a terapéutica das neoplasias malignas do es6fago. Anualmente 13.100
americanos sao diagnosticados como portadores de cancer de esbfago e,
desses, 12.600 morreréo da doenga (2).

Ha dois tipos histoldégicos que predominam nas neoplasias malignas do

esbfago: o adenocarcinoma e o carcinoma epiderméide. Nas Ultimas duas



décadas ocorreu uma marcante modificacdo epidemiolégica, com prevaléncia do
adenocarcinoma; hoje ele é mais prevalente que o carcinoma epiderméide nos
Estados Unidos e na Europa Ocidental, sendo que a maioria dos tumores localiza-

se no tergo distal do eséfago (3).

Ha algumas evidéncias em relacdo a fatores de risco para o carcinoma
epiderméide de es6fago, como o fumo, o alcool e a ma nutricdo. Na China, o
cancer de es6fago estd associado a deficiéncias de nutrientes como retinol,
riboflavina, alfa e beta-caroteno e zinco, assim como (4,5). Em contrapartida, o uso
regular de aspirina pode ser um fator de protecédo para a neoplasia de eséfago,

conforme mostraram alguns autores (6,7).

O céancer de esodfago tem uma importancia especial no Estado do Rio
Grande do Sul, pois apresenta uma alta prevaléncia, atingindo a marca de nove
casos por 100.000 habitantes (8), sendo o carcinoma epiderméide o tipo
histologico predominante (9). O chimarrdo, habito arraigado a cultura gaucha, foi
apontado como responsavel por esta alta prevaléncia. Entretanto, estudos
apontaram que esta alta prevaléncia é decorrente ndo da erva, mas, sim, da alta
temperatura da éagua, a qual poderia estar envolvida no processo de
carcinogénese (10, 11).

A faixa etaria da populacdo acometida também se constitui em um dado
importante, principalmente no que diz respeito a repercussdo social desta
neoplasia. O cancer de es6fago tende a acometer, mais freqiientemente, a faixa
etaria compreendida entre 45 e 65 anos. O impacto desta distribuicdo etaria em
termos de forca de trabalho é consideravel devido a auséncia de cura para a

maioria dos casos diagnosticados. Mesmo as terapéuticas paliativas pouco



modificam este cenario. Em um estudo sobre a influéncia do tratamento cirargico
na qualidade de vida de pacientes com céancer do es6fago avancado, foi
observado que menos de 3% dos individuos retornaram as suas atividades
laborativas (12).

A localizacéo deste 6rgdo em uma cavidade expansivel e a elasticidade de
sua parede sdo condi¢cBes determinantes no atraso diagnéstico que, infelizmente,
se constitui em regra nos dias de hoje, proporcionando um quadro com
predominio de lesdes avancadas, sem perspectiva significativa de cura. As
metastases linfonodais, que contribuem em muito para a piora do prognostico,
ocorrem em um estagio inicial devido a trama linfatica submucosa do esé6fago
bem desenvolvida, ocorrendo em 28 a 54% dos casos, quando a neoplasia
invade a muscular da mucosa e a submucosa, respectivamente (13, 14). Contudo,
ndo s6 a presenca ou a auséncia de metéstases linfonodais é importante para o
prognostico. O percentual de linfonodos comprometidos pela neoplasia, dentre
todos os tumores ressecados, bem como a sua localizagéo em relagéo ao local da
neoplasia, tém sido enfatizados (15, 16), dado que evidencia possiveis beneficios
de uma linfadenectomia ampla em relacao a sobrevida.

A classificagdo TNM do American Joint Committee on Cancer (AJCC) e da
International Union Against Cancer (AICC) para o cancer de esb6fago é
empregada universalmente. As trés importantes caracteristicas deste
estadiamento correspondem a invasdo tumoral (T) e a presenca de metastases
em linfonodos regionais (N) ou em 6rgaos solidos (M). Atualmente, a importancia
prognoéstica do status linfonodal tem sido insistentemente valorizada na

classificacdo TNM, na qual o parametro N é considerado mais importante que o T



no estadiamento da neoplasia (15, 17). A importancia do estadiamento reflete-se

no prognadstico, conforme mostra a tabela a seguir:

Tabela 1. Estadgio do céncer e sobrevida de acordo com o American Joint

Committee on Cancer (AJCC).

Estagio T N M Sobrevida (%)

0 Tis No Mo 64

| T1 No Mo 61

lla T2 No Mo 42

T3 No Mo 39

b T1 N1 Mo 31

T2 N1 Mo 23

1] T3 N1 Mo 17

T4 N1 Mo 9

\Y Tn Nn M1 2

Tis=carcinoma in situ; T1=invasdo da Iamina propria ou submucosa;T2=invasdo da muscular propria;
T3=invasdo da adventicia; T4=invasdo de estrututras mediastinais adjacentes; NO=auséncia de
metastases em linfonodos regionais; Nl=presenca de metastases em linfonodos regionais;
MO=auséncia de metastases a distancia; M1 — presenca de metastases a distancia.

O prognéstico dos pacientes com cancer de eséfago avancado é ainda muito
pobre. A sobrevida em cinco anos fica em torno de 20% (16, 18).

A cirurgia continua sendo a melhor alternativa terapéutica para o cancer de
esbfago (19, 13, 20), devendo ser considerada como tratamento padréo para
todos os casos de neoplasias ressecéaveis (13).

Em um estudo multicéntrico, prospectivo e randomizado, publicado em 1997,
0s autores compararam a sobrevida de pacientes submetidos a quimioterapia e a

radioterapia seguido de cirurgia, com a sobrevida de individuos submetidos



somente a cirurgia, tendo sido observado que nao houve diferenca na sobrevida
entre estes dois grupos de pacientes com carcinoma epiderméide de eséfago,
mas sim, aumento da mortalidade no grupo submetido a quimioterapia e
radioterapia (21). Estudos realizados na década de 80 mostravam uma alta
mortalidade cirdrgica (29%) (22). Hoje, centros dedicados a cirurgia do es6fago
mostram indices de mortalidade de 4% (23, 24). Apesar do avanco das técnicas
operatérias e da diminuicdo das taxas de mortalidade, uma questao parece clara:
a maioria das cirurgias tem um carater paliativo (18).

As colocacdes feitas até agora mostram que uma terapéutica eficiente para
o cancer de esdfago, apesar do avanco cientifico e tecnolégico, ainda esta por
acontecer.

As pesquisas no campo da Biologia e da Genética Moleculares estao
trazendo novos entendimentos das neoplasias, podendo, em futuro j& ndo téo

distante, contribuir para o melhor manejo terapéutico desta afeccéo.

1.2 ONCOLOGIA MOLECULAR

Ha um axioma na Medicina que diz que o cancer ndo € uma doenca, mas
sim vérias doencas. Esta sempre foi a visdo dos patologistas, epidemiologistas e
oncologistas. Entretanto, esta ndo € a imagem de profissionais da area de
Biologia Molecular, segundo os quais, todos os tipos de cancer compartilham de
um mesmo distarbio, existindo bons motivos para se acreditar que deva existir
uma explicacdo Unica para o cancer. Seja de que forma se desenvolva o cancer,

todos terdo, direta ou indiretamente, um dano genético. Os pesquisadores nessa



area apdiam-se em dois conceitos: primeiro que o cancer fundamentalmente é
uma doenca celular individual, e para que se possa entender as propriedades de
funcionamento de um tumor maligno, tem-se que entender as propriedades
celulares individuais desses componentes; segundo, que a atencdo maior deste
entendimento deve ser dirigido ao funcionamento dos genes em tais células. Em
outras palavras, a complexidade do cancer s6 serd entendida quando for dada
toda a atencdo aos genes. O cancer é uma perversao do fenétipo celular, sendo
0s genes determinantes deste fenétipo (25).

A maioria dos pesquisadores concorda que o foco principal da
carcinogénese estd no DNA, o qual atingiria a expressdo dos genes, causando
indugdo ou supressdo, ou 0s carcind6genos seriam mutagénicos, danificando
diretamente os genes, levando-os a uma atividade andmala ou a perda de sua
funcdo. Esta teoria foi a que mais ganhou impulso e ainda persiste; a habilidade
de um carcindgeno de induzir cancer esta na sua capacidade de induzir mutacéo.
Seja por intermédio da acdo de carcindgenos externos ou por erros intrinsecos do
processo genético celular, deve haver a presenca de um gene mutante dentro de
uma célula de qualquer tumor.

O céancer tem varias fases. Trata-se de um fendmeno progressivo no qual
uma célula vai acumulando uma série de modificacbes que a levam a um
crescimento cada vez mais anormal. Essas modificacbes sdo provocadas nao por
uma Unica mutacdo, mas por algumas mutacdes nos genes que regulam a
multiplicacdo celular. Trés diferentes tipos de abordagem experimental
convergiram para essa importante conclusdo: a epidemiologia dos céanceres

humanos, analise do DNA nas células nos varios estagios de desenvolvimento



dos canceres em seres humanos e em camundongos e superexpressao de
oncogenes em células em cultura e em animais transgénicos (26).

O paradigma genético do cancer oferece uma esperanca maior para o
manejo terapéutico desta afecc¢do. O inimigo molecular ja foi avistado. Uma vez
entendidas as estratégias de crescimento desenvolvidas pelas células
cancerosas, podera se obter capacidade suficiente para o desenvolvimento de
drogas muito mais especificas, com resultados bem mais animadores que os

atuais.

1.3 O CICLO CELULAR E CANCER

A maioria das células eucariéticas passa por uma série ordenada de eventos
gue constituem o ciclo celular, durante o qual os cromossomos séo duplicados, e
uma copia de cada cromossomo duplicado vai para cada uma das células-filhas.
A regulagdo do ciclo celular é critica para o desenvolvimento normal dos
organismos multicelulares. A perda deste controle provoca, em ultima anélise, o
surgimento do céncer. Os processos moleculares que regulam os principais
eventos do ciclo celular, a duplicacdo cromossémica e a divisdo celular, sado
fundamentalmente semelhantes em todas as células eucaritticas.

O ciclo celular é uma série ordenada de eventos que culminam na
duplicacéo da célula, com duracdo em média, nas células de mamiferos, de 18 a
24 horas. Esta duplicacdo é basicamente controlada pela regulacdo do tempo de
dois eventos criticos no ciclo celular: a duplicacdo do DNA e a mitose. Ele se

divide em quatro fases principais: a fase G1, S, G2 e M (Figura 1). A fase G1 € o



periodo compreendido entre a divisdo celular e o inicio da sintese de DNA (fase
S), periodo em que a célula cresce e toma forma. Durante a fase S (sintese)
ocorre a duplicacdo dos cromossomos (replicacdo do DNA ). Depois de passarem
pela fase G2, onde é feita uma checagem do DNA para verificar se mesma se
encontra pronta para a divisdo celular, tem inicio o complicado processo da
mitose, também chamado de fase M. A mitose é a fase em que 0S cromossomos
sdo separados e a célula divide-se em duas células filhas com um conjunto
cromossdmico idéntico. E na profase, primeiro estagio da fase M, que as
cromatides se condensam. Cada cromossomo replicado contém duas cromatides
com a mesma informacdo genética. As cromatides—irmas, produzidas pela
duplicacdo do DNA durante a fase S, permanecem ligadas pelo centrémero e se
alinham no centro da célula durante a metafase. Na anafase as cromatides-irmas
separam-se e migram para polos opostos puxadas pelo aparelho mitético. Na
maioria das células dos eucariotos superiores 0 envelope nuclear rompe-se em
muitas vesiculas no inicio da mitose e se recompde em torno dos cromossomos
segregados quando eles se descondensam durante a tel6fase, o Ultimo estagio da
mitose (25).

A sequéncia de eventos do ciclo celular € governada por um sistema de
controle, o qual ciclicamente desencadeia 0s processos essenciais da replicacado
celular. No coracdo deste sistema, estd uma série de complexos de proteinas
formada por dois tipos basicos de componentes: subunidades de proteinas
quinases, chamadas de proteinas Cdk e de proteinas ativantes, denominadas
ciclinas. No minimo dois destes complexos protéicos regulam o ciclo celular
normal, um no ponto de controle G1, que se situa antes do inicio da fase S, e o

outro em G2, antes do inicio da fase M. Tais complexos de proteinas exercem seu



controle por intermédio de sua atividade quinase e pela ativacao e desativacéo

das quinases em pontos estratégicos do ciclo.

Ciclo Celular

Diviséo celular \

‘ @ @ ’ Sintese de DNA
Mitose
s
L

Separac&o cromossdmica Duplicagdo cromossomica

Figura 1. O ciclo celular e suas fases.

1.3.1 Proto-oncogenes e Genes Supressores de Tumor

A andlise das alteracfes genéticas em células cancerosas revelou um
grande numero de genes que codificam proteinas envolvidas no controle da
proliferacdo celular. O gene de proliferacdo normal é chamado de proto-
oncogene. Por outro lado, uma célula pode ser liberada de seus controles normais

de supressédo da proliferacao e se dividir conforme uma célula cancerosa, se um
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gene de antiproliferagéo sofrer uma mutagdo que o torne inativo. Assim, 0s genes
de antiproliferacdo encontrados em células normais séo frequentemente referidos
como genes supressores de tumor.

Os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor constituem duas
classes de genes que desempenham uma fungédo-chave na inducdo do cancer.
Esses genes codificam muitas espécies de proteinas que auxiliam a controlar o
crescimento e a proliferacdo celular. Mutagbes nesses genes podem contribuir
para o desenvolvimento do céancer. Os proto-oncogenes podem se converter em
oncogenes, que é qualquer gene capaz de codificar uma proteina que induza o
cancer.

Os tipos de acidentes genéticos que podem converter um proto-oncogene
em um oncogene sao basicamente trés: o gene pode ser alterado por uma
mutacdo de ponto, por delecdo, por uma translocagcdo cromossdmica, ou pela
insercdo de um elemento genético mével de retrovirus. A mudanga pode ocorrer
na regido codificadora da proteina de forma a gerar um produto hiperativo, ou
pode ocorrer em regibes de controles adjacentes de forma que o gene é
simplesmente superexpresso. Alternativamente, o gene pode ser superexpresso
devido a amplificagdo em um grande numero de copias decorrentes de erros no
processo de replicacdo cromossémica. Um exemplo sdo os membros da familia
do gene c-myc, que freqientemente estdo superexpressos ou amplificados. A
proteina c-myc normalmente atua no ndcleo como um sinal para a proliferacao
celular, quantidades excessivas de c-myc induzem as células a continuarem no
ciclo celular em circunstancias nas quais uma célula normal pararia (27).

Os genes supressores de tumor via de regra codificam proteinas que, de

uma maneira ou de outra, inibem a proliferacéo celular. A perda deste mecanismo
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contribui para o desenvolvimento de muitos canceres. Uma copia do gene
supressor de tumor é suficiente para controlar a proliferacao celular, devendo
ambos os alelos de um gene supressor de tumor serem perdidos ou inativados
para que o desenvolvimento desse tumor seja promovido. Assim, as mutacdes
oncogénicas que significam perda da funcdo em genes supressores de tumor
atuam recessivamente. Os genes supressores de tumor em muitos cénceres
apresentam dele¢cbes ou mutacbes pontuais que previnem a producdo de
qualquer proteina ou que levam a producdo de uma proteina ndo-funcional. O
primeiro gene supressor de tumor foi identificado em pacientes com
retinoblastoma hereditario (Rb). Conforme sera discutido mais adiante, a proteina

codificada pelo gene Rb ajuda a regular a progresséao no ciclo celular (28).

1.3.2 Mutagdes que afetam a proliferagéo celular

Algumas proteinas codificadas por virus podem-se ligar a receptores para
fatores de crescimento nas células hospedeiras e ativa-las, estimulando assim a
proliferacdo celular na auséncia de sinais normais. Mutagdes ou translocagdes
cromossOmicas que permitem que as proteinas quinases dimerizem os receptores
de fator de crescimento levando a ativacdo de receptor, induzindo mudancas na
expressdo génica que podem transformar as células. A superexpressdo dos
receptores para fatores de crescimento pode ter o mesmo efeito e levar a
proliferacdo celular anormal.

Um grande numero de oncogenes € derivado de proto-oncogenes cujas

proteinas codificadas atuam como transdutoras intracelulares, isto €, proteinas
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que ajudam na transmissao de sinais de um receptor para uma célula-alvo. Nessa
classe situam-se 0s oncogenes ras, 0s quais foram os primeiros oncogenes nao-
virais a serem reconhecidos. A expressao inapropriada de fatores nucleares de
transcricdo pode induzir a transformacgédo, como € o caso de c-fos e c-myc, que
estimulam a transcricdo de genes que codificam proteinas que promovem a
progressao através da fase G1 do ciclo celular para S. Nos tumores, as formas
oncogénicas desses e de outros fatores de transcricdo sdo com frequéncia

expressas em altos niveis (26).

1.3.3 Mutagdes que causam a perda do controle do ciclo celular

Algumas proteinas tém a habilidade de verificar a progressao do ciclo celular
e manter as células no estado quiescente ou, mesmo, leva-las ao suicidio quando
as condi¢cdes nao forem apropriadas. Isto significa que elas podem evitar que as
células tornem-se cancerosas. A regulacao da expressao alterada, de pelo menos
uma ciclina, bem como a mutacdo de varias proteinas que passem a regular
negativamente a passagem pelo ponto de restricdo, pode ser oncogénica.

A amplificacdo de um gene ou a translocacdo de um cromossomo que
coloca a ciclina D1 sob o controle de um promotor improprio leva a
superexpressao dessa ciclina em muitos tipos de canceres humanos, indicando
que a ciclina pode atuar como uma oncoproteina (29).

A perda de funcdo do Rb seja somatica ou por mutacao, conduz a inducéo
de muitos tipos de canceres, mais notavelmente ao retinoblastoma da infancia.

Tumores com mutacdes inativadoras do Rb em geral expressam niveis normais
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de ciclina D1 e produzem proteina p16 funcional. Em contraste, células tumorais
que superexpressam a ciclina D1 ou que tenham perdido a funcdo da pl6
geralmente retém o Rb tipo selvagem. Assim, a perda de apenas um componente
desse sistema controlador da passagem pelo ponto de restricdo € suficiente para
subverter o controle do crescimento normal (30).

Os fatores de crescimento estimulam, principalmente, a proliferacdo de
diferentes tipos de células. O fator de crescimento tumoral-b (TGF-b) é secretado
pela maioria das células corporais e apresenta uma gama de atividades
biolégicas. O TGF-b tem a capacidade de inibir o crescimento de muitos tipos
celulares, incluindo a maioria das células epiteliais e células do sistema
imunolégico. A perda da funcao de inibicdo do crescimento mediada pelo TGF-b
contribui para o desenvolvimento e a progressao de uma variedade de tumores
(31).

A proteina p53 é essencial para o controle do ponto de checagem, o qual
retém as células humanas com DNA danificado em G1. Embora a p53 tenha
varias funcdes, sua habilidade para ativar a transcricdo de certos genes € a mais
relevante para a sua funcdo de supressdo de tumor. Praticamente todas as
mutacdes na p53 suprimem sua capacidade de ligar-se a sequéncias especificas
de DNA e de ativar a expressao génica. Na maioria das células, o acimulo da p53
leva, também, a inducéo de proteinas que promovem a apoptose. Embora possa
ser tomado como uma resposta drastica ao dano no DNA, isso evita a proliferacao
de células que tém a possibilidade de acumular multiplas mutacées. Quando o
controle da p53, no ponto de controle, ndo atua apropriadamente, o dano no DNA
pode ser perpetuado e produzir mutagdes, o que contribui para o desenvolvimento

de uma célula metastéatica altamente transformada (32). Proteinas que interagem
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e regulam a p53 estdo também alteradas em muitos tumores humanos. O gene
que codifica uma dessas proteinas, o MDM2, esta amplificado em muitos
sarcomas e outros tumores humanos que mantém a p53 funcional. Sob condi¢des
normais, a proteina MDM2 liga-se a um sitio na por¢cdo N-terminal da p53,
reprimindo a capacidade da p53 de reativar a transcricdo do p21 e de outros
genes, mediando a degradacdo da p53. Assim, a MDM2 normalmente inibe a

habilidade da p53 de interromper o ciclo celular levar a célula a apoptose (25).

1.3.4 Biologia Molecular no estudo dos canceres do es6fago

A Biologia Molecular sofreu um grande avanco nos ultimos tempos, mas
basicamente sua aplicacdo clinica nas neoplasias ainda se restringia, até pouco
tempo atrds, no diagnéstico diferencial de lesdes de histologia dubia e no
seguimento de lesdes previamente diagnosticadas por outros métodos. O futuro
certamente fard com que as aplicacBes da Biologia Molecular nas neoplasias
atinjam todos os campos, identificando pacientes com alto risco de
desenvolverem céancer, diagnosticando lesées com maior acurécia, determinando
o grau de malignidade das lesBes cancerosas e 0 seu prognostico, bem como
criando novas abordagens terapéuticas.

Apesar dos avancos cirurgicos obtidos nas Ultimas décadas, associado a
outras estratégias terapéuticas, ainda ndo foi possivel obter um aumento
significativo na sobrevida de pacientes acometidos pelo cancer do eséfago. O
melhor entendimento da fungéo de diversas proteinas envolvidas no metabolismo

celular, associado aos crescentes avancos das técnicas de Biologia Molecular
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permitiu que muitos pesquisadores dirigissem seus esforgos para o estudo das
alteracfes na estrutura ou na expressao de proteinas com o desenvolvimento, o
comprometimento e o desfecho de inimeros tipos de canceres, entre eles o
carcinoma epidermoide do esodfago (26).

Até o0 momento muitas investigacdes ja foram realizadas; no entanto, como
sera visto a seguir, ainda nao foi possivel determinar, entre tantas alteracdes
detectadas, quais seriam determinantes dessas neoplasias, quais seriam
importantes para o diagnéstico e o prognéstico do carcinoma epidermoéide de

esofago.

1.4 PROTEINAS ENVOLVIDAS NO CONTROLE DO CICLO CELULAR

1.4.1 Gene supressor de tumor p53

7z

O p53 € um gene supressor tumoral tipico, cuja funcdo é codificar uma
proteina que impede a proliferacdo indesejavel de células mutantes, levando a
apoptose da célula alterada. A perda do gene p53 ou as mutacfes que interferem
com a sua funcdo protetora sdo as mutacdes mais freqientes observadas nos
canceres humanos, embora seu papel especifico no desenvolvimento do cancer e
0 seu valor como marcador tumoral ainda ndo estejam claros. Mutacdes no p53
resultam na superexpressao de uma proteina que pode ser detectavel pela
técnica de imunohistoquimica (33). O gene p53 esta localizado no cromossomo
17p, um local frequente de perda de alelo em muitos tumores, incluindo o céancer

de pulmao, célon, mama e cérebro. O papel da p53 em doencas malignas tem
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sido investigado em muitos centros. A superexpressado desta proteina tem sido
relacionada com um pior prognéstico em cancer de mama (34). Em tumores de
cllon a expressao da p53 tem sido detectada em 47% dos canceres e em 9% dos
adenomas. Essa proteina ndo é expressa em mucosa normal (35).

O p53 e o gene do retinoblastoma (Rb) sdo dois dos mais importantes
supressores tumorais envolvidos na regulacdo do ciclo celular. A transicdo da
fase G1 do ciclo para a fase S (sintese de DNA) é mediada pela proteina p53
(36). Quando had um dano no DNA, ocorre um aumento dramético da p53, o qual
faz com que a proteina p53 normal induza a célula a fase GO (descanso celular),
fenbmeno que permite que a célula repare seu DNA antes de prosseguir para a
fase S (37) (Figura 2). Células deficientes de p53 nédo interrompem o ciclo celular
na fase G1 e prosseguem replicando o DNA, mesmo quando danificado. Tal
situacdo pode resultar no acumulo de mutagbes e instabilidades genémicas,
aumentando a possibilidade de transformacdes neoplasicas. A p53 auxilia na
apoptose (morte celular programada) apds exposicdo a agentes quimioterapicos
ou a irradiacdo. Além disso, parece haver uma relacdo direta entre a
superexpressao da p53 mutada e o aumento da atividade celular proliferativa no
carcinoma epidermoide de esbfago (32, 38).

Em uma revisdo sobre mutacbes na p53 envolvendo o carcinoma
epidermdide de es6fago (CEE), a freqliéncia de expressao de positividade variou
entre 10-85% (39).

A proteina p53 mutada tem uma meia-vida mais longa quando comparada
com a proteina normal e, por isso, pode ser detectada pela técnica de
imunohistoquimica. A simples deteccédo da proteina p53 pode ser indicativo de

mutacdes no gene p53 (32, 40).
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GO/descanso celular
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Rb desfosforilado

Figura 2. Regulacao do ciclo celular e apoptose pelos genes p53 e Rb.

Investigacdes pertinentes a alteragdes na p53, correlacionando com o
prognostico dos pacientes portadores de CEE, mostraram-se conflitantes. Isto
pode ser devido ao fato de que ha poucos estudos para a deteccdo da p53 por
métodos moleculares, um pequeno nimero de pacientes avaliados e pela falha na
estratificacdo dos parametros clinicopatol6gicos, como tipo histologico e estagio
do tumor (41). Alguns estudos mostraram que 0s pacientes com tumores com
superexpressao da p53 mutada tinham uma sobrevida mais reduzida; enquanto
outros estudos ndo encontraram nenhuma relacao entre os niveis de expressao
da p53 e o prognéstico nesses pacientes (41, 42). Parece ndo haver uma relagcéo
entre a freqiéncia de expressao da p53 e os parametros clinicopatol6gicos, como
grau de invasdo tumoral e comprometimento linfonodal. Tais resultados podem
inferir a atuacdo da p53 nos estagios iniciais da doenca ou em lesdes pré-
cancerosas, 0 que comprovaria o seu papel na carcinogénese (43).

A maioria dos estudos realizados comparando quimioterapia e/ou

radioterapia pré-operatéria e quimioterapia e/ou radioterapia neoadjuvante em
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pacientes portadores de carcinoma epidermoide de es6fago, com a freqiiéncia de

expresséo da p53, ndo mostrou associagdo significativa (44, 45).

1.4.2 Proteina do gene retinoblastoma (Rb)

O gene do retinoblastoma (Rb) foi identificado originalmente em estudos
sobre a predisposicdo, herdada geneticamente, a um cancer raro que ocorre nos
olhos de criancas, associada com muta¢cdes no cromossomo 13. Foi o primeiro
gene supressor tumoral a ser identificado. A perda de ambas as copias deste
gene leva a uma excessiva proliferacéo celular na retina imatura, sugerindo que o
produto do gene normal interrompe a proliferagcdo. A clonagem do gene do
retinoblastoma permitiu investigar o efeito do produto do gene. A proteina Rb é
uma molécula abundante no ndcleo de células de mamiferos e tem um papel
importante na regulacéo das células para a entrada na fase S do ciclo celular (46).
A Rb liga-se a muitas outras proteinas, incluindo importantes proteinas
reguladoras de genes, mas sua capacidade depende do seu estado de
fosforilacdo. A Rb desfosforilada liga-se, permanecendo inativa, a proteinas
reguladoras que estimulam a transcricdo de certos genes, como € 0 caso do c-
myc, necessarias a proliferacdo celular. A Rb fosforilada faz o inverso, libera as
proteinas estimuladoras que ativam a proliferacéo celular (47).

Mutagbes no gene Rb podem ter um efeito potencial no desenvolvimento de
inimeros tumores, entre eles o cancer de pulmao (pequenas células), mama,
bexiga e sarcoma. Além disso, mutacdes nesta proteina tém indicado um pior

prognéstico em tumores de bexiga e de pulmao.
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A expressdao da Rb em carcinoma epidermdide parece ser extremamente
variavel, conforme demonstrado em muitos estudos nos quais foi descrita uma
variacdo, desde auséncia até a presenca absoluta desta proteina (48). No
entanto, a maioria destes estudos considera tumores positivos quando mais de
50% das células expressam a Rb. Muitos estudos encontraram uma maior curva
de sobrevida nos CEE nos quais a freqtiéncia de expressdo da Rb era menor.
Tais resultados mostram uma forte relacdo da proteina Rb com a progressao da
doenca (49), embora outros demonstrem que a frequéncia de expressao da Rb

ndo esta relacionada com a sobrevida dos portadores de CEE (29).

1.4.3 A proteina Murine Double Minute 2 (MDM-2)

O produto do gene MDM-2 é um potente inibidor da proteina p53 normal (46).
Em alguns tumores como os sarcomas, a amplificacdo da MDM-2 desempenha
um papel importante na tumorigénese causando a perda da funcdo da p53. Zhu e
colaboradores ndo detectaram a amplificacdo deste gene em carcinoma
epiderméide de esbdfago (50). Por outro lado, Shibakagi e colaboradores
detectaram um aumento da MDM-2 em 18% dos CEE, sendo que tais pacientes
tiveram um pior prognostico, no entanto, sem apresentar relagdo com a p53
mutada.

Em um outro estudo, comparando alguns genes importantes para a
tumorogénese do CEE, como p53, Rb, MDM-2, p21, pl6 e a ciclina D1, a

superexpressao da MDM-2 apareceu como o fator de risco mais significativo nos
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pacientes que tinham metastases a distancia, corroborando sua relacdo com um
pior prognadstico (49).

Alteracbes no MDM-2 podem ter uma relagédo com a progressao do CEE por
um mecanismo desconhecido em adicdo ao processo de tumorigénese pela

inativacao da p53 (51).

1.4.4 CiclinaB1

A ciclina B1 desempenha um papel importante no ciclo celular, com uma
funcdo reguladora na transicao da fase G2 para M, sendo essencial para o inicio
da mitose. A superexpressao desta proteina € um achado precoce e fregliente na
sequiéncia metaplasia-displasia-carcinoma no eséfago de Barrettt (52).

No CEE, a prevaléncia da expresséo da ciclina B1 foi significativamente alta
nos tumores que tinham invasdo da muscular, o que sugere a sua relacdo com
um pior prognostico neste tipo de carcinoma (53). Em um outro estudo
empregando a técnica de imunohistoquimica e, apoés, realizando uma analise
multivariada, os autores mostraram que a ciclina B1 era um fator progndstico
independente no CEE (54).

Alguns parametros clinicopatolégicos como grau de invasao tumoral,
comprometimento linfonodal e metastases a distancia estao correlacionados com

a superexpresséo da ciclina B1 (55).
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1.4.5 Ciclina D1

A proteina ciclina D1 é frequentemente expressa na fase G1 do ciclo celular,
e parece desempenhar um papel importante no controle do ciclo celular e na
progressdo do cancer (56). A sua superexpressao tem sido sugerida como
contribuinte da oncogénese pela desregulagcdo do ciclo celular, e estudos
apontam esta proteina como sendo este um fator oncogénico importante no
carcinoma esofagiano (57).

A amplificacdo do gene da ciclina D1, em geral, esta relacionada com um
aumento do mRNA para a ciclina D1 ou da expressdo da proteina, mas um
namero significante de carcinomas apresenta uma superexpressao desta proteina
sem amplificacdo do gene da ciclina D1, sugerindo que outros fatores, além da
amplificacdo, podem estar envolvidos na superexpressao desta proteina (58).

Muitos estudos ja foram descritos na literatura como sendo a ciclina D1 um
fator de péssimo progndstico no carcinoma epidermdéide de es6fago (Tabela 2)

(46).
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Tabela 2. Publicacdes relacionadas as alteragdes da ciclina D1 no carcinoma

epiderméide de es6fago detectadas pelo método de imunohistoquimica.

Autor/Ano original % Associacao

Naiton/1995/Japéao 62 baixa sobrevida

Chetty/1997/Africa do Sul 29 metastases linfonodais

Takeuchi/1997/ Japao 25 metéastases a distancia
Anayama/1998/ Japéao 27 baixa sobrevida

Ishikawa/1998/ Japao 31 baixa sobrevida
Sarbia/1999/Alemanha 73  Sem correlagcdo com diferenciacéao,

associado a atividade mitdtica, metastases
linfonodais e baixa sobrevida

Recentemente, um trabalho retrospectivo e multiinstitucional, realizado pelo
Comité de Pesquisa em Cancer de Esofago da Sociedade Japonesa para
Doencas do Es6fago, do qual participaram 10 dos maiores centros de esodfago
daquele pais, confirmou e estabeleceu um valor preditivo para ciclina D1 no
prognostico dos pacientes com cancer epidermdide de esdfago. Nesse estudo, a
relacdo entre a freqiéncia de expressdo da ciclina D1 e a disseminagao
hematogénica nos pacientes N1, bem como a associacdo da proteina com a
progressao tumoral, ficou bem demonstrada (59). Tal observacédo ja havia sido
relatada por Shinozaki, em 1996 (60). Por outro lado, em outra analise
multiinstitucional realizada por Sarbia e colaboradores (61), a frequéncia de
expressado da ciclina D1 ndo mostrou associacdo com a diferenciagcéo tumoral, e,
sim, com a atividade mitGtica e o status linfonodal. A positividade da ciclina D1
detectada nos tumores nesta investigacao foi de 72 a 75%, 0 que € extremamente

alto se comparado com outros dados da literatura, cuja média é em torno de 45%.



23

Isto pode ser explicado pelo fato de que os autores consideraram positivos 0s
tumores com apenas 1% das células com presenca da proteina investigada
enquanto a maioria dos estudos considera a positividade somente quando mais

de 10% das células tumorais estdo marcadas pelo anticorpo.

1.5 PROTEINAS CONTROLADORAS DA PROLIFERACAO CELULAR

1.5.1 Antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA)

O PCNA, antigeno nuclear de proliferacédo celular, auxilia nos mecanismos
de reparo do DNA danificado durante a fase de sintese do ciclo celular. A
deteccdo da proteina PCNA pela técnica de imunohistoquimica € de grande valia
na analise de células em fase proliferativa (62).

Ha diferencas significantes quanto aos indices de marcacao para o PCNA
em adenocarcinomas derivados do epitélio de Barrettt, indicando que este € um
marcador progndstico importante em tumores do céardia (63). A marcacao positiva
para o PCNA em tumores primarios de pequenas células de esé6fago mostrou-se
desfavoravel quanto ao progndstico, ao passo que, em relacdo ao grau das
displasias esofagicas, o PCNA mostra uma relacdo direta com o grau de
severidade da displasia (64).

No CEE, o PCNA parece ser um fator prognéstico independente para o
controle local em pacientes submetidos a radioterapia (65). Wang e
colaboradores(66) citam o PCNA como marcador progndstico de uso limitado,
enquanto Yasunaga e colaboradores (67) ndo observaram significAncia no

prognéstico de pacientes operados de CEE que foram submetidos a quimioterapia
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neoadjuvante. Nesse mesmo estudo sobre a significancia prognéstica do PCNA
no CEE, os autores observaram que havia uma relacdo direta somente entre o
tamanho do tumor e a profundidade da invaséo, ndo acontecendo o0 mesmo com
a diferenciacéo celular. A marcacdo do PCNA variou entre 4,4% a 96,2% e na
analise multivariada esta proteina ndo foi considerada um fator progndstico

independente.

1.5.2 Ki67

O Ki67 é um antigeno especifico para estimar a proliferacdo celular, sendo
expresso somente durante os periodos de proliferacdo celular do ciclo celular. Ele
mostra uma acuracia maior de indicacdo de células proliferativas do que o PCNA.
Os indices de marcacao do Ki67 aumentam com a progressao tumoral em
carcinoma epidermdide de esbdfago, embora outros estudos mostrem que ele nao
teria um valor prognostico em CEE (68, 69).

Existe uma diferencga significativa na marcagao do Ki67 para mucosa normal
e displasia no cancer de es6fago, sendo importante a expressao desta proteina
na identificacdo precoce de neoplasia de es6fago em populacdes de alto risco
(70).

A superexpressao do Ki67 aparece também na fase G1 em metaplasia de
Barrett, podendo tal atividade proliferativa precoce contribuir para a progressao

deste epitélio em neoplasia (71).
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1.5.3 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

Os fatores de crescimento sao importantes para a regulacdo da
diferenciacdo e da proliferacdo celular. A expressdo anormal dos receptores de
fatores de crescimento, tal como o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), esta relacionado com a carcinogénese (72). O EGFR é membro da
familia dos fatores de crescimento tipo 1. Trata-se de uma proteina de membrana
em tumores epidermdides, mas em tumores de mama a proteina pode ter
localizacao citoplasmatica. A sua expressao como fator prognéstico na neoplasia
de mama permanece controversa, tendo a maioria dos estudos mostrado uma
associacdo com um mau prognéstico neste 6rgdo, assim como no cancer de
pulmao e nos tumores ginecoldgicos (73).

Niveis elevados de EGFR ja foram detectados no céncer esofagiano tais
como nas les@es displasicas e no adenocarcinoma de Barrett (74). Em um estudo
realizado por Yano e colaboradores (1991) nao foi detectada uma relacéo entre a
expressdo do EGFR com a amplificacdo génica, mas sim, que niveis elevados de
EGFR estédo correlacionados com o desenvolvimento de metastases e sobrevida
apos a cirurgia do CEE, tornando este marcador um importante indicador
prognéstico para o carcinoma epiderméide de esb6fago (75). Outros trabalhos
mostraram que o valor prognéstico e o papel do EGFR no desenvolvimento do

CEE séo limitados (66).
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1.6. PROTEINAS ENVOLVIDAS NA APOPTOSE

1.6.1 bcl-2

Recentes estudos sugerem que a proteina bcl-2 pode regularmente controlar
alguns mecanismos especificos do ciclo celular, inibindo certos tipos celulares de
entrar em apoptose (76). Ela foi observada em células da linhagem linféide e
também em células basais de alguns epitélios, mas ndo em células mais
diferenciadas, o que pode sugerir que ela tenha uma funcéo protetora de células
tronco (77). Além disso, o gene bcl-2 esta envolvido em uma translocagéo génica
caracteristica dos linfomas foliculares (78). Do ponto de vista histopatolégico
muitas vezes € dificil diferenciar uma hiperplasia folicular de uma neoplasia
folicular, parecendo haver ai uma relevancia clinica da aplicacdo do bcl-2, pois ela
esta presente somente nas células neoplasicas (79).

A sua expressao ja foi estudada em céncer de esbfago, estdmago,
pancreas, pulmdo, mama e nas diversas fases da tumorigénese do carcinoma
epiderméide de esb6fago, desde a mucosa normal até a displasia, passando,
desde a invasao precoce até os estagios mais avancados da doenca, sugerindo
uma diminuicdo da frequéncia de expressao da bcl-2 com a progressdo da
doenca (80).

Estudos relacionando a sobrevida e a frequéncia de expresséo da bcl-2 no
carcinoma epidermoide de esbfago tém sido relatados, mas ainda h& muitas
controvérsias. Alguns autores encontraram significancia na relacéo da bcl-2 com o

prognostico, enquanto outros estudos ndo detectaram associacao (81).
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Pesquisas cujo objetivo era investigar a associacdo da frequéncia de
expressao da bcl-2, pelo método de imunohistoquimica, em portadores de CEE,
com a quimioterapia e a radioterapia pré-operatoéria, e que poderiam selecionar
pacientes favoraveis ou ndo a este tipo de tratamento, ndo se mostraram
significativos, o que levou a conclusdo de que esta oncoproteina ndo modifica a

resposta a agentes anticancer (44, 45).

1.6.2 bcl-x

A bcl-x € uma proteina da familia do bcl-2 que induz apoptose, sendo
detectada no citoplasma da célula, em linfocitos ativados em areas interfoliculares
e em um pequeno numero de linfécitos nos centros germinativos. Também é
detectada nas células de Reed Stemberg em 86% dos linfomas de Hodgkin (82).
Nos tecidos normais, a bcl-x tem sido detectada na zona cortical dos timdcitos,
megacariocitos, precursores de eritrocitos e em alguns tipos diferenciados de
células miel6ides da medula 6ssea, bem como em espermatdcitos. Esta proteina
aparece também em células epiteliais mamarias, células epiteliais basais e
secretoras, assim como em queratinocitos diferenciados das camadas superiores
da epiderme (83).

A andlise da presenca da bcl-x nos tumores de pacientes com CEE néo
mostrou correlacdo com o progndéstico (84). Em contrapartida, Takayama (85) em
um estudo com 86 pacientes portadores de CEE, em uma anélise multivariada,
mostrou que a proteina bcl-x constituia-se em um fator progndstico independente.

Em um trabalho recente, houve uma relacdo direta entre a frequéncia de
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expressdo da bcl-x e o grau de profundidade do tumor e o comprometimento
linfonodal em carcinoma epidermdide de esb6fago (86).

Ja a relacdo da frequiéncia de expressdo da bcl-x com a sobrevida dos
portadores de CEE tratados com radioterapia e quimioterapia ndo mostrou

significancia estatistica (87).

1.7 PROTEINAS ONCOGENICAS

1.7.1 c-erbB-3

O c-erbB-3 é uma oncoproteina membro da familia do receptor do fator de
crescimento tipo 1, que inclui também o EGFR (receptor do fator de crescimento
epidérmico) e o c-erbB-2. Tais receptores compartilham de uma mesma estrutura,
que consiste de um dominio extracelular, uma regido transmembrana e um
dominio citoplasmatico (88). A superexpressao do c-erbB-3 em linhagens
celulares humanas estd associada com transformacdes neoplasicas e tem sido
detectada em adenocarcinomas, bem como em pancreatites cronicas (89).
Estudos ja demostraram a superexpresséo do c-erbB-3 em carcinoma de cabeca
de pancreas (90). A superexpressdo € encontrada predominantemente na
membrana, embora ocorra marcagao citoplasmatica em menor nimero.

N&o ha relato na literatura avaliando a freqiiéncia de expresséo de c-erbB-3

em carcinoma epidermoide de esbfago.

1.7.2 c-myc
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O c-myc é um oncogene que codifica uma fosfoproteina, a p62, que é
necessaria para a proliferacéo celular, diferenciacéo e, provavelmente, replicacao
do DNA (46). O c-myc é o produto do gene de resposta inicial myc. Ele codifica
proteinas reguladoras de genes e, quando expresso em excesso por uma
mutacado, pode causar proliferacao celular ndo-controlada.

Existem evidéncias sugerindo que c-myc, em particular, desempenha um
papel crucial no controle da proliferacdo celular. Células, nas quais a expressao
do c-myc é especificamente impedida, ndo se dividirdo, mesmo na presenca de
fatores de crescimento. Por outro lado, células nas quais a expressdo é
especificamente acionada, as mesmas comecardao a se dividir mesmo na
auséncia de fatores de crescimento. Nas neoplasias humanas, a ativacdo do
oncogene c-myc € resultado tanto da amplificagdo génica quanto de translocacéo
cromossomica (91).

A sua amplificagéo tem sido detectada em linhagens celulares e amostras de
tumores de carcinoma epiderméide de eséfago em alguns estudos, embora a
auséncia dessa amplificacdo também tenha sido descrita (92).

Miyazaki e colaboradores detectaram, pelo método de imunohistoquimica, a
proteina c-myc tanto no ndcleo quanto no citoplasma de células de carcinoma
epidermdide avancado de esbéfago. Eles também concluiram que nédo havia valor

prognoéstico relacionado com a expressao de c- myc (93).

1.8 PROTEINAS DE ORIGEM EPITELIAL

1.8.1 Citoqueratina 20 (CK20)
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A CK20 é uma citoqueratina que em tecidos normais é produzida no epitélio
intestinal, epitélio gastrico foveolar, em um numero de células enddcrinas na
porcdo superior das glandulas piléricas, urotélio e células de Merkels na
epiderme. Em tumores, ela tem uma frequéncia de expressdo bem definida em
diferentes tipos de carcinoma, entre eles o adenocarcinoma colorretal, o
adenocarcinoma de vesicula biliar e colangiocarcinomas, adenocarcinoma de
células ductais de pancreas, tumores mucinosos de ovario e carcinomas de
células transicionais. Ndo ha evidéncia de marcacdo em adenocarcinomas de
mama, pulmédo, endométrio e tumores de ovario ndo-mucinosos (94).

A CK20 pode ser bastante util na classificacdo dos tumores da juncédo
esofagogastrica, auxiliando a definir a origem desses tumores, se s&do
provenientes do epitélio de Barrett ou primarios do estdmago. Ela aparece
bastante elevada em adenocarcinoma proveniente do esofago de Barrett (73,3%),
guando comparada com outros tipos de carcinomas (95).

N&o ha relato na literatura avaliando a freqiiéncia de expressao da CK20 em

carcinoma epidermoide de esofago.

1.8.2 Citoqueratinas 5,6 e 18

As citoqueratinas (CKs) 5, 6 e 18 sao importantes marcadores de tecidos
epiteliais, desde epitélios glandulares simples até epitélio escamoso estratificado
(96), podendo ser Uteis na identificacdo de tumores de origem epitelial e menos

comum nos tumores de origem mesotelial (97).
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Alguns estudos mostraram a relagcdo das citoqueratinas 5, 6 e 18 com
tumores do aparelho digestivo. Em um estudo recente, realizado no norte da
China, uma zona de alta incidéncia para CEE, 111 espécimes de CEE foram
avaliados para um grande numero de citoqueratinas. Os resultados obtidos
apontaram uma diferenca estatisticamente significativa para a marcacao da CK18
nos pacientes que tinham linfonodos positivos, sugerindo que esta proteina pode
ser um marcador importante para progressao da doenca (98).

Um outro estudo mostrou que néo havia relacdo das citoqueratinas 5, 6 e 18

com tumores da transicéo esofagogastrica (99).

1.8.3 Antigeno especifico epitelial (ESA)

O antigeno especifico epitelial € uma glicoproteina de superficie, portanto é
um marcador de membrana. O ESA é util como marcador celular de inUmeros
tecidos epiteliais humanos (100). A analise desta proteina também pode ser
usada em um painel de anticorpos para o diagndstico de mesotelioma (101).

Atualmente, ndo ha dados disponiveis na literatura que correlacionem a

presenca do ESA com o CEE.

1.8.4 Antigeno de membrana epitelial (EMA)

O antigeno de membrana epitelial (EMA), também conhecido como
episialina, tem um peso molecular que varia de 256 a 400 kDa. Em tecidos

normais, o anticorpo anti-EMA reage com uma variedade de epitélios normais.
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Uma forte marcacdo é observada na porcado apical de células ductais do epitélio
mamario. Esta proteina é Util para a classificacdo de tumores de origem epitelial.
Poucos estudos mostraram algum grau de positividade do EMA em cancer de
es6fago (adenocarcinoma de Barrett e pequenas células primarias de esb6fago),
ndo havendo correlagdo com achados clinicopatolégicos (102, 103).

Ainda nao existem trabalhos na literatura que correlacionem a freqtiéncia de

expressdo do EMA com o CEE.

1.9 PROTEINAS ENVOLVIDAS EM OUTROS PROCESSOS CELULARES

1.9.1 Antigeno carcinoembriénico (CEA)

Uma das primeiras moléculas de superficie celular designadas como
antigeno tumoral é uma glicoproteina de superficie de 180 kDa. Demonstrou-se,
inicialmente, que ela era expressa nas células do cancer do célon humano e pelas
células intestinais do feto, mas nao por células adultas saudaveis do c6lon. Com
base nisso, a glicoproteina foi denominada antigeno carcinoembrionario.
Subsequentemente, quando métodos mais sensiveis de detec¢cdo foram usados,
o CEA foi encontrado no figado e no péancreas fetal, e em baixos niveis, nas
células do cdlon, do figado, do pancreas e do pulméo adultos, assim como na
mama em lactacdo. Além disto, a frequéncia de expressdo aumentada do CEA
em adultos ndo se restringia a células malignas, mas também era observada em
locais de inflamacé@o crbnica, conforme ocorre no célon de pacientes com

pancreatite. De fato, a frequéncia de expressdo do CEA correlaciona-se mais
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intimamente com a proliferacdo de células epiteliais do que com sua
transformagéao maligna (27).

Nas neoplasias de eso6fago, alguns trabalhos mostraram que a deteccao do
CEA pela técnica de imunohistoquimica pode ser util na identificacdo da
histogénese de tumores epiteliais (104). Em um estudo que examinou a
frequéncia de expressdo do CEA com achados clinicopatolégicos em CEE, os
autores mostraram que, nas amostras de pacientes com células cancerosas e
presenca de CEA positivo, a invasao linfatica era significativamente maior que nos
pacientes com auséncia de CEA. Estas observacdes levaram a suposi¢cdo de que
o CEA desempenha um papel importante no grau de invasdo linfatica no
carcinoma epidermoide de eséfago (105).

Parece ndo haver uma relacdo do CEA com o grau de profundidade tumoral

nem com o estagio da doenca no CEE (106).

1.9.2 CA19-9

O CA19-9 é uma proteina de membrana celular atil no diagnostico e no
seguimento de pacientes com cancer pancreatico e gastrointestinal (107). No
carcinoma de pancreas, a frequéncia de expressao do CA19-9 correlaciona-se
com a diferenciacdo tumoral (108), podendo também aparecer em lesdes
benignas, como na pancreatite cronica.

Nao h& dados descritos na literatura avaliando a correlac@o entre a presenca

da proteina CA19-9 e o CEE.
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1.10 PANORAMA ATUAL DAS ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER

O avango nos estudos de linhagens tumorais permitiu a identificacdo de
antigenos tumorais. A partir destes, anticorpos monoclonais foram desenvolvidos,
possibilitando o diagndstico de muitas lesées. No entanto, o mais importante foi a
descoberta de que pacientes que tinham a mesma classificacdo clinica e o
mesmo tipo histolégico apresentavam padrdes de alteracdes genéticas diferentes
(26). A forma de classificar o cancer pelo fenétipo, ou que seja, pelo arranjo
celular, passa a ser considerada muito simplista, pois cada caso de cancer é
caracterizado por um conjunto de alteracfes genéticas préprias.

Como referido anteriormente o estudo da Biologia Molecular levou a
compreensdo de muitos mecanismos envolvidos na génese do céncer. A
descoberta dos oncogenes e proto-oncogenes comeca a desvendar as
caracteristicas bioquimicas desta doenca, mas ainda estamos longe de
compreender completamente a fisiololgia dos canceres humanos. E preciso um
esclarecimento maior a respeito de como as moléculas interagem e influenciam o
comportamento das células individuais, bem como das diferentes mutacfes
genéticas que contribuem para o aparecimento de células cancerosas.

Diversas técnicas de Biologia Molecular, entre as quais a técnica de
imunohistoquimica, permitiu diagnosticar inUmeros tipos de céncer, e possibilitou
outros tantos estudos progndsticos dessas lesdes. Apesar disso, os dados
disponiveis na literatura cientifica referentes a estes achados sdo bastante
conflitantes, pois ndo ha uma padronizacao da metodologia de quantificacéo entre

os diferentes laboratorios.
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A inexisténcia de estudos que investiguem um grande namero de proteinas
em uma mesma amostra no cancer de esodfago, e o fato de que algumas
proteinas como a c-erbB-3, ESA, EMA, CA19-9 e CK20, ainda ndo terem sido
investigadas no carcinoma epidermoide de esobfago, nos levou a definir os

objetivos a seguir.



II. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo Geral

Determinar a freqUéncia da expressao de proteinas envolvidas no
ciclo celular (p53, Rb1, MDM2, ciclina B1 e ciclina D1), proliferagdo celular
(PCNA, Ki67, EGFR), apoptose (bcl-2 e bcl-x), proteinas oncogénicas (c-
erbB-3 e c-myc), marcadores epiteliais (citoqueratina 20, ESA, EMA e
citoqueratinas 5, 6 e 18) e as proteinas que estdo envolvidas em outros
processos celulares (CEA e CA19-9), em amostras de carcinoma

epidermoide de esbfago.

2.2.0bjetivos Especificos

2.2.1 Determinar a frequiéncia da expressao de proteinas celulares
de acordo com o seu grupo funcional em amostras de carcinoma

epidermoide esofago.

2.2.2 Determinar a frequiéncia da expressao de proteinas celulares
c-erbB-3, ESA, EMA, CA19-9 e CK20, ainda nédo investigadas em carcinoma

epidermoide de esbfago.



ll. MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS BIOETICOS

O presente estudo esta em conformidade com os itens 111.3.i e 111.3.t das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(Resolucdo CNS 196/96), bem como com a diretriz nimero 12 das Diretrizes
Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos
(CIOMS, 1993).

Esta investigacao faz parte de um estudo aprovado pela Comissao Cientifica
do Curso de P6s-Graduacao em Medicina e Ciéncias da Saude e pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, apés analise do seu projeto
de pesquisa.

Este estudo ndo implicou em modificagbes no tratamento da doenca. Nao
houve riscos nem transtornos aos pacientes, pois toda a pesquisa foi realizada
em material biolégico que havia sido retirado para fins terapéuticos. Além disso,
foi mantido o sigilo sobre a identidade dos pacientes. Por estes motivos, a
assinatura de um termo de consentimento informado foi considerada nédo aplicavel

a este projeto.
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3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo situa-se em um primeiro nivel de investigacdo, que
apresenta fatos mas ndo esta delineado para comprovar hipéteses. Podera

fornecer base para outros estudos. Trata-se, portanto, de um estudo descritivo.

3.3 AMOSTRAS INVESTIGADAS

Os espécimes investigados neste estudo foram obtidos do Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Essas amostras
constituem-se de pecas cirlrgicas ressecadas de pacientes que foram
submetidos a esofagectomia total entre 1996 e 1999, neste mesmo Hospital, por
apresentarem carcinoma epidermoide de esbéfago. Apés a resseccao, as amostras
foram fixadas em formalina e embebidas em parafina, para posterior andlise
histopatoldgica. O diagnéstico histopatolégico, dado pelo patologista chefe do
laboratorio supracitado, Dr. Carlos Reichel, foi de carcinoma epiderméide de
esbfago estagio lll para todas as amostras, ou seja todos 0s espécimes
apresentavam a classificacdo T3 ou T4, e todos tinham comprometimento
linfonodal (N1). Dos 38 espécimes estudados, 23 apresentavam invasédo da
adventicia, classificados como T3 na classificacdo do American Joint Committee
on Cancer, e 15 desses foram considerados T4, que significa invasao de
estruturas adjacentes ao estfago, pela mesma classificacédo referida. Nenhuma
das amostras era de pacientes submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia

prévia.
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3.4 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

As pecas incluidas em parafina, obtidas do Laboratério de Patologia Clinica,
foram processadas e analisadas pela técnica de imunohistoquimica no
Laboratorio de Pneumologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Seccdes de 4mm de espessura foram obtidas com o auxilio de um
micrétomo (Leica, SM 2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em |laminas
pré-tratadas com 10% de poli-L-lisina (Sigma, USA) e levados a estufa a 60°C por
24 horas.

Os cortes foram desparafinizados por incubagcdo em xileno por 10 minutos
por trés vezes, seguido da re-hidratacdo dos cortes em sequéncia de etanol em
concentragdes decrescentes, comegando com etanol absoluto, 90%, 80% e 70%
por 3 minutos em cada diluicdo. A seguir, os cortes foram lavados trés vezes em
agua destilada.

Diferentes técnicas de exposi¢cdo do antigeno foram empregadas para a
realizacdo da técnica de imunohistoquimica (Tabela 3).

A recuperacao dos sitios antigénicos por digestdo com tripsina foi realizada
apés o aguecimento a 37°C de uma solucéo de tripsina 0,1% contendo 0,1% de
cloreto de calcio em pH 7,8. As laminas foram incubadas nesta solucao por 30
minutos a 37°C, seguido de uma lavagem com agua destilada.

A exposicao do antigeno a alta temperatura foi realizada pela incubacéo das
laminas em berc¢o de vidro, com tampao PBS pH 7,2, citrato 0,01M pH 6,0 ou com

1mM de EDTA, dispostos em angulo de 45°, em poténcia média por 5 minutos e
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50 segundos, seguida de 8 minutos em poténcia baixa (Microondas Panasonic,
1.500 W).

Apbs a recuperacdo dos sitios antigénicos, procedeu-se o bloqueio da
peroxidase endogena com 3% de H»O,. Apdés 10 minutos de incubacdo, as
laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e uma vez com PBS pH
7,2. Os cortes foram incubados por uma hora com o0s anticorpos primarios
diluidos em solucao diluente (Dako, USA) na concentracdo descrita na Tabela 3,
seguido de duas lavagens em PBS. Apés a incubacdo com o anticorpo primario,
os cortes foram incubados com o sistema biotina-estreptavidina (Dako LSAB?2
System, peroxidade, USA) que consiste na incubagdo com anticorpo anti-
mouse/anti-rabbit biotinilado por 10 minutos, seguido de uma lavagem em PBS e
posterior incubag¢do com estreptavidina conjugado a peroxidase. Apés 10 minutos
de incubagéo as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em uma solugéo
com diaminobenzidina liquida (Dako® Liquid DAB Substrate Chromogen system,
USA). Apos lavagem em agua destilada, as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 15 segundos. Apés lavagem em trés banhos de agua,
as laminas foram mergulhadas em uma solucdo de aménia 37 mM. Apds a
contra-coloracdo, a laminas foram lavadas em trés banhos de &gua morna,
seguido de desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol (80%, 90% e
puro, respectivamente) por 3 minutos em cada diluicdo. Apds dois tratamentos por
5 minutos em xileno, os cortes foram cobertos com laminulas montadas em

Entellan® (Merck, Alemanha).
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Tabela 3. Proteinas investigadas e técnica de imunohistoquimica especifica para

exposicdo do antigeno.

Proteina Funcéo Anticorpo* Diluiciodo Exposicéo Localizacdo
Anticorpo  do antigeno da Proteina
EGFR Fator Crescimento NCL-EGFR 1:20 Mic./C M
Ki67 Ciclo celular NCL-Ki67-MM1 1:100 Mic./PBS N
PCNA Ciclo cellular NCL-PCNA 1:100 Conv. N
Ciclina B1 Ciclo celular NCL-Cyclin B1 1:50 Mic./C Cit
Ciclina D1 Ciclo celular NCL-Cyclin D1 1:20 Mic./EDTA N/Cit
Bcl-x Ciclo celular NCL-bcl-x 1:80 Conv. Cit
Bcl-2 Oncoproteina NCL-bcl-2 1:80 Mic./PBS M/Cit
c-myc Oncoproteina NCL-cMYC 1:150 Conv. N/Cit
c-erbB-3 Oncoproteina NCL-c-erbB-3 1:20 Mic./PBS Cit
CA19-9 Marcador tumoral NCL-CA19-9 1:200 Mic./C M
MDM2 Oncoproteina NCL-MDM2 1:100 Mic./C N
p53 Oncossupressora NCL-p53-BP 1:50 Mic./C. N
RB1 Oncossupressora NCL-RB1 1:50 Mic./C. N
CEA Marcador tumoral NCL-CEA-2 1:100 Conv. Cit
ESA Marcador tumoral NCL-ESA 1:250 Conv. M
EMA Marcador tumoral NCL-EMA 1:200 Conv. CitM
Citoqueratina 20 Citoqueratina NCL-CK20 1:25 Mic./C Cit
Citoqueratinas Citoqueratina NCL-LP34 1:100 T Cit

5,6 el8

* Novocastra Laboratories Ltd (Newcastle upon Tyne, UK). Mic= microondas; C=citrato; Conv.=

convencional;

PBS=

tampéo fosfato tamponado com salina; T=tripsina; EDTA=

etilenodiaminotetratacético; M=membrana; N=nuclear; Cit= citoplasmatica.

acido

Os anticorpos usados neste estudo foram todos obtidos da Novocastra

Laboratories Ltd (Newcastle upon Tyne, UK).
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As amostras foram analisadas por dois observadores independentes em
microscépio de luz direta (Axiolab, Zeiss, Alemanha). Um terceiro observador
analisava as laminas em caso de desigualdade nos resultados. A contagem era
feita em quatro campos da lamina. Contavam-se entdo todas as células
neoplasicas independentes de estarem marcadas ou nao, e a seguir todas as
células coradas calculando-se o percentual. Os dados obtidos estao descritos na
tabela do Anexo Foi considerada expressao positiva quando mais de 10% das
células tumorais encontravam-se coradas para o marcador de interesse, pois este
€ o0 parametro mais frequentemente utilizado nos estudos disponiveis na

literatura.

3.5 CONSIDERACOES SOBRE A FORMA DE APRESENTACAO

Como nado existe uma recomendacdo formal pelo Programa de POs-
Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude sobre a forma de apresentacéo,
este trabalho utilizou as recomendacfes de Spector e as referéncias bibliograficas

serdo apresentadas no formato Vancouver (109).



V. RESULTADOS

Foram analisadas 38 amostras de carcinoma epidermoide de esbéfago (CEE)
obtidas de pacientes submetidos a esofagectomia no Hospital Sdo Lucas da
PUCRS.

A técnica de imunohistoquimica foi empregada para detectar a presenca de
proteinas que controlam o ciclo celular, proteinas envolvidas na proliferacao
celular, proteinas reconhecidamente oncogénicas, proteinas controladoras de
apoptose, proteinas de origem epitelial e proteinas envolvidas em outros
processos celulares. Para algumas proteinas, o nimero de espécimes analisados
variou em decorréncia de problemas inerentes a técnica de imunohistoquimica,
como perda do corte histolégico durante as inUmeras etapas de lavagens
requeridas pelo método e/ou espécimes de tamanho insuficiente para obtencao
do numero de cortes necessérios, considerando que o numero minimo por
amostra era 18 cortes.

Conforme mencionado anteriormente (Sec¢do 3.3), os espécimes de CEE
investigados foram considerados com marcacao positiva quando pelo menos 10%
das células tumorais expressavam a proteina investigada, como determinado pelo
padrdao de coloracdo amarronzada conferido pela reacdo do substrato com o
cromégeno diaminobenzidina (DAB). Assim, a freqiéncia de expressao das 18
proteinas, nos trinta e oito espécimes investigados, estdo resumidas na Tabela 4

e Figura 3.
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Trinta e cinco das 38 amostras investigadas (92,1%) expressavam as
proteinas c-erbB-3 e bcl-x, sendo estas as proteinas de maior freqiéncia dentre
todas as estudadas.

O antigeno de membrana epitelial (EMA) e o antigeno carcinoembri6nico
(CEA) também estavam presentes na maioria dos espécimes de CEE com uma
frequéncia de expressao de 81,5 e 78,9%, respectivamente.

Por outro lado, a proteina Ki67 nao foi detectada nas amostras investigadas.
As proteinas citoqueratina 20 (CK20) e bcl-2 foram expressas em apenas 1

(3,1%) e 3 (8,14%) das amostras, respectivamente (Tabela 4 e Figura 3).
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Tabela 4. FreqUéncia de expressao das proteinas investigadas e numero de

carcinomas de es6fago analisados.

Expressao Frequéncia

Proteina n + - %
bcl-x 38 35 3 92,1
c-erbB-3 38 35 3 92,1
EMA 38 31 7 81,5
CEA 38 30 8 78,9
ESA 38 27 11 71,0
PCNA 38 26 12 68,4
c-myc 38 25 13 65,7
EGFR 38 24 14 63,1
CK 5,6,18 34 19 15 55,8
CA 19-9 37 20 17 54,0
Rbl 34 16 18 47,0
MDM-2 34 14 20 41,1
p53 38 11 27 28,9
Ciclina D1 33 6 27 18,1
Ciclina B1 37 5 32 13,5
bcl-2 37 3 34 8,1
CK20 32 1 31 3,1

Ki67 37 0 37 0
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Figura 3. Frequéncia de expressdo das proteinas investigadas nos carcinomas

epidermoides de esobfago.

4.1. FREQUENCIA DE EXPRESSAO DE PROTEINAS QUE CONTROLAM O

CICLO CELULAR

As proteinas p53, Rbl, MDM2 e as ciclinas B1 e D1 estdo diretamente
envolvidas no controle do ciclo celular, sendo que a p53, Rbl e MDM2
desempenham suas funcdes em conjunto. Na Tabela 5 e Figura 4 estdo descritos
os resultados relativos a frequiéncia de expressdo das proteinas investigadas. As

Figuras 5, 6 e 7 mostram fotomicrografias de amostras de CEE com marcacao
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nuclear e citoplasmatica, correspondendo as proteinas p53, ciclina B1 e ciclina

D1, respectivamente.

As proteinas Rbl e MDM2 estavam presentes em mais de 40% das

amostras analisadas (16 e 14 espécimes, respectivamente).

Por outro lado, as ciclinas B1 e D1 estavam presentes em menos de 20%

das amostras (13,5 e 18,1%, respectivamente), ao passo que para a p53 foi

observada uma frequéncia de expressao intermediaria de 28,9%.

Tabela 5. Frequiéncia de expressdo das proteinas controladoras do ciclo celular

nos espécimes carcinomas epidermdides de esbéfago.

Expressao Frequéncia
Proteina n + - %
Ciclina B1 37 5 32 13,5
Ciclina D1 33 6 27 18,1
P53 38 11 27 28,9
Rbl 34 16 18 47,0
MDM2 34 14 20 41,1
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Figura 4. Frequéncia de expressdo das proteinas controladoras do ciclo celular

nos carcinomas epidermdides de es6fago.

Figura 5. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagao nuclear

do anticorpo para o antigeno p53. Aumento 400x.
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X

Figura 6. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagao

citoplasmatica do anticorpo para o antigeno ciclina B1. Aumento 400x.

Figura 7. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagao

citoplasmatica do anticorpo para o antigeno ciclina D1. Aumento 400x.
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4.2. FREQUENCIA DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS QUE ATUAM NA

PROLIFERACAO CELULAR

As proteinas envolvidas na proliferacdo celular, investigadas no presente
estudo, foram o antigeno de proliferacéo celular (PCNA), o receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e o antigeno Ki67. A freqiiéncia de expressao do
PCNA e EGFR foi semelhante nas 38 amostras analisadas, sendo detectadas 26
e 24 espécimes com uma frequéncia de 68,4% e 63,1%, respectivamente. A
proteina Ki67 ndo foi detectada nas 37 amostras analisadas de carcinoma
epidermoide de esbfago.

Na Tabela 6 e Figura 8, estdo descritos os resultados referentes a freqiéncia
de expressdo das proteinas que atuam na proliferacdo celular obtidos nos
carcinomas epidermoides de es6fago. A Figura 9 mostra uma fotomicrografia de
uma amostra de CEE com marcac¢do da membrana citoplasmatica, pelo anticorpo

contra o antigeno EGFR.

Tabela 6. FreqUéncia de expressdo das proteinas envolvidas na proliferacéo

celular nos carcinomas epidermoides de esodfago.

Expressao Frequéncia
Proteina n + - %
PCNA 38 26 12 68,4
EGFR 38 24 14 63,1

Ki67 37 0 37 0
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Figura 8. Frequéncia de expressdo das proteinas envolvidas na proliferacao

celular nos carcinomas epidermoides de esodfago.

Figura 9. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagéo da

membrana pelo anticorpo para o antigeno EGFR. Aumento 400x.
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4.3. FREQUENCIA DE EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA

APOPTOSE

As proteinas bcl-2 e bcl-x, que estdo envolvidas na apoptose, foram
investigadas em 37 casos para a bcl-2, ao passo que a proteina bcl-x investigou-
se nas 38 amostras selecionadas.

A proteina bcl-2 foi detectada somente em trés espécimes das 37 amostras
analisadas, enquanto a bcl-x estava presente em 35 espécimes das 38
investigadas, correspondendo a uma frequéncia de 8,1 e 92,1%, respectivamente
(Tabela 7 e Figura 10). A Figura 11 mostra uma fotomicrografia de um espécime

de CEE com a marcacao citoplasmatica do anticorpo para o antigeno bcl-x .

Tabela 7. Frequéncia de expressdo das proteinas bcl-2 e bcl-x, envolvidas na

apoptose, investigadas nos carcinomas epidermdides de esb6fago.

Expressao Frequéncia
Proteina n + - %
bcl-2 37 3 34 8,1

bcl-x 38 35 3 92,1
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Figura 10. Frequéncia de expressao das proteinas envolvidas na apoptose, nas

amostras de carcinoma epidermoide de esofago.

Figura 11. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcacao

citoplasmatica do anticorpo para o antigeno bcl-x. Aumento 400x.
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4.4, FREQUENCIA DE EXPRESSAO DE PROTEINAS ONCOGENICAS

A frequéncia de expressdo das proteinas oncogénicas c-myc e c-erbB-3
foram investigadas nos espécimes de carcinoma epiderméide de es6fago. A
oncoproteina c-erbB-3 foi detectada em 92,1%, o que correspondeu a 35 dos 38
espécimes analisados.

A oncoproteina c-myc foi detectada em 25 espécimes de CEE das 38
amostras investigadas, o que representa uma frequéncia de 65,7%, como descrito
na Tabela 8 e na Figura 12. A Figura 13 apresenta uma fotomicrografia com a
marcacgao citoplasmatica do anticorpo para o antigeno c-erbB-3 em um espécime

de CEE.

Tabela 8. Frequéncia de expressao das proteinas oncogénicas c-myc e c-erbB-3

nos espécimes de carcinoma epidermoide de esbfago.

Expressao Frequéncia
Proteina N + - %
c-myc 38 25 13 65,7

c-erbB-3 38 35 3 92,1
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Figura 12. Frequéncia de expressdo das proteinas oncogénicas c-myc e c-erbB-3

nos espécimes de carcinoma epidermoide de esbfago.

Figura 13. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcacao

citoplasmatica do anticorpo para o antigeno c-erbB-3. Aumento 400x.
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4.5. FREQUENCIA DE EXPRESSAO DE PROTEINAS EPITELIAIS

As proteinas epiteliais investigadas neste estudo incluem o antigeno
especifico epitelial (ESA), o antigeno de membrana epitelial (EMA), a
citoqueratina 20 (CK20) e as citoqueratinas 5, 6 e 18. Os resultados obtidos estéo
descritos na Tabela 9 e Figura 14. Na Figura 15 mostra a marcacdo de membrana
do anticorpo para o antigeno ESA em um espécime de CEE.

As proteinas ESA e EMA tiveram uma frequéncia de expressédo de 71 e
81,5%, respectivamente, correspondendo a 27 e 31 espécimes das 38 amostras
de CEE examinadas. As citoqueratinas 5, 6 e 18 apresentaram uma frequiéncia de
expressao intermediaria de 55,8%, o que corresponde a 19 das 34 amostras de
CEE analisadas. Em apenas uma amostra, entre 32 investigadas, foi detectada a

presenca da citoqueratina 20 (CK20).
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Tabela 9. Frequéncia de expressdo das proteinas epiteliais nos espécimes de

carcinomas epidermdides de esoéfago.

Expressao Frequéncia
Proteina N + - %
CK20 32 1 31 3,1
ESA 38 27 11 71,0
EMA 38 31 7 81,5
CK 5, 6, 18 34 19 15 55,8
90%- 81,5%
809% 71,0%
2 70%;
GE)_ 60% - 55,8%
S 50%:;
g 40%-
§ 30%-
S 20%-
L 10%+- 3,1%
0% 7 1

ESA EMA CK-20 CK5,6,18

Proteinas de origem epitelial

Figura 14. Frequéncia de expressao das proteinas epiteliais nos espécimes de

carcinomas epidermdides de esoéfago.
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Figura 15. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagéo da

membrana pelo anticorpo para o ESA. Aumento 400x.

46. FREQUENCIA DE EXPRESSAO DE OUTRAS PROTEINAS

INVESTIGADAS

O antigeno carcinoembriénico (CEA) e o CA 19-9, também conhecido como
Sialyl-Lewis, também foram investigados nos espécimes de carcinoma
epidermoide de esbfago.

O CEA foi analisado em 38 amostras de CEE detectando-se uma frequéncia
de expressdo de 78,9%, o0 que corresponde a presenca desta proteina em 30
amostras.

O CA19-9 foi investigado em 37 amostras de CEE, sendo sua presenca

detectada em 54% das amostras.



59

Na Figura 17 é apresentada uma fotomicrografia de um espécime de CEE
mostrando a marcacao citoplasmatica do anticorpo contra o antigeno

carcinoembridnico.

Tabela 10. Frequéncia de expressdo do antigeno carcinoembriénico e CA19-9

nos espécimes de carcinoma epidermoide de esbfago.

Expressao Frequéncia

Proteina N + - %

CEA 38 30 8 78,9

CA 19-9 37 20 17 54,0

78,9%
80%-

70%+
60%- 54,0%
50%-
40%-
30%-
20%+
10%+

0%

Freqliéncia de expressao

CEA CA-19-9

Proteinas envolvidas em outros processos celulares

Figura 16. Frequéncia de expressdo do antigeno carcinoembriénico e CA19-9 nos

espécimes de carcinoma epidermoide de eséfago.
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Figura 17. Fotomicrografia de uma amostra de CEE mostrando a marcagao

citoplasmatica do anticorpo para o CEA. Aumento 400x.



V. DISCUSSAO

Existe uma grande variabilidade com relacéo as estratégias de andlises dos
resultados obtidos pela técnica de imunohistoquimica, o que dificulta a
comparacao com os dados disponiveis na literatura. Alguns autores consideram
que uma proteina esta sendo expressa em um determinado tumor, somente
quando, pelo menos, 50% das células tumorais encontram-se marcadas com o
anticorpo especifico. Outros autores adotam o critério de 20%, mas a grande
maioria dos pesquisadores ainda considera positividade quando, pelo menos,
10% das células tumorais expressam a proteina em estudo. Além disto, do ponto
de vista de reconhecimento do antigeno, os anticorpos utilizados sdo muito
variaveis. Por exemplo, se um anticorpo reconhece um epitopo considerado como
ponto preferencial de mutacdes (hot spot) em um gene que codifica determinada
proteina é muito provavel que muitas amostras sejam consideradas negativas
para a presenca dessa proteina. Assim, comparacdes entre os dados obtidos em
estudos que empregam anticorpos que reconhecem epitopos diferentes devem
ser considerados com muita cautela.

A progressdo das células no ciclo celular e a expressdo das proteinas
responsaveis pelo seu controle sao eventos que precisam ser muitos bem
coordenados. A funcéo das proteinas controladoras do ciclo celular é de manter
as células em seu estado funcional, ou mesmo leva-las & morte celular
programada (apoptose) quando as condicbes nado forem apropriadas. Isto
significando que tais proteinas, quando integras e funcionantes, podem evitar que

as células tornem-se cancerosas.
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Conforme ja citado anteriormente, a perda do gene que codifica a proteina
p53, ou as mutagdes que interferem com a sua funcéo protetora, sdo as mutacdes
mais freqientes nos canceres humanos. A p53 atua como ativadora da
transcricao, propriedade que é responsavel, pelo menos em parte, pela atividade
supressora de tumor. Este conceito baseou-se na observacdo de que
oncoproteinas virais mutantes bloqueavam a funcéo da inducao de transcricdo ao
atingir o gene p53, assim como também no fato de que as mutagbes do p53
encontradas nos tumores humanos tinham, igualmente, essa funcéo inativadora
(110). Alguns investigadores tém mostrado que a p53 induz a transcricao
interagindo e inibindo varios complexos de ciclinas e quinases dependentes de
ciclinas. Além disso, ha pelo menos um mecanismo quando a p53 interrompe a
progressao da célula danificada, no ciclo celular, para reparo, durante a fase G1,
que depende da habilidade de manter a Rb no seu estado desfosforilado (Figura
2). Niveis celulares de p53 aumentam dramaticamente em resposta a um dano no
DNA. Esse aumento dos niveis celulares de p53 leva a proteina p53 normal a
interromper o ciclo celular no final da fase G1 para que tais danos no DNA sejam
corrigidos (37).

Nos carcinomas epiderméides de esbfago analisados neste estudo a
frequéncia de expressdo da p53 foi de 28,9%. lkeguchi e colaboradores
encontraram uma freqiéncia de expressao desta proteina de 50% para o0 mesmo
tipo histoldgico de carcinoma. No entanto, os autores consideraram positividade
quando mais de 20% das células tumorais apresentavam a proteina investigada
(38). Em um outro estudo foi encontrado uma freqiiéncia de expresséo da p53 de
61%, onde os autores consideraram positividade quando mais de 25% das células

tumorais haviam sido marcadas pelo anticorpo especifico (80). Ainda outros
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estudos apresentaram 53 e 41% de frequéncia para a p53, mas consideravam
positividade quando a proteina p53 encontrava-se expressa em mais de 50% das
células tumorais (40, 41). Os resultados obtidos no presente estudo apresentaram
uma frequéncia da proteina p53 inferior aquelas descritas por outros autores,
embora seja dificil comparar, pois os dados da literatura mostram ndo haver um
consenso entre 0s pesquisadores para a determinagdo de tumores positivos para
essa proteina.

Assim como a MDM2 atua inibindo a p53, o produto do gene Rbl tem um
papel fundamental na regulacdo das células para a entrada na fase S do ciclo
celular. Além disso, no inicio da fase G1 a proteina Rb encontra-se desfosforilada,
e portanto, inativada. No final da fase G1, a proteina Rb torna-se fosforilada,
permanecendo hiperfosforilada até a fase de anafase durante a mitose, quando é
entdo, rapidamente, desfosforilada e novamente inativada. No inicio de G1,
quando a Rb encontra-se desfosforilada, ocorre a fase ativa supressora de
crescimento desta proteina (25). Ndo se sabe exatamente como a Rb controla a
progressdo do ciclo celular. Evidéncias sugerem que este controle €
acompanhado pelas ligac6es da proteina Rb com alguns fatores de transcricéao.
Muitas destas evidéncias vieram de estudos da interacdo da Rb com o E2F, um
fator de transcricéao inicialmente identificado pela sua habilidade em ativar o gene
promotor do adenovirus E2 (111). O E2F liga-se preferencialmente com a forma
desfosforilada da Rb na fase G1 do ciclo celular, ligacdo esta que bloqueia a
capacidade do E2F em ativar alguns genes promotores, necessarios para a
sintese de DNA. Em adicao, o complexo Rb-E2F inibe a ativacao da expresséo de
outros genes promotores, como o c-myc. Algumas oncoproteinas virais atuam

desfazendo esta ligagdo Rb-E2F, contribuindo para a progressao do ciclo.
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Avancos nos estudos moleculares que levem a compreensdo da funcdo dos
genes Rb e p53 certamente traréo contribuigcbes importantes no entendimento das
neoplasias como um todo, pois estas sdo as proteinas que se encontram
alteradas com maior freqiiéncia nos canceres humanos.

Outra questao a ser considerada é em relacao a freqiiéncia de expressao da
proteina do retinoblastoma. A freqiéncia de expressdo da Rb na maioria dos
CEE, descritos na literatura, variou entre 0 e 100% (47). lkeguchi e colaboradores
encontraram uma frequéncia de expressdo de 52%, considerando positividade
quando mais de 50% das células tumorais estavam marcadas (48). Em um outro
estudo retrospectivo, no qual foram analisadas 172 amostras de tumores de
pacientes submetidos a esofagectomia por CEE, os autores observaram uma
frequéncia de expressao para a proteina Rb de 91,8% (112). Os resultados
encontrados no presente estudo mostraram uma freqiiéncia de expressao de 47%
para a proteina do retinoblastoma. A grande variabilidade nas expressdes
encontradas por diferentes autores pode ser justificada pelas diferencas de
metodologia de quantificacdo ou mesmo entre 0s epitopos reconhecidos pelos
anticorpos empregados.

As ciclinas séo proteinas que controlam a progressao das células de uma
fase para outra no ciclo celular, formando complexos com as quinases
dependentes de ciclinas (CDKs). As ciclinas e as CDKs n&o funcionam s6 como
reguladoras do ciclo celular, mas também atuam na transcricdo e no reparo do
DNA e na apoptose. InUmeros trabalhos correlacionando a ciclina D1 com o CEE
tem sido descritos na literatura, a maioria deles associando esta proteina com
baixa sobrevida (Tabela 2). Entretanto, o papel especifico desta proteina nos

canceres nao parece claro.
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Os resultados obtidos neste estudo chamam atencdo para uma frequéncia
de expressdo da ciclina D1 (18%) inferior quando comparado com os dados
disponiveis na literatura cuja média estd em torno de 45%, considerando, a
semelhanca da maioria dos autores, positividade quando mais de 10% das
células tumorais estavam marcadas pelo anticorpo. Esta diferenca nédo era
esperada, pois 0 presente estudo € composto de amostras de cancer avancado
de esofago, e muitos trabalhos correlacionam a frequéncia de expressao da
ciclina D1 com a invasao tumoral e o comprometimento linfonodal (59,60).

No CEE, a prevaléncia da ciclina B1 é significativamente alta nos tumores
gue apresentam invasao da muscular, o que sugere, conforme alguns autores, a
sua relacdo com um pior prognostico neste tipo de carcinoma (53,54). Murakami e
colaboradores, analisando 87 amostras de CEE, encontraram uma freqiéncia de
expressédo da ciclina B1 de 72,4%, considerando positividade quando pelo menos
10% das células tumorais estavam marcadas (53). Takeno e colaboradores,
considerando positividade quando mais de 20% das células tumorais
apresentavam-se marcadas, ao contrario de Murakami, encontrou uma freqiéncia
de expressao de 49% para a ciclina B1, em uma amostra de 71 CEE (55). No
entanto, no presente estudo, apenas 13,5% dos tumores analisados expressavam
esta proteina, uma freqiéncia de expressao inferior comparada com as ja
descritas na literatura. Este resultado surpreende, a semelhanca da ciclina D1,
pois se trata de um estudo com amostras de tumor avancado.

A proteina Murine Double Minute2 (MDM2) é um marcador nuclear, e o
produto do gene MDM2, conforme citado anteriormente, € um potente inibidor da
proteina p53 normal, o que explicaria sua relacdo com o processo da

tumorigénese (46). Uma pesquisa recente detectou uma freqiéncia de 36% para
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a proteina MDM2 em 64 amostras de CEE. Mathew e Arora encontraram uma
freqUiéncia de expressao de 42% desta proteina em 100 amostras de CEE (49).
Considerando tais dados, a freqiiéncia determinada para a MDM2 neste estudo
(41,1%) foi similar aos dados da literatura.

As proteinas p53, Rb, ciclina D1 e ciclina B1, que atuam no controle do ciclo
celular analisadas neste estudo, tiveram uma frequéncia de expresséo inferior
aquelas encontradas na literatura, sugerindo que o ciclo celular nestas amostras
de CEE nao estava adequadamente controlado.

As células cancerosas podem se multiplicar na auséncia de fatores
promotores do crescimento necessarios para a proliferacdo de células normais e
sdo resistentes aos sinais que determinam, normalmente, a morte celular
programada. Uma das caracteristicas mais significativas do cancer € quando
ocorre uma mutacdo em algum gene envolvido na proliferacao celular, fazendo
com que 0 seu produto seja hiperativo ou expresso em excesso, resultando em
proliferacdo celular descontrolada. No presente estudo foram investigadas trés
proteinas relacionadas com a proliferacdo celular: o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e o antigeno Ki67.

O PCNA auxilia nos mecanismos de reparo do DNA, durante a fase de
sintese do ciclo celular, além de ser muito util no estudo de células em fase
proliferativa. Okuno e Nishimura encontraram uma frequéncia de expressao de
52% para o PCNA em 65 biépsias de es6fago de pacientes portadores de CEE
que haviam sido submetidos somente a radioterapia (65). Ao analisar a freqiéncia
de expressao desta proteina nas amostras de CEE aqui investigadas, o resultado

foi de 68,4%. Conforme relatos da literatura, ha uma variacdo muito grande entre
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os autores com relacdo a freqiéncia de expressdao do PCNA, a qual pode variar
entre 4,4 e 96,2%. Além disto, ha controvérsias entre os pesquisadores com
relacao ao papel prognéstico do PCNA no CEE (66, 67).

Uma célula normal requer fatores de crescimento extracelulares para ativar
seus receptores de fator de crescimento. A célula cancerosa, freqlientemente,
produz e secreta fatores de crescimento que estimulam seu préprio crescimento.
Um outro mecanismo aberrante que ocorre no cancer € quando receptores de
fator de crescimento estdo mutados ou superexpressos. Neste caso, ocorre 0
envio de sinais para a célula, mesmo sem a ligacdo entre os fatores de
crescimento extracelulares e seus ligantes, ou seja, os receptores da célula
cancerosa comecam a agir independentemente.

Estudos comprovaram que o EGFR tem um potencial carcinogénico (36). No
cancer esofagiano ha estudos que se contrapfe, pois alguns autores confirmaram
um valor prognéstico do EGFR no CEE (75), enquanto outros concluiram que o
EGFR tem um valor limitado no CEE (66). No presente estudo detectou-se uma
freqiéncia de expresséo de 63,1% do EGFR nas amostras de CEE, a qual é
semelhante aos descritos na literatura, pois Deguchi e colaboradores, analisando
63 amostras de CEE, encontraram 69,6% dos tumores com presenca do EGFR
(113). lgualmente, Friess e colaboradores, no estudo de 39 amostras de CEE,
detectaram a frequéncia de expressao do EGFR em 59% das amostras (114). Em
uma série com 217 amostras de CEE avancado, Itakura e colaboradores,
observaram uma frequiéncia de expressao de 71% para o EGFR (31).

A superexpressao do Ki67, que é um antigeno usado para estimar
proliferacdo celular, pode ser til na identificagdo precoce de neoplasias de

es6fago. Jin e colaboradores, analisando 366 espécimes de bidpsias de eséfago
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de pacientes habitantes de uma area de alta incidéncia de cancer de es6fago na
China, observaram uma freqiiéncia de expressao de 58,8% para a proteina Ki67
nos carcinomas in situ e 41,1% quando havia displasia severa (115). Resultado
semelhante também foi encontrado por Xu e Jin, quando estudaram 31 amostras
de displasia severa em mucosa esofagica, obtendo uma freqiiéncia de expresséo
de 58,1% da proteina Ki67 (70). No presente estudo, a proteina Ki67 nao foi
detectada, embora tenham sido empregados controles para o anticorpo utilizado.
Em tecidos normais, a proliferacdo e a morte celular encontram-se em
equilibrio. A fisiologia da morte celular programada, também chamada de
apoptose, tem sido intensamente investigada nos ultimos anos. Hoje uma célula
apoptotica pode ser reconhecida morfologicamente. A principal caracteristica do
aspecto morfolégico da apoptose € o encolhimento celular. A cromatina aparece
picnética e compactada em uma massa densa homogénea contra a membrana
nuclear. O nucleo também pode se desintegrar em varios fragmentos (79). Este
fenbmeno contrapBe-se a necrose celular, na qual ocorre a desintegracao do
citoplasma seguido de autdlise nuclear. A apoptose geralmente ocorre em células
individuais, ao contrario da necrose celular que atinge grupos de células e partes
de o6rgdos. Uma vez iniciada, a apoptose processa-se rapidamente. A célula
submetida a esse processo desaparece em quatro horas. Parece claro que a
apoptose tem um papel importante no desenvolvimento de 6rgaos e tecidos
durante a embriogénese, assim como em algumas doencas. No cancer, a
apoptose desempenha um papel crucial, bem como na resolucdo de processos
inflamatdérios e em doencas degenerativas. Durante muito tempo pensou-se que 0
principal, e até mesmo Unico, mecanismo que levava ao cancer era 0 aumento da

proliferacédo celular. Hoje se sabe que a diminuicdo da morte celular também pode
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contribuir para o desenvolvimento das neoplasias. Entretanto, os detalhes do
mecanismo de funcionamento da morte celular programada ainda ndo foram
totalmente esclarecidos.

Muitos genes envolvidos na apoptose ja foram identificados, entre eles,
alguns tém um importante papel de reguladores, como os genes da familia do bcl.
Dois membros dessa familia, o bcl-2 e o bcl-x foram analisados neste estudo. A
superexpressdo da bcl-2 ja foi descrita como inibidora de apoptose e, assim,
contribuiria para o desenvolvimento do cancer (76). Na verdade, o papel da bcl-2
no comportamento do cancer humano é muito mais complexo do que pode ser
explicado somente pela regulacéo direta da apoptose.

O papel do bcl-x, além de ser independente, parece ser antagénico ao do
bcl-2, ou seja, atua induzindo a apoptose. No CEE esta proteina tem sido
implicada como um fator prognostico independente (85).

Os dados disponiveis na literatura com relacdo a freqiéncia de expressao
da bcl-x pela técnica de imunohistoquimica, mostram que ha resultados
conflitantes. Natsugoe e colaboradores, em um estudo retrospectivo no qual
analisaram 111 pacientes que haviam sido submetidos a esofagectomia,
encontraram uma frequéncia de expressao para a bcl-x de 46,8% (84). Sarbia e
colegas estudaram 38 amostras de CEE, obtendo uma frequéncia de expresséo
de 97,4% (87). No presente estudo foi detectada uma freqiiéncia de expressao de
92,1%, resultado compativel com o encontrado por Sarbia. A elevada frequiéncia
de expressédo da proteina bcl-x encontrada neste estudo, pode estar relacionada
com a tentativa desta proteina de induzir células mutadas a entrar em apoptose,

evitando com isso que células indesejaveis se proliferem.
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Outra proteina estudada, também envolvida na apoptose, foi a bcl-2. A
frequéncia de expressdo desta proteina, em espécimes de CEE descrita na
literatura apresenta grande variabilidade. Hsia e colaboradores encontraram uma
frequéncia de expressao de 18% para a bcl-2 em CEE (116). Ohbu e
colaboradores, analisando 105 amostras de CEE, detectaram uma frequéncia de
expressdo de 58% para a proteina bcl-2 (117). Patel e colaboradores, por sua
vez, encontraram uma frequéncia de expressao de 67% em 46 amostras (118),
enquanto Sarbia e colaboradores detectaram a proteina em 26,6% dos espécimes
em uma amostra de 150 CEE (119). No presente estudo, foi detectada uma
frequéncia de expressdo de 8,1%, o que é inferior aquelas obtidas por outros
investigadores. Esta baixa frequéncia era esperada, pois a frequéncia de
expressao da bcl-2, decresce com o avango tumoral e esta amostra € constituida,
em sua totalidade, por tumores avangados.

A superexpressdo do c-erbB-3, em linhagens celulares humanas, esta
associada com transformacfes neoplasicas (89), embora ainda ndo existam
estudos descritos na literatura avaliando a expressdo desta proteina no CEE.
Neste estudo foi encontrada uma frequéncia de expressao de 92,1% da proteina
c-erbB-3. Assim, pode-se inferir que esta proteina possa ter algum valor
prognostico no carcinoma epiderméide de esbéfago. No entanto, mais estudos
serao necessarios para comprovar esta hipétese.

A superexpressao da proteina c-myc estd associada a muitos tipos de
canceres, um achado nao-esperado, ja que tal fator de transcricdo estimula a
expressdo de muitos genes necessarios a progressdo do ciclo celular. Este
protooncogene codifica proteinas reguladoras e, quando expresso em excesso,

devido a uma mutacao, pode causar proliferacéo celular ndo-controlada (46). Nas
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neoplasias humanas sabe-se que a ativacdo do oncogene c-myc da-se por
amplificagéo génica ou por translocagcédo cromossdémica. No presente estudo, 67%
das amostras de CEE expressavam esta proteina, dados similares aos
encontrados por Kuwano e colaboradores quando estudaram 27 espécimes de
CEE e encontraram 66,7% de suas amostras com a presenca de c-myc (120).

Entre as proteinas de origem epiteliais estudadas no CEE, estdo as
citoqueratinas. No cancer esofagico, a CK20 parece ter um papel importante na
definicdo da origem dos tumores da transi¢cdo esofagogastrica, se a origem dos
mesmos esta no epitélio de Barrett ou se sédo primarios do estdbmago (95). A
importancia ja comprovada da CK20 no adenocarcinoma de esodfago foi uma
prerrogativa para estuda-la no CEE. A frequéncia de expressdo desta proteina
neste estudo, entretanto, foi baixa (3,1%), quando comparada com outras
proteinas do mesmo grupo, como era esperado para amostras de esdfago de
origem n&o-glandular.

A freqUéncia de expressao das citoqueratinas 5, 6 e 18 foi investigada e, ao
contrario da CK20, cuja frequéncia de expressdo ainda ndo havia sido
determinada para CEE, as CKs 5, 6 e 18 foram pesquisadas em um estudo
realizado na China por Cintorino e colaboradores, no qual os autores sugerem
que a CK18 pode ser um marcador de péssimo prognostico para o CEE (98). Os
resultados encontrados no estudo sob avaliagdo apontaram uma frequéncia de
expressdo de 55,8% para as CKs 5, 6 e 18. Este resultado somado com poucos
relatos na literatura ndo permite classificar estas citoqueratinas como marcadores
importantes de CEE.

O antigeno especifico epitelial (ESA) e o antigeno de membrana epitelial

(EMA), pertencem ao mesmo grupo das citoqueratinas (proteinas de origem
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epitelial) e, embora sejam marcadores celulares de inUmeros tecidos epiteliais
humanos, ainda ndo tinham sido estudados por outros autores para o CEE. Neste
estudo, ambos apresentaram uma frequéncia de expressao de 71 e 81,5%,
respectivamente. Estes achados permitem inferir que tais proteinas possam ser
potenciais marcadores a serem usados em estudos futuros no CEE, embora
outras investigacfes sejam ainda necessarias para comprovar esta hipotese.

O antigeno carcinoembrionario conhecido por ser um marcador sérico para
tumores do trato gastrointestinal, estava presente em 78,9% das amostras
investigadas. Os resultados conflitantes encontrados por alguns autores, com
relacdo a esta proteina, salientam a necessidade de mais investigacdes para que
seja possivel definir a fungdo do CEA, se existente, em CEE.

O CA 19-9, marcador util no diagndstico e no seguimento de pacientes com
cancer pancreatico (106), foi detectado em 54% das amostras. Considerando-se a
auséncia de dados na literatura que relacione os niveis de expressao do CA 19-9
com os CEE, acredita-se que outras pesquisas devam ser realizadas para a
identificacdo do papel desta proteina na tumorigénese do CEE.

O cancer do es6fago é uma das neoplasias que causa maior mortalidade e,
como mencionado anteriormente, 0os avancos terapéuticos foram insignificantes e
0s métodos de diagnéstico precoce ainda deixam a desejar. A alta incidéncia e a
prevaléncia aumentada desta neoplasia mostram que esforcos ndo devem ser
poupados pelas ciéncias médicas no combate amplo a esta enfermidade. A
intensificacdo das pesquisas no campo da oncologia molecular traz novas
perspectivas na abordagem das neoplasias. O inimigo cancer comecga a ser Vvisto
de frente, e 0 que nos mostra a Biologia Molecular é que ele é Unico, e ndo varios,

como até entdo se acreditava. Hoje biologistas moleculares afirmam que o cancer
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origina-se de uma Unica célula alterada, e o completo conhecimento do
funcionamento desta célula e as interacfes entre seus genes séo a chave para o
esclarecimento definitivo do processo da carcinogénese e de como esta doenca
pode ser efetivamente combatida.

Uma consideracdo que deve ser feita em relacdo aos resultados obtidos
neste estudo € que o0os mesmos certamente servirdo de base para futuros
trabalhos que envolvam o prognéstico de pacientes com cancer de esbéfago.
Algumas proteinas que tiveram uma maior frequéncia de expressdo poderédo ser
consideradas como potencialmente Uteis em estudos que envolvam o carcinoma
epidermdide de esb6fago, tal como foi o caso das proteinas bcl-x e a c-erb-3.

A ampliagdo dos conhecimentos e desenvolvimento de novas técnicas na
area da Biologia Molecular provavelmente trarA novas perspectivas para 0
entendimento das neoplasias, ndo s6 em termos de diagnéstico e prognéstico,
mas também na identificacdo de pessoas com alto risco de desenvolverem a

doenca, bem como alternativas terapéuticas mais eficazes.



VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que nas amostras de

carcinoma epidermdide de esbfago investigadas neste estudo:

- A frequéncia das proteinas estudadas variou entre 0 e 92,1%;

- As proteinas c-erbB-3 (oncogénica) e a proteina bcl-x (indutora de apoptose)

foram detectadas em mais de 92,1%;

- As proteinas envolvidas no ciclo celular estavam presentes em menos de

50%:;

- A proteina Ki67, envolvida na proliferacao celular, ndo foi detectada.

- As proteinas c-erbB-3, EMA, ESA, CA19-9 e CK20, que até o presente
estudo ainda ndo haviam sido investigadas em cancer de esofago,
apresentaram uma frequéncia de 92,1%, 81,5%, 71%, 54% e 3,1%,

respectivamente.
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VIIl. ANEXO

Presenca ou auséncia das proteinas investigadas na amostras de carcinoma epidermoide de

esbfago.

CEA EMA PCNA BCO-X CMYC ESA P53 ERB3 BCO-2 EGFR K67 CBL CA19 MDM2 Rb P34 CD1 CK20
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:

11 CeM
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CEB= Carcinoma epiderméide bem diferenciado; CEM= carcinoma epiderméide moderadamente diferenciado; CEP=

carcinoma

epidermadide pouco diferenciado; nr= néo realizado.




