UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS
CIRURGICAS

EXPRESSAO DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO
EM ADENOCARCINOMA ESOFAGICO: RELACAO COM ESTAGIO
TUMORAL E SOBREVIDA APOS ESOFAGECTOMIA

ALUNO: DANIEL NAVARINI
ORIENTADOR: PROF. DR. RICHARD RICACHENEVSKY GURSKI

DISSERTACAO DE MESTRADO
2011



EXPRESSAO DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO
EM ADENOCARCINOMA ESOFAGICO: RELACAO COM ESTAGIO
TUMORAL E SOBREVIDA APOS ESOFAGECTOMIA

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo em Medicina: Ciéncias
Cirdrgicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, como requisito para
obtencdo do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Richard Ricachenevsky Gurski

PORTO ALEGRE
2011



A minha esposa Ana Paula, pelo amor e constante dedica¢io a mim e a nossa filha

Rafaela.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Richard Ricachenevsky Gurski, pela orientacdo e cooperacdo no
desenvolvimento deste trabalho.

A Professora Dra. Luise Meurer, pela fundamental colaboracdo na realizacéo
desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Fernando Fornari, pela fundamental colaboracdo na redacdo do
artigo cientifico.

Ao estudante de Medicina/bolsista Lucas Nicoloso Aita, pela importante
contribuicdo na realizacdo desta pesquisa.

Ao Laboratoério de Patologia do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, especialmente a técnica Flavia, pela colaboragdo na pesquisa.

Ao Dr. Wolfgang William Schmidt Aguiar, pela grande colaboracdo com a
andlise estatistica do trabalho.

Ao Dr. Carlos Augusto S. Madalosso pela amizade, apoio e incentivo na
realizacdo do mestrado.

Aos ex-residentes do Servico de Cirurgia Digestiva do HCPA, Dr. Mauricio
Cardoso Zulian, Dr. Diego Fonseca Mossmann e Dr. Guilherme Pretto pela amizade e
apoio durante a residéncia médica e o mestrado.

Ao programa de POs-Graduacdo em Medicina — Ciéncias Cirurgicas, pela
oportunidade.

A Estela, secretaria do PPG Medicina — Ciéncias Cirurgicas, pela dedicacéo e
disponibilidade.

Aos professores e cirurgides contratados do Servigo de Cirurgia Geral e do
Servico de Cirurgia Digestiva do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo incentivo,
ajuda e ensinamentos.

Aos residentes do Hospital Sdo Vicente de Paulo e aos membros da equipe da
Clinica Gastrobese, pela ajuda durante o periodo do Mestrado.

A minha esposa Ana Paula, pelo apoio, incentivo e fundamental ajuda na
elaboracdo deste trabalho.

Ao0s meus pais Armando e Lourdes Navarini, e aos meus irmaos Luciano, Mauro
e Marilia, pelo constante incentivo e apoio.

A minha pequena Rafaela, pela compreens&o.

iv



LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Revisdo Bibliografica

Tabela 1. Estadiamento TNM da Juncéo ESofagogastriCa..........cccevvevveveeviieseeniesiennnnn 06

Figura 1. Esquema da cascata de reagdes ap0s a estimulacdo do EGFR demonstrando as

conseqiéncias celulares. Adaptado de Bhargava 2009%............c.ooeevvevereeeeeeeecereseenns 09

Figura 2. Expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em
adenocarcinomas de es6fago por imunohistoquimica. (A) EGFR negativo, auséncia de
coloracdo na membrana nas células tumorais. (B) expressao do EGFR positivo, a
membrana das células tumorais estdo coradas. Ampliacdo 40X (a esquerda); 100X ( a
direita). Adaptado de Wang 2006 >2.............coooorvereieeeeiesessessessseesee s 10

Artigo Cientifico em Portugués
Figura 1. Expressdo imunohistoquimica do EGFR (400X). (A) Adenocarcinoma EGFR

negativo. (B e C) Adenocarcinomas EGFR POSITIVO...........cccocvrveriieresienree e 28

Tabela 1. Dados clinicopatolégicos e relacdo com a expressdo do EGFR em

adenocarcinoma de es0fago € de JEG...........ccoeiveiiicci e 30
Figura 2. Gréfico de sobrevida média de pacientes com tumores EGFR positivo e EGFR
negativo, excluidos quatro pacientes com mortalidade precoce por complicagdes pos-

OPEIALOTIAS. .....veeveetee et et e ete ettt e et et e st e et e e te e s te e b e s beesbeessesaeesbeessesnsesbeesteensesseeteennenreas 31

Artigo Cientifico em Inglés

Figure 1. EGFR expression at immunohistochemistry (400X). In A, a case of
adenocarcinoma with negative EGFR. In B and C, 2 different cases of adenocarcinoma

with positive EGFR (brown staining)..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaen 46

Table 1. Characteristics of patients with and without EGFR expression.................. 48

Figure 2. Survival curve in patients with and without EGFR expression (4 patients

excluded due to surgery-related mortality).............oovviiiiiiiii i, 49



LISTA DE ABREVIATURAS

DRGE
EGFR
HCPA
PBS
EB
INCA
JEG
DNA
AE

Doenca do Refluxo Gastroesofagico

Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Phosphate-buffered Saline

Es6fago de Barrett

Instituto Nacional do Cancer

Juncdo Esofagogastrica

Acido desoxirribonucleico

Adenocarcinoma de Es6fago

Vi



SUMARIO

IR 1 )10 [ 1 o T FO OSSR 01
2. ReVISA0 BIDHOGIAfICaA.........cccveiiiieiecce e 02
2.1. Neoplasia de ESOTagO.........ccoeiiiiiiiiiieicieriese e 02
2.2. Adenocarcinoma de ESOTagO0.........cocuririiiiiiieieie e 02
2.3. Fatores de risco e fisiopatologia.........ccccvverveiieiieiieiiese e 03
2.3. 1. DRGE.. .ttt ettt 03
2.3.2. ESOTago de BAarTetl ........cccooiiiiiiiieiiiiieieee e 04
2.3.3. Progresséo da DRGE — EB - AdenocarCinOmMa..........ccovvevereenverieseesenaeenns 04
2.4. Relacdo entre o adenocarcinoma de es6fago distal e o de juncéo

L0 (o[0T K (ot FO OSSR 05
2.5. Diagndstico € EStadiamento..........covieieieiniieeee e 05
2.6. PrognostiCo @ Tratamento..........couiereieenerieesie e 07
2.7. Receptor do Fator de Crescimento Epitelial (EGFR)........ccccccovveiviveiicireee 08
2.8. Inibicdo farmacoldgica da tirosina quinase e bloqueio do EGFR ..................... 11

2.9. Relacdo do EGFR com o progndstico no adenocarcinoma de esdfago e de

| S 11

3. Referéncias BibliografiCas...........cccccviiiiiiiiiiie e 13

O o] 1=] {10 SO S USROS 21
Artigo CientifiCo €M POFTUGUES...........oieiiieiiiieieiee e 22
RESUIMO .ttt st e s e e e 23
INEFOTUGED ...ttt re e b nne s 24
PACIENtES € IMELOUOS ......eevvevieiieiecie sttt sttt sbesneeneas 26
RESUITATOS ...t 29
DISCUSSAD ...vevveteeeieeiiesie et etesteeste e e s esteeste et e sseesteeneesseesteasaesseesseeseeaseesseenseaneennens 32
RETEIENCIAS. ... ettt e e e steent e s seeaeaneennes 35
Artigo Cientifico em INGIES .......cooovi i 40
ADSITACT ... bbb 41
INTFOAUCTION v 42
Patients and MethodsS .........ccoviiiiiiiie s 44
RESUIES ..t bbb 47
DISCUSSTON ..ttt sttt ettt e bt et e st e s be e beene e sbeebenneenbeeneeas 50
RETEIENCES. ...t 53



1. INTRODUCAO

O primeiro relato de um adenocarcinoma de esofago (AE) foi em 1898, sendo que
até 1900 apenas seis casos haviam sido descritos. Neste periodo, a maioria dos médicos
acreditava que este tipo de tumor era na verdade um adenocarcinoma gastrico com
invasdo do esdfago. Somente apds 1950 houve descricdo de adenocarcinoma
desenvolvendo-se sobre a linha Z, surgindo assim o conceito de adenocarcinoma
primario do es6fago. Neste periodo, esta neoplasia era rara. Apos a década de 1970,
ocorreu um aumento progressivo na incidéncia desta doenga na maioria dos paises do
mundo, sendo que nos Estados Unidos, este é o tipo de neoplasia cuja incidéncia mais
cresce nos ultimos anos. Da mesma forma, o adenocarcinoma da juncéo esofagogastrica
(JEG), que possui fisiopatologia e prognostico semelhantes, também tem tido aumento
crescente na sua incidéncia °.

O melhor entendimento da biologia molecular, com o conhecimento de novos
marcadores tumorais, esta propiciando uma avalia¢do mais precisa do prognostico desta
neoplasia e o desenvolvimento de drogas promissoras no tratamento de muitos tipos de
neoplasias. Para tanto, é necessario o conhecimento detalhado da influéncia exercida
por estes marcadores sobre o desenvolvimento e crescimento tumoral .

Algumas neoplasias, como é o caso do adenocarcinoma de es6fago e do
adenocarcinoma da juncdo es6fago gastrica, tem resposta pobre ao tratamento com a
quimioterapia convencional, sendo o tratamento cirdrgico a Unica terapéutica com
resultado eficaz.

O descobrimento de marcadores com potencial interferéncia na génese e
crescimento tumoral pode levar ao desenvolvimento de drogas com melhor resposta no

tratamento clinico destas patologias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Neoplasia de esdfago

O céncer de eso6fago é um dos tumores mais agressivos e, geralmente, possui
diagnéstico tardio e pobres resultados terapéuticos. Apresenta dois tipos histologicos
mais comuns, que sdo: o carcinoma epidermdide e o adenocarcinoma. O primeiro € o de
maior prevaléncia no mundo, apresenta maior propor¢do entre 0os homens e sua
incidéncia é varidvel conforme a regido geografica. Estéa relacionado ao tabagismo, ao
alcoolismo, ao consumo de bebidas quentes e & acalasia *. O outro tipo, o
adenocarcinoma, tem tido sua frequéncia significativamente aumentada nas ultimas
décadas e estd relacionado, principalmente, a Doenca do Refluxo Gastroesofagico
(DRGE) e ao Esofago de Barrett (EB) *. De acordo com Barros et al (1999), o
carcinoma epidermdide é a forma mais prevalente em regides endémicas do mundo e o
adenocarcinoma, € mais comum em areas ndo endémicas, como a América do Norte e
em muitos paises da Europa Ocidental 2.

No Brasil, o cancer de es6fago estd entre os dez mais incidentes (6° entre 0s
homens e 9° entre as mulheres). Conforme dados da estimativa 2010, do Instituto
Nacional do Céancer (INCA), existe uma grande varia¢do na incidéncia desta neoplasia
no Brasil, sendo que a regido Sul sempre apresentou a maior taxa, tanto para homens
quanto para mulheres. No pais, a incidéncia entre mulheres variou de 0.25 (Amapa) a
7.18 casos (Rio Grande do Sul); ja a taxa entre homens variou de 1.04 (Acre) a 18.5
casos (Rio Grande do Sul) para cada 100.000 habitantes ®. Esta grande diferencga é
justificada pelas diferencas regionais, ou seja, em regides onde existem habitos lesivos a

mucosa esofagica, a incidéncia é significativamente maior.

2.2. Adenocarcinoma de Esofago
O primeiro relato de um AE foi em 1898, sendo que até 1900 apenas seis casos
haviam sido relatados. Neste periodo, a maioria dos médicos acreditava que este tipo de
tumor era, na verdade, um adenocarcinoma gastrico com invasao do es6fago. Somente
apos 1950 houve descricdo de adenocarcinoma desenvolvendo-se sobre a linha Z,
surgindo assim o conceito de adenocarcinoma primario do esdfago. Neste periodo, esta
neoplasia era rara. Ap0s a década de 1970, ocorreu um aumento progressivo na

incidéncia desta doenca na maioria dos paises do mundo. Da mesma forma, o
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adenocarcinoma da juncéo esofagogéstrica (JEG), que possui fisiopatologia semelhante,
também teve um aumento significativo na sua incidéncia *.

Nas ultimas duas a trés décadas, a incidéncia e a mortalidade relatadas para o AE
aumentaram nos Estados Unidos, em diversos paises europeus e na Oceania °. Nos
Estados Unidos, o AE é um dos tumores malignos que apresenta maior crescimento na
incidéncia, uma vez que, entre 0s norte-americanos, aumentou 450% em brancos e 50%
em negros, sendo mais fregiiente entre os homens brancos (90% das vezes) °.

Apesar de existirem poucas publicacbes sobre a epidemiologia do
adenocarcinoma de esdfago no Brasil, eles representaram cerca de 15% dos tumores de
esofago e JEG, no periodo de 1987 a 1996 2. S&o neoplasias agressivas e na maioria dos
casos, 0 progndstico é reservado ’. A sobrevida de pacientes submetidos ao tratamento

cirlrgico, com intencdo curativa, é de somente 25 % em cinco anos °.

2.3. Fatores de risco e fisiopatologia

Os fatores de risco envolvidos nesta doenca ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. No entanto, a maioria dos estudos considera a Doenca do Refluxo
Gastroesofagico (DRGE) e a presenca do Esdfago de Barrett (EB) os principais. Outros
fatores que também podem estar envolvidos sdo: obesidade, uso de medicamentos que
provocam relaxamento do esfincter esofagico inferior, uso de medicacdes para
tratamento de asma, colecistectomia prévia e tabagismo. Os fatores considerados
protetores sdo: infeccdo por Helicobacter pylori, uso de antiinflamatorios néo-
esteroidais e consumo de vinho ® 8. Ainda ndo esta bem definida a funcdo do uso de
inibidores de bomba de protons e outros antiacidos na génese desta doenga, assim como

0 uso de &lcool, a heranca genética e o consumo de gorduras 8,

2.3.1. DRGE
A DRGE caracteriza-se como a condic¢édo na qual o refluxo do conteudo gastrico
causa sintomas incomodativos e/ou complicacdes °. E uma doenca bastante freqiiente, e

10

nas Ultimas décadas, tem aumentado significativamente Estudos populacionais

demonstram que, aproximadamente, 20% das pessoas apresentam sintomas de refluxo
a0 Menos uma vez por semana e, até 60% apresentam sintomas ocasionais 2 12,

De acordo com Lagergren et al (1999), um estudo de caso-controle, comparando
pessoas assintomaticas com portadores de refluxo gastroesofagico, demonstrou um risco

43 vezes maior de desenvolvimento de AE e adenocarcinoma de JEG no grupo com
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refluxo **. Isso ocorre porque o 4cido que reflui altera a estrutura normal do epitélio
esofagico, produzindo dilatacdo dos espacos intercelulares. A penetragdo do acido causa
mudanca no pH tissular, troca de ions com as células e aumento da acidez intracelular,
fator este que representa o inicio da morte celular *°. A complicacdo mais importante
desse processo inflamatério ocorre em conseqiiéncia da cicatrizacdo desordenada das
lesBes erosivas da mucosa esofagica, quando as células da camada basal do epitélio
escamoso, ou dos ductos das glandulas submucosas esofagicas, diferenciam-se em

células colunares que recobrem o es6fago distal, substituindo assim o epitélio escamoso
16, 17

2.3.2. Esbfago de Barrett

O Eso6fago de Barrett € uma condicdo clinica na qual o epitélio escamoso
estratificado, que normalmente reveste o esofago distal, é substituido por um epitélio
colunar com metaplasia intestinal associado a presenca de células caliciformes (gobblet
cels) 1319 Representa a consequiéncia histolégica mais grave do refluxo gastroesofagico
croénico desenvolvendo-se em aproximadamente 8% a 20% dos pacientes que sofrem de
DRGE #* %, O epitélio metaplasico no eséfago pode progredir para neoplasia, e o risco
anual de pacientes com EB desenvolverem adenocarcinoma ¢é de 0,5% a 2%, o que
representa um risco 30 a 125 vezes maior do que o da populacdo geral 2% 22 232425,

Em pacientes com Esdfago de Barrett, a progressdo para adenocarcinoma pode
ocorrer em virtude das alteragdes na supressao de alguns genes, como o p53 e p16. As
anormalidades génicas favorecem a hiperproliferacdo celular e, durante a fase
proliferativa, as células adquirem mais alteracbes genéticas, que culminam com um
crescimento celular autbnomo. As aberragdes crescentes do DNA favorecem que um
clone de células malignas tenha a capacidade de invadir os tecidos adjacentes e
proliferar-se em localizagbes ndo usuais. O exato mecanismo evolutivo génico de

transformacao do Esdfago de Barrett em adenocarcinoma ainda é desconhecido 2°.

2.3.3. Progressdo DRGE - Barrett — Adenocarcinoma
A razéo pela qual somente uma minoria dos pacientes com DRGE desenvolve o
EB é também desconhecida 2*. Da mesma forma, se desconhece 0 modo exato pelo qual
a sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma se inicia. Sabe-se que esta sequéncia

surge a partir de alteracBes histoldgicas caracterizadas, inicialmente, por um processo



inflamatorio crénico em conseqiiéncia do refluxo gastroduodenal sobre a mucosa
esofagica 2. A partir do processo inflamatério sobre a mucosa esofagica, as células
podem adquirir, ao longo do tempo, alteracfes funcionais como resisténcia a apoptose,
aumento da proliferacdo celular e instabilidade gendmica, com aumento da expressao de
diversas proteinas especificas, relacionadas ao controle do ciclo celular 2 #. A
caracterizacdo do mecanismo molecular que promove a progressdo do Esbfago de
Barrett pode levar a identificacdo de potenciais marcadores genéticos preditivos para a

estimativa do risco de desenvolvimento de cancer esofagico.

2.4. Relagcdo entre o adenocarcinoma de esofago distal e o de juncéo
esofagogastrica

A relacdo entre o AE e o adenocarcinoma de JEG ainda é um assunto
controverso, pois os adenocarcinomas de esofago distal podem crescer envolvendo a
JEG e os de JEG podem envolver o esdfago distal. Por possuirem fisiopatologia
semelhante, ndo ha justificativa para separar estas duas entidades clinicas ®.

Com objetivo de facilitar o entendimento dos tumores de JEG, Siewert et al
criaram uma classificagéo para estas lesdes. Os tumores de JEG s&o tumores localizados
até 5 cm acima ou 5 cm abaixo do cérdia. A classificacdo de Siewert separa 0s tumores
da JEG em trés tipos:

Tipo I: sdo tumores originados do es6fago distal;

Tipo 1l: sdo tumores centrados na cérdia e;

Tipo 111: sdo tumores subcardicos 2’.

2.5 Diagnostico e estadiamento

As principais manifestacGes clinicas das neoplasias de esofago distal e da JEG
sdo a disfagia progressiva e a perda ponderal. A dor epigastrica ou retroesternal também
pode estar presente, assim como anemia e regurgitacao salivar. Na doenca avancada, 0s
sinais e sintomas estdo geralmente associados ao comprometimento de outros 6rgaos.

O estudo contrastado do esdfago pode sugerir a presenca do tumor, mas o
diagndstico definitivo é estabelecido por exame endoscépico associado & bidpsia 2.
Exames de tomografia computadorizada de térax e abdome, tomografia
computadorizada por emissdo de positrons, broncoscopia e ecoendoscopia sdo usados

no estadiamento tumoral, assim como a laparoscopia e a toracoscopia *°..



O estadiamento dos adenocarcinomas de esdfago distal e da JEG € baseado no
sistema TNM, edicdo 2010 (TABELA 1) .

Tabela 1- Estadiamento TNM da Juncéo Esofagogastrica.

Tumor primario (T)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis Displasia de grau alto

Tl Tumor invade lamina prépria, muscular da mucosa ou submucosa
Tla Tumor invade lamina prépria ou muscular da mucosa

T1b Tumor invade submucosa

T2 Tumor invade a muscular prépria

T3 Tumor invade a adventicia

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

T4a Tumor ressecavel invadindo pleura, pericardio ou diafragma

T4b Tumor ndo ressecavel, invadindo outras estruturas adjacentes, tais

como aorta, coluna vertebral, traqueia, etc.

Linfonodos Regionais (N)

NX Linfonodo regional ndo pode ser avaliado

NO Nenhuma metastase em linfonodos regionais
N1 Metastases em 1-2 linfonodos regionais

N2 Metastases em 3-6 linfonodos regionais

N3 Metastases em 7 ou mais linfonodos regionais

Metastases (M)

MO Nenhuma metastase a distancia

M1 Presenca de metéstases a distancia

Grau histoldgico (G)

GXx Grau néo pode ser avaliado
G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado




Estagio anatdmico/progndstico de grupos

Adenocarcinoma

Estagio | T N M Grau

0 Tis NO MO 1, X

1A T1 NO MO 1-2, X

IB T1 NO MO 3
T2 NO MO 1-2, X

IHA T2 NO MO 3

1B T3 NO MO Qualquer
T1-2 N1 MO Qualquer

A T1-2 N2 MO Qualquer
T3 N1 MO Qualquer
T4a NO MO Qualquer

B T3 N2 MO Qualquer

Ilc T4a N1-2 MO Qualquer
T4b Qualquer | MO Qualquer
Qualquer | N3 MO Qualquer

v Qualquer | Qualquer | M1 Qualquer

2.6. Progndstico e Tratamento

Os tratamentos para o adenocarcinoma de esdfago distal e de JEG incluem:
ablacdo ou resseccdo mucosa, esofagectomia, esofagogastrectomia, quimioterapia e/ou
radioterapia definitiva, esofagectomia combinada com quimioterapia e/ou radioterapia
adjuvante ou neo-adjuvante, assim como procedimentos paliativos com uso de proteses
(stents) e terapia fotodinamica ou com laser. A esofagectomia com resseccao linfonodal
reduz as taxas de recorréncia local e aumenta as chances de cura. A terapéutica cirdrgica
com ressecgdo completa da neoplasia é fundamental para a sobrevida em longo prazo no
cancer esofégico localizado 3 32 3%.34.35.3¢

O principal fator envolvido no prognéstico desta neoplasia € o estadiamento
tumoral. Porém, outros fatores como a mutacdo no gene p53 e a metilagcdo do gene po

lipose adenomatosa coli, representam fatores independentes para um pior progndstico .




No momento do diagnostico, em cerca de 30% dos pacientes, esta neoplasia se
estende além dos limites loco-regionais. Menos de 60% dos pacientes com doenga loco-
regional sdo passiveis de resseccdo curativa. Cerca de 70% a 80% dos especimes
ressecados apresentam metastases nos linfonodos regionais. A sobrevida geral, em
cinco anos apos o diagnostico, é menor do que 20% *.

Em estudo recente relacionado a sobrevida de pacientes, foi observado que o uso
da cirurgia com quimioterapia e radioterapia neo-adjuvante tem se tornado a terapia

mais aceita nos tumores de eséfago e JEG nos estagios 11 e 111 %,

2.7. Receptor do Fator de Crescimento Epitelial (EGFR)

Nas ultimas duas décadas, a biologia molecular tem revelado diversos
mecanismos de progressdo das neoplasias, permitindo com isso, opcles terapéuticas
mais especificas que reduzem os efeitos colaterais do tratamento e melhoram o
progndstico destas doencas *.

Um dos marcadores moleculares mais promissores para a terapia do cancer € o
receptor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor- EGFR),
j& que é super expresso, desregulado ou mutado em muitas neoplasias humanas “°. A
ativacdo do EGFR tem sido conhecida por acentuar processos responsaveis pelo
crescimento e progressao tumoral, incluindo o aumento da proliferacdo, diferenciacdo e
migracdo celular, apoptose (morte programada de células), desenvolvimento de
metastase e angioneogénese **> 3. Muitos estudos evidenciam que a alta expressao do
EGFR em neoplasias, esta correlacionada com baixa sobrevida, estdgio avangado da
doenca e pouco diferenciado®, pobre resposta & terapéutica e ao desenvolvimento de
resisténcia aos agentes citotéxicos %, além de piora no prognéstico .

Dados experimentais sugerem e suportam que a ativagdo da atividade quinase
dos receptores ErbB exerce uma funcdo primaria no desenvolvimento e / ou progressao
de varios tipos de tumores. A proliferacdo celular é a resposta predominante das células
normais & ativacéo do EGFR .

A familia dos receptores dos fatores de crescimento epidérmico € um grupo bem
definido de quatro moléculas homdlogas que incluem o EGFR (HER-1), ErbB2 (HER-
2), ErbB3 (HER-3) e ErbB4 (HER-4) *1:43:46.47,

O EGFR é uma proteina pertencente & superfamilia dos receptores da
tirosinaquinase, os quais atuam como mediadores da resposta celular a diversos fatores

extracelulares *°. Os receptores tirosinaquinase sdo mediadores primarios de muitos
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sinais que determinam o destino do crescimento, diferenciacdo, migragdo e morte

celular *. Os receptores ErbB compreendem trés estruturas de dominio: um dominio

extracelular, um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico tirosina quinase
43, 47,50

associado com um regulador tirosina quinase ou um receptor
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Figura 1. Esquema da cascata de reagdes apos a estimulacdo do EGFR demonstrando as

conseqiiéncias celulares. Adaptado de Bhargava 2009 .

O EGFR (HER1 ou erbB1) é expresso, ou altamente expresso, em uma grande
variedade de tumores incluindo cancer de pulméo ndo-pequenas células, mamas, cabeca
e pescogo, estdmago, colo-retal, esdofago, prostata, bexiga, rim, pancreas e tumores
ovarianos *. O percentual de expressdo do EGFR em tumores humanos é de 40-80%
em cancer de pulmdo ndo-pequenas células, 80-100% nos de cabeca e pescoco, 25-
100% nos colo-retais, 33-81% nos gastricos, 30-50% nos pancreaticos, 35-70% nos
ovarianos, 15-37% nos de mama, 40-90% nos de préstata e 40-92% nos gliomas **.

Em alguns casos, como no carcinoma ndo-pequenas células de pulméo, a alta

expressdo do receptor esta correlacionada com uma alta propor¢do de metastases, pobre



diferenciacéo celular e redugéo na sobrevida®. No adenocarcinoma géstrico a expressao
do EGFR mostrou-se como fator independente de piora no prognéstico *°.

A importancia desses receptores tem sido amplamente estudada em diversas
neoplasias malignas, com énfase nos carcinomas de mama, inclusive originando
terapéuticas especificas no bloqueio de sua atividade *%. Alguns estudos tém sugerido
que a ativagdo aberrante da atividade quinase desses receptores desempenha papel
importante no desenvolvimento e na progressdo tumoral em carcinoma epidermdide de
esdfago, induzindo aumento da migracdo e agregacdo celular, assim como

hiperproliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais *.

Figura 2. Expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em
adenocarcinomas de es6fago por imunohistoquimica. (A) EGFR negativo, auséncia de
coloracdo na membrana nas células tumorais. (B) expressdo do EGFR positivo, a
membrana das células tumorais estdo coradas. Ampliacdo 40X (a esquerda); 100X ( a
direita). Reproduzido de Wang, 2006,
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2.8. Inibicao farmacoldgica da tirosina quinase e bloqueio do EGFR

Apesar dos avangos em quimioterapia convencional terem aumentado o
prognostico e a sobrevida, para muitos pacientes com tumores solidos esta resposta
permanece pobre, especialmente para aqueles com metastases. A pesquisa para
terapias mais efetivas e menos tdxicas tem gerado uma nova geracdo de drogas em
oncologia, incluindo pequenas moléculas inibidoras da tirosina quinase que agem
inibindo os seus receptores, e desta forma regulando a proliferacdo e diferenciacao
celular, levando a um aumento na sobrevida **.

A relevancia clinica da expressio do EGFR tem aumentado devido ao
desenvolvimento de anticorpos monoclonais bloqueadores do EGFR como o
Cetuximab, bem como inibidores da tirosina quinase como o Gefitinib e Erlotinib.
Estudos de fase Il e Il tém demonstrado resposta significativa em pacientes com
carcinomas escamosos de cabeca e pescogo e em carcinoma nao-pequenas células de
pulmdo com o uso do Cetuximab combinado com quimioterapia. Também tem sido
demonstrado eficicia no tratamento de pacientes com neoplasia colo-retal avancada ou
irressecavel com Irinotecano >,

Atualmente o uso de anticorpos anti-EGFR tem se mostrado eficaz para o
tratamento de diversos tipos de neoplasias °.

Existem varios estudos de fase Il avaliando o uso de agentes anti-EGFR no
tratamento do adenocarcinoma esofagico e de JEG, no entanto o beneficio destes

tratamentos ainda ndo esté estabelecido *.

2.9 Relacdo do EGFR com o prognostico no adenocarcinoma de esofago e de
JEG.

Muitos genes e moléculas podem ter impacto sobre o progndstico do AE e no
adenocarcinoma de JEG, entre os quais estd 0 EGFR. Outros marcadores ja pesquisados

como o p21 e o VEGF néo evidenciaram esta relacdo®” ©

. Esta doenca mostra
alteracbes genéticas multiplas, indicando que a progressdo do cancer € um processo
complexo, e certamente, ndo é um Udnico fator molecular que influencia no
comportamento biolégico do tumor .

Através da andlise de citometria de fluxo se constatou 0 aumento da expressdo
do EGFR nas areas que apresentaram maior grau de displasia esofagica, quando
comparado com a mucosa de Barrett sem displasia ou mucosa cardica normal *® Alguns

autores sugerem que a expressdo desta proteina pode exercer uma funcdo na
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carcinogénese esofagica e correlacionam esta expressdao com uma piora no progndéstico
do tumor " °8: 59 60. 61.62.83 " A nartir da anélise de citometria de fluxo, foi observado
aumento da expressdo do EGFR nas areas que apresentaram maior grau de displasia
esofagica, comparado com mucosa de Barrett sem displasia ou mucosa cardica normal.
Esse aumento da expressao dos receptores do fator de crescimento epitelial pode refletir
o maior potencial de malignidade *.

O EGFR aumenta com a progressio de Esofago de Barrett para AE . Sua
expressao nestes tumores foi correlacionada com avanco da classificacdo patoldgica do
tumor, piora no grau de diferenciacdo tumoral, aumento na ocorréncia de metastases
linfonodais e & distancia, além de piora na sobrevida 3 3.

A imunohistoquimica € usada para avaliar os niveis da proteina EGFR e ¢, de

forma argumentavel, o método mais conveniente para anélise de amostras clinicas *.
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4- OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a relacdo entre expressdao do EGFR em
adenocarcinomas de eséfago e de JEG com o estadiamento, com o grau de
diferenciacdo tumoral e com a sobrevida de pacientes submetidos a esofagectomia
transhiatal no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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RESUMO

Introducdo e objetivos: O adenocarcinoma de es6fago (AE) é um tumor
agressivo, com 0 aumento da incidéncia em paises ocidentais. Varios marcadores
prognosticos tém sido propostos, incluindo o Receptor do Fator de Crescimento
Epitelial (EGFR). O objetivo deste estudo foi avaliar se a expressdo do EGFR esta
relacionada com o estadiamento tumoral e com a sobrevida. Métodos: Trata-se de uma
coorte historica na qual 70 pacientes consecutivos com AE atendidos entre 2000 a 2009
foram considerados elegiveis para o estudo. As pecas cirdrgicas dos pacientes
submetidos a esofagectomia transhiatal foram avaliadas para estabelecer a expressédo do
EGFR e analisadas em relacdo as varidveis dos pacientes. A sobrevida foi determinada
de acordo com o0s registros nos prontuarios médicos dos pacientes ou por contato
telefonico com familiares. Resultados: Dos 70 pacientes, 37 (53%) preencheram o0s
critérios para inclusdo no estudo. A expressao do EGFR foi positiva em 16 pacientes
(43%) e foi mais freqliente nos estagios tumorais mais avancados, TNM (I e 1l = 0% vs
I = 47% vs IV = 100%, P <0,001). A sobrevida média em meses, foi
significativamente menor no grupo de pacientes com expressdo do EGFR (10,5 vs 21,7,
P = 0,001) em comparacdo com pacientes sem expressdo do EGFR. Houve maior
expressdo do EGFR em neoplasias com pobre diferenciacdo tumoral em relagcdo aos
bem diferenciados e moderadamente diferenciados. Conclusdo: Em pacientes com
adenocarcinoma de es6fago tratados com esofagectomia, a expressdao de EGFR esta
relacionada com maior estddio TNM e menor sobrevida. A expressao do EGFR pode

ser assumida como um marcador de progndéstico para o adenocarcinoma de eséfago.

Palavras-chave: Adenocarcinoma; EGFR; progndstico; es6fago; estadiamento tumoral
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INTRODUCAO
O adenocarcinoma de es6fago (AE) é um tumor agressivo e com incidéncia

crescente em varios paises .

Em pacientes tratados com esofagectomia, a sobrevida
em cinco anos chega a 25% °. O comportamento biolégico e o diagnéstico tardio
explicam, pelo menos em parte, 0 mau prognéstico da AE ’, apontando para a
necessidade de estratégias capazes de melhorar a selecdo dos pacientes e predicdo do
resultado.

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) € um fator de risco conhecido para
0 AE, particularmente na presenca de es6fago de Barrett. Esta condicdo aumenta a
probabilidade do AE em pelo menos 30 vezes °, com um novo caso em 200 pacientes
por ano °. Estudos também sugerem um risco maior em pacientes com segmento longo
de esofago de Barrett e um risco maior em homens comparados as mulheres **°. Outros
fatores de risco estabelecidos para a AE incluem obesidade e tabagismo **%. Entre as
ferramentas de progndstico, o estadiamento tumoral pelo sistema TNM é 0 mais
amplamente empregado em pacientes com AE **.

O estadiamento ¢ realizado por exames de imagem, mas em muitos casos, uma
intervencdo laparoscopica ou toracoscopica € necessaria”. Estudos anteriores tém
introduzido biomarcadores para prever o prognostico do AE. A mutagdo no gene p53
foi descrita pela primeira vez como marcador de mau progndstico, independentemente
do seu estatus TNM ®. Mais recentemente, o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) tem recebido atengéo por sua capacidade de progndstico e participa
do controle da multiplicacdo das células epiteliais. No entanto, o EGFR pode ser
expresso em cancer de esofago, quer adenocarcionoma ou carcinoma de células

escamosas 11°,
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Tem sido demonstrado que a super expressdo do EGFR pode estar relacionada
com maior estadio TNM e pobre diferenciacdo celular em pacientes com
adenocarcinoma de eséfago '*?°. Além disso, o EGFR tem sido associado com
metastases e diminuicdo da sobrevida destes pacientes *?°. No entanto, o estudos de
prognostico avaliando a expressdo do EGFR foram realizados com abordagens mistas
para tratamento de adenocarcinoma.

A hipdtese do presente estudo é de que o EGFR pode ser confirmado como um
marcador de prognoéstico para o adenocarcinoma de es6fago, tratado com uma técnica
cirlrgica amplamente aceita .

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo do EGFR no
estadiamento do tumor e sobrevida em pacientes com AE tratados com esofagectomia

transhiatal.
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PACIENTES E METODOS
Pacientes

Nesta coorte retrospectiva, foram revisados todos os casos de adenocarcinoma
de esbfago tratados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre janeiro de 2000 e
dezembro de 2009.

Foram selecionados pacientes reunindo 0s seguintes critérios: (1)
adenocarcinoma esofagico e na juncdo esofagogastrica (Siwert | e Il) e (2) tratamento
com esofagectomia transhiatal.

Os critérios de exclusdo foram: (1) terapia neo-adjuvante, e (2) falta de material
adequado para 0 exama andtomo- patoldgico ou registro inadequado de dados nos
prontudrios, (3) tratamento ndo-cirurgico, e (4) tumores do tipo Siwert [1l. Os dados
referentes a sobrevida foram coletados de registros médicos ou por contato telefénico
com a familia do paciente.

Este estudo foi conduzido de acordo com as regras Eticas do Brasil e aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (CONEP 198984 / GPPG HCPA 08-300.

Esofagectomia transhiatal

Os pacientes foram operados seguindo uma abordagem cirdrgica padronizada
realizada pelas mesmas equipes cirurgicas. A esofagectomia transhiatal foi realizada
conforme j4 descrito % Resumidamente, os pacientes foram submetidos & laparotomia,
seguida pela abertura do diafragma e disseccdo do esdfago com linfadenectomia
periesofagica e cervicotomia. O es6fago foi seccionado no segmento cervical e a sec¢do
distal incluiu gastrectomia proximal. O transito alimentar foi reconstruido com tubo

gastrico anastomosado no es6fago cervical.
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Analise imunohistoquimica
Determinacdo do EGFR com imuno-histoquimica foi realizada na sequéncia de

23 Resumidamente, blocos de tecido tumoral foram

um protocolo ja descrito
inicialmente incluidos em parafina para posterior andlise de cortes corados com
hematoxilina e eosina. As fatias foram cortadas em 5 microns (mm), seguido de
desparafinizacdo e reidratacdo em agua destilada. Eles foram submetidos a recuperacéo
antigénica com proteinase K (Dako) por 5 minutos e lavados em agua destilada.
Posteriormente, foram imersos em peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos para
bloquear a atividade da peroxidase enddgena e novamente lavados com agua destilada
por 5 minutos. O EGFR monoclonal anti-humano, clone H11 (anti-EGFR, Dako) foi
aplicado nas fatias a uma diluicdo de 1:200 e incubado por 60 minutos depois de ter
sido lavado em PBS e incubadas com estreptavidina (diluicdo del: 20) em 30 minutos
em temperatura ambiente e novamente lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos.
Posteriormente, o cromdgeno diaminobenzidina foi aplicada por 5 minutos e depois
lavadas em agua por 3 minutos e depois com agua destilada. Finalmente, os cortes

foram corados com hematoxilina por 2 minutos, desidratados com alcool e montados

para analise.

Analise da expressdo do EGFR

A expressdo do EGFR foi considerada positiva quando a membrana das células
tumorais foi corada na cor marrom (Figura 1). Um controle externo positivo foi
realizado com tecido de placenta, e uma linha de células de carcinoma epidermdide de
esdfago com EGFR positivo. A andlise do tecido foi realizada por pesquisadores
treinados e revisado avaliado por patologista experiente, sem o conhecimento dos

dados clinicos e patologicos dos pacientes.
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Figura 1. Expressdo do EGFR em imunohistoquimica (400X). Em A, um caso de
adenocarcinoma com EGFR negativo. Em B e C, dois diferentes casos de

adenocarcinoma com EGFR positivo (coloracdo marrom).

Anélise Estatistica

Os dados sdo apresentados com média + DP, freqliéncias e porcentagens, quando
apropriados.

Os seguintes parametros foram analisados: sexo, idade, local do tumor,
diferenciacdo celular, estadiamento cirurgico e sobrevida. Estas variaveis foram
relacionadas com a expressdo do EGFR. Os dados quantitativos foram analisados
através do teste t, enquanto as varidveis qualitativas foram submetidas ao teste do qui-
quadrado. A sobrevida foi descrita apos a analise de Kaplan-Meier, realizado com o
software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL, USA).O valor p foi considerado

significativo quando < 0,05.
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RESULTADOS

Um total de 70 pacientes consecutivos tiveram seus prontuarios revisados.
Destes, 33 pacientes foram excluidos: 5 apresentaram tumores Siwert 111, 15 receberam
tratamento ndo-cirargico, 3 submetidos a esofagectomia diferente da abordagem trans-
hiatal, seis foram tratados com radioterapia no pré-operatorio, e 4 tiveram dados
perdidos em seus prontuarios.

A populacao final do estudo foi, portanto, composta por 37 pacientes. Destes, 16
pacientes (43,2%) foram EGFR positivo. As caracteristicas dos pacientes agrupados
com expressdo do EGFR positivo e negativo estdo apresentados na Tabela 1.

Pacientes com EGFR positivo foram significativamente mais velhos do que
pacientes EGFR negativo.

Os homens representaram a maioria dos pacientes nos dois grupos. A
localizacdo do tumor ndo diferiu entre 0s grupos, com aproximadamente dois tercos
localizado na juncao esofagogastrica (Siwert I e 11), e o terco restante no es6fago distal.

Tumores EGFR positivo eram em sua maioria pouco diferenciados, em contraste
com as lesdes EGFR negativo, que foram bem / moderadamente diferenciados na
maioria dos casos.

Diferencas significativas também foram encontrados no estadiamento TNM.
Tumores EFGR positivo apresentaram escores mais altos para T (T3 + T4 = 94% vs.
51%), N participacdo (94% vs. 53%) ou metastases (57% vs. 0%), em comparagcdo com
lesbes EGFR negativo. Como resultado, o estadiamento tumoral também diferiu entre
0s grupos. Todos os pacientes com EGFR positivo pertenciam a fase 111 ou IV, ao passo

que a maioria dos pacientes EGFR negativo (62%) tinham tumores em estagio | ou Il.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com e sem expressdao do EGFR.

EGFR + EGFR — P
(n=16) (n=21)
Idade, média £ DP 70.4+38 61.2+7.8 0.002
Masculino, n (%) 13 (81) 18 (86) 0.716
Localizacdo tumoral
Esofagico, n (%) 5 (31) 6 (29) 0.999
Siwert I e 11 11 (69) 15 (71)
Diferenciacdo tumoral
Bem/moderado 7 (44) 16 (76) 0.043
Pouco diferenciado 9 (56) 5 (24)
TNM
T1 1 (6) 4 (19) 0.043
2 0 6 (29)
3 11 (69) 9 (43)
4 4 (25) 2(9)
N negativo 1 (6) 10 (47) 0.010
positivo 15 (94) 11 (53)
MO 7(43) 21 (100) < 0.0001
1 9 (57) 0
Estagio tumoral, n (%) <0.0001
I 0 3(14)
1 0 10 (48)
1 7 (44) 8 (38)
v 9 (56) 0
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Tomando todos os pacientes como um grupo (n=37), a expressdo do EGFR foi
mais freqlente quanto maior o estadio TNM (I and Il = 0% vs. Il = 47% vs. IV =
100%; P < 0.001).

O tempo médio de seguimento foi de 24,5 meses. Dos 37 pacientes, 4
apresentaram Obito no pds-operatorio precoce devido a complicacbes operatdrias,
incluindo pneumonia e fistula. Outros seis pacientes receberam radio/quimioterapia pds-
operatoria. Destes, 5 (83,3%) foram positivos para expressdo do EGFR. Entre os 31
pacientes restantes tratados exclusivamente com cirurgia, apenas 11 (35,5%) tiveram
lesbes EGFR positivo (P = 0,066).

Conforme apresentado na Figura 2, a sobrevida foi significativamente maior em
pacientes com EGFR negativo em comparacdo com aqueles que expressaram EGFR

(21,7 vs. 10,5 meses, P = 0,001).
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Figura 2. Curva de sobrevida em pacientes com e sem expressdo do EGFR (quatro

pacientes excluidos devido a mortalidade precoce, relacionada a cirurgia).
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DISCUSSAO

O adenocarcinoma esofagico e da juncdo esofagogastrica é considerado
atualmente um problema de salide publica, dado a sua crescente incidéncia e pobre
sobrevida %*.

Esforcos para melhorar os resultados, incluindo a otimizacdo dos marcadores de
prognostico, pode ser crucial para 0 manejo de pacientes com esta condicdo. Estudos
anteriores sugeriram que a expressdo do EGFR pode ser util na previsdo de resultados
em pacientes com adenocarcinoma de eséfago e da juncdo esofagogéstrica (JEG) ***°.

Nosso objetivo foi confirmar a utilidade da expressdo do EGFR no progndéstico
de pacientes com esta condicdo maligna tratada com esofagectomia trans-hiatal.

As principais conclusdes do nosso estudo foram: 1. A expressao do EGFR esta
relacionada com escores mais altos nas classificacbes T, N e M, quanto para o
estadiamento tumoral; 2. Como esperado, o grau de diferenciacdo do tumor foi menor
nos casos com expressdo positiva para o EGFR; 3. A sobrevida foi significativamente
menor no grupo de pacientes que expressaram o EGFR. Resultados secundarios
incluiram uma relacdo entre EGFR positivo e idade mais elevada, a predominancia de
tumores da JEG em relacdo aos de es6fago distal, e uma tendéncia para a utilizacdo de
tratamento adjuvante em pacientes com EGFR positivo.

No estudo atual, a expressdo do EGFR foi encontrada em quase metade dos
adenocarcinomas. Isto esta de acordo com outros estudos, nos quais a expressao do
EGFR varia entre 32% e 64% #1922 Além de sua prevaléncia relativamente alta, a
expressdo do EGFR esta relacionada com lesGes mais avancadas, tanto na classificagdo
T, quanto no envolvimento linfonodal ou na presenca de metastase a distancia. Além
disso, lesdes com expressdo do EGFR apresentam pobre diferenciacdo tumoral. Estes

18,19

achados tém sido demonstrados também em outros estudos , indicando que a
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expressdao do EGFR é um marcador de tumores mais avancados e, portanto, de pior
prognostico.

A sobrevida foi significativamente menor no grupo de pacientes que
expressaram 0 EGFR. Isso pode ser explicado por diversos fatores, incluindo escores
TNM mais altos, pobre diferenciacdo tumoral e idade mais avancada no grupo de
pacientes com EGFR positivo. Neste pacientes houve também uma maior tendéncia a
receber tratamento adjuvante, provavelmente por tratar-se de pacientes com doenca
mais avancada, que geralmente exige uma abordagem mais agressiva, apesar do
tratamento cirdrgico 2" %. Estudos anteriores também sugerem que a expressdo do
EGFR esté relacionada com menor sobrevida 8 1% 2> 2629,

Foi proposto que o EGFR pode participar no processo de carcinogénese do
adenocarcinoma de esdfago *°, baseado no fato de que o EGFR pode estimular a
proliferacdo e migracdo de células tumorais 2.

Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer este assunto e avaliar um
possivel beneficio de anticorpos anti-EGFR no tratamento do adenocarcinoma esofagico
e da JEG *. Nés reconhecemos limitages deste estudo. Em primeiro lugar, foi uma
coorte retrospectiva, que impediu a caracterizacdo exata da doenca e sobrevida livre de
doenca e de causas de morte. Em segundo lugar, uma dimenséo limitada da amostra néo
permitiu uma analise multivariada incluindo potenciais fatores de confusdo. No
entanto, reconhecemos também algumas caracteristicas de alta qualidade. Em contraste
com outros estudos, nossos pacientes foram tratados exclusivamente com esofagectomia
transhiatal, mantendo a amostra mais homogénea e apresentando material de melhor
qualidade para andlise da expressdo do EGFR. Assim, a avaliacdo do tecido ndo sofre

potencial influéncia de outras modalidades terapéuticas, incluindo radioterapia e

quimioterapia. Além disso, a analise do EGFR foi realizada atraves da
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imunohistoquimica, que tem sido considerada uma técnica mais viavel para aplicacao

na pratica clinica **.

Em conclusdo, este estudo avaliou se a expresséo do EGFR prevé o
estadiamento do tumor e a sobrevida em pacientes com AE tratados com esofagectomia
transhiatal. Estabelecemos que a expressdo do EGFR esta relacionada com a idade
avancada, ma diferenciacdo tumoral, maior estadiamento na classificacdo TNM e menor
sobrevida em comparacdo com os casos EGFR negativos. Tais achados confirmam a
expressao do EGFR como um marcador progndstico em pacientes com adenocarcinoma

de esodfago e de JEG.

Mais estudos sdo necessarios para testar a hipOtese de que a avaliacdo
endoscopica da expressdo do EGFR pode ser util no tratamento de pacientes com esta

condicéo.
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ABSTRACT

Background and aims: Esophageal adenocarcinoma (EA) is an aggressive tumor with
increasing incidence in occidental countries. Several prognostic biomarkers have been
proposed, including epidermal growth factor receptor (EGFR). The aim of this study
was to assess whether EGFR expression predicts tumor staging and survival. Methods:
In this historical cohort, 70 consecutive patients with EA managed between 2000 and
2009 were considered eligible for the study. Surgical specimens from those treated with
esophagectomy were evaluated to establish EGFR expression and tumor differentiation.
Survival was determined according to medical register or patient contact. Results:
Among 70 patients, 37 (53%) underwent esophagectomy without pre-surgical
chemotherapy and composed the study population. Of these, EGFR expression was
found in 16 patients (43%). EGFR expression was more frequent as higher was TNM
staging (I and 11 = 0% vs. 11l = 47% vs. IV = 100%; P < 0.001). Average survival in
months was significantly shorter in the group of patients with EGFR expression (10.5
vs. 21.7; P = 0.001). Conclusions: In patients with esophageal adenocarcinoma treated
with esophagectomy, EGFR expression was related with higher TNM staging and
shorter survival. EGFR expression can be assumed as a prognostic marker for

esophageal adenocarcinoma.

Key words: Adenocarcinoma; EGFR; esophagus; prognosis; tumor staging
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INTRODUCTION

Esophageal adenocarcinoma (EA) is an aggressive tumor with increasing incidence in
several countries °. Optimistic five-year survival reaches 25% in patients treated with
esophagectomy °. Biological behavior and late diagnosis explain at least in part the poor
prognosis of EA 7, pointing to the need of strategies able to improve patient selection
and outcome prediction.

Gastroesophageal reflux disease (GERD) is a well known risk factor for EA,
particularly in the presence of Barrett esophagus. This condition increases the likelihood
of EA at least 30 times &, with 1 new case in 200 patients per year °. Studies also suggest
a higher risk for patients with long-segment Barrett’s esophagus and a greater risk in
men compared with women *°. Other established risk factors for EA include obesity
and smoking %3,

Among prognostic tools, tumor staging using TNM system is widely employed in the
management of patients with EA **. Staging is performed by imaging studies, but in
many cases a laparoscopic or thoracoscopic interventions is necessary *°. Prior studies
have introduced biomarkers to predict the prognosis of EA. Mutation in p53 gene was
first described as marker of poor prognosis, regardless of TNM status *°.

More recently, epidermal growth factor receptor (EGFR) has received attention by its
prognostic capability and participates in the control of epithelial cell multiplication.
However, EGFR may be over expressed in esophageal cancer, either adenocarcionoma
or squamous cell carcinoma *"*°.

It has been demonstrated that EGFR over expression may be related with higher TNM

staging and poor cellular differentiation in patients with esophageal adenocarcinoma **

20 Furthermore, EGFR has been linked with metastasis and decreased survival in these
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patients % Moreover, prognostic studies on EGFR were performed with mixed
approaches for adenocarcinoma treatment.

The hypothesis of the present study is that EGFR might be confirmed as a prognostic
marker for esophageal adenocarcinoma treated with a widely accepted surgical
technique **. Therefore, the aim of this study was to assess whether EGFR expression
predicts tumor staging and survival in EA patients treated with transhiatal

esophagectomy.
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PATIENTS AND METHODS

Patients

In this retrospective cohort, we reviewed all cases of esophageal adenocarcinoma
managed in the Hospital de Clinicas de Porto Alegre between January 2000 and
December 2009. Patients were selected if they meet the following criteria: (1)
Adenocarcinoma located in the esophagus or gastroesophageal junction (Siwert | and
I); and (2) Treatment with trans-hiatal esophagectomy. Patients were excluded
according to the following criteria: (1) Neo adjuvant therapy; and (2) Missing of
pathology or follow-up data; (3) Non-surgical treatment; and (4) Siwert 111 tumor.

Data regarding survival were collected from medical registers or phone contact with
patient family.

This study was conducted according with rules of the Brazilian Ethics and approved by

the Ethical Committe of the HCPA (CONEP 198984 / GPPG HCPA 08-300.

Transhiatal esophagectomy

Patients were operated following a standardized surgical approach carried out by the
same surgical team. Transhiatal esophagectomy was performed as described elsewhere
22 Briefly, patients underwent laparotomy and cervicotomy, followed by diaphragm
hiatus opening and esophageal dissection with periesophageal linphoadenectomy. The
esophagus was sectioned proximally in the cervical segment and distally combined with
proximal gastrectomy. Transit was reconstructed with anastomosis between gastric tube

and cervical esophagus.
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Immunohistochemistry analysis

Determination of EGFR expression with immunohistochemistry was carried out
following a protocol described elsewhere 2°. Briefly, blocks with tumor tissue were first
embedded in paraffin for posterior analysis of slices stained with hematoxylin and
eosin. The slices were cut in 5 microns (um), followed by deparaffinization and
rehydration in distilled water. They underwent antigen retrieval with Proteinase K
(Dako) for 5 minutes and washed in distilled water. Subsequently they were immersed
in 3% hydrogen peroxide for 15 minutes to block endogenous peroxidase activity and
further washed with distilled water for 5 minutes. The monoclonal anti-human EGFR,
clone H11 (anti-EGFR, Dako) was applied to slices at a dilution of 1:200 and incubated
for 60 minutes after it was rinsed in PBS and incubated with streptavidin (dilution del:
20) by 30 minutes at room temperature and again washed twice with PBS for 5 minutes.
Thereafter the chromogen diaminobenzidine was applied for 5 min and then washed in
water for 3 minutes and then in distilled water. Finally the slices were stained with

hematoxylin for 2 minutes, dehydrated with alcohol and mounted for analysis.

Analysis of EGFR expression

EGFR expression was considered positive when membrane tumor cell was stained in
brown color (Figure 1). An external positive control was performed with placenta tissue
and a cell line of esophageal squamous carcinoma with positive EGFR.

Tissue analysis was performed by trained investigators and reviewed by an experienced

pathologist without knowledge of clinical and pathological data.
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Figure 1. EGFR expression at immunohistochemistry (400X). In A, a case of
adenocarcinoma with negative EGFR. In B and C, 2 different cases of adenocarcinoma

with positive EGFR (brown staining).

Statistical analysis

Data are presented as mean + SD, and frequencies and percentages when appropriate.
The following parameters were analyzed: gender, age, tumor place, tumor
differentiation, surgical staging and survival. These variables were related with EGFR
expression pattern. Quantitative data were analyzed using t test, whereas qualitative
variables were tested with qui-square test. Survival was described after Kaplan-Meier
analysis, carried out with the software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL, USA). The

P-value was considered significant when < than 0.05.
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RESULTS

A total of 70 consecutive patients had their medical records revised. Of these, 33
patients were excluded: 5 had Siwert 11l tumors, 15 received non-surgical treatment, 3
underwent esophagectomy other than trans-hiatal approach, 6 were treated with
radiochemotherapy preoperatively, and 4 had missing data in their medical records. A
final study population was therefore composed of 37 patients. Among them, there were
16 patients (43.2%) with positive EGFR.

The characteristics of patients grouped as positive and negative EGFR expression are
shown in Table 1. EGFR positive patients were significantly older than EGFR negative
patients. Men represented the majority of patients in both groups. Tumor localization
did not differ between groups, with approximately two-thirds located at the GEJ (Siwert
I and I1), and the remaining third in the esophagus. EGFR positive tumors were mostly
poorly differentiated, in contrast with EGFR negative lesions, which were
well/moderate differentiated in most cases. Significant differences were also found in
TNM staging. EGFR positive tumors presented higher scores either for T (T3+T4 =
94% vs. 51%), N involvement (94% vs. 53%), or Metastases (57% vs. 0%), in
comparison with EGFR negative lesions. As a result, tumor staging also differed
between groups. All patients with positive EGFR belonged to stage Il or 1V, whereas
most patients (62%) negative for EGFR had stage | or 1l tumors. Taking all patients as a
group (n = 37), EGFR expression was more frequent as higher was TNM staging (I and
I1=0% vs. lll =47% vs. IV = 100%; P < 0.001).

Patients where followed-up for 24.5 months on average. Out of 37 patients, 4 died
immediately after the surgery due to operatory complications, including pneumonia and

anastomotic leak. Other 6 patients received radiochemotherapy postoperatively.
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Table 1. Characteristics of patients with and without EGFR expression.

EGFR + EGFR — P
(n=16) (n=21)
Age, mean = SD 70.4+38 61.2+7.8 0.002
Men, n (%) 13 (81) 18 (86) 0.716
Tumor localization
Esophageal, n (%) 5(31) 6 (29) 0.999
Siwert | and 11 11 (69) 15 (71)
Tumor differentiation
Well/moderate 7 (44) 16 (76) 0.043
Poor 9 (56) 5(24)
TNM
T1 1 (6) 4 (19) 0.043
2 0 6 (29)
3 11 (69) 9 (43)
4 4 (25) 2(9)
N negative 1 (6) 10 (47) 0.010
positive 15 (94) 11 (53)
MO 7 (43) 21 (100) < 0.0001
1 9(57) 0
Tumor staging, n (%) <0.0001
| 0 3(14)
1 0 10 (48)
1l 7 (44) 8 (38)
\Y, 9 (56) 0
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Of these, 5 (83.3%) were positive for EGFR expression. Among the remaining 31
patients treated exclusively with surgery, only 11 (35.5%) had EGFR positive lesions (P
= 0.066). As presented in Figure 2, survival was significantly longer in EGFR negative

patients compared to those who expressed EGFR (21.7 vs. 10.5 months; P = 0.001).

EGFR

M Negative
1Positive

084

Survival

0.4

0,04

T T T T
20 (] 60 80 100

Time (months)

o

Figure 2. Survival curve in patients with and without EGFR expression (4 patients

excluded due to surgery-related mortality).
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DISCUSSION

Adenocarcinoma of the esophagus and gastresophageal junction is currently considered
a public health problem, given its increasing incidence and poor survival ?*. Efforts to
ameliorate outcomes, including optimization of prognostic makers, can be crucial to the
management of patients with this condition. Prior studies have suggested that EGFR
expression might be useful in predicting outcomes in patients with adenocarcinoma of
the esophagus and GEJ *®*°. Our purpose was to confirm the utility of EGFR expression
in the prognosis of patients with this malignant condition treated with trans-hiatal
esophagectomy.

The main findings of our study were: 1. EGFR expression was related with more
advanced lesions, with higher scores for both TNM classification and tumor staging; 2.
As expected, the degree of tumor differentiation was poorer in cases with positive
expression for EGFR; 3. Survival was significantly shorter in the group of patients who
expressed EGFR. Secondary findings included a relation between EGFR positivity and
older age, a predominance of GEJ compromising in spite of esophageal lesions, and a
trend for utilization of radiochemotherapy in EGFR positive patients.

In the current study, EGFR expression was found in nearly half of adenocarcinomas.
This is in agreement with other studies, in which EGFR expression ranges between 32%
and 64% 819%2 Besides its relatively high prevalence, EGFR expression was related
with more advanced lesions, with higher scores either for tumor staging, nodal
involvement, or metastasis. Furthermore, lesions with expressed EGFR showed poorer
tumor differentiation. These findings have been demonstrated in other studies *%°,
indicating that EGFR expression is a marker of more advanced tumors and therefore

poorer prognosis.
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Survival was significantly shorter in the group of patients who expressed EGFR. This
can be explained by several factors, including higher TNM scores, poorer tumor
differentiation and also older age in the group of patients with positive EGFR. These
patients also showed a trend to receive more adjuvant treatment with
radiochemotherapy after esophagectomy. This likely reflects advanced lesions, which
usually requires an aggressive approach in spite of surgical treatment 2"*%. Prior studies
have also suggested that EGFR expression is related with shorter survival 81922629 ¢
has been proposed that EGFR may participate in the carcinogenesis process of
esophageal adenocarcinoma *°, based on the fact that EGFR may stimulate proliferation
and migration of tumor cells ***2. Further studies are needed to clarify this topic and
assess a possible benefit of anti-EGFR antibodies **.

We acknowledge limitations in this study. Firstly, it was a retrospective cohort, which
impeded the exact characterization of free-disease survival and death causes. Secondly,
a limited sample size precluded multivariate analysis including additional potential
confounders. However, we also recognize some high-quality characteristics. Contrasting
with other studies, our patients were treated exclusively with trans-hiatal
esophagectomy before providing tumor specimens for EGFR analysis. Thus, tissue
evaluation did not suffer potential influences of other therapeutic modalities, including
radiochemotherapy. In addition, EGFR analysis was carried out using
immunohistochemistry, which has been considered a feasible technique for this purpose
34.

In conclusion, the current study assessed whether EGFR expression predicts tumor
staging and survival in EA patients treated with trans-hiatal esophagectomy. We found
that EGFR expression was related with older age, poor tumor differentiation, higher

TNM staging, and shorter survival in comparison with EGFR negative cases. These

o1



finding confirm EGFR expression as a prognostic markers in patients with
adenocarcinoma of the esophagus and GEJ. Further studies are needed to test the
hypothesis that endoscopic assessment of EGFR expression can be useful in the

management of patients with this condition.
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