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Lista de abreviaturas

AE: adenocarcinoma de eséfago

ABC: avidin-biotin-peroxidase complex

ATP: adenosina trifosfato

BCR-ABL.: tirosina-quinase envolvida na leucemia mieldide crénica
CE: cancer de esbéfago

CEE: carcinoma epidermodide de eséfago

CD117: receptor c-kit

DNA: acido desoxirribonucléico

EGFR: epidermal growth factor receptor

FCT: fator células-tronco

GISTs: gastrointestinal stromal tumors

LMC: leucemia mieldide crénica

PDGF-R: platelet-derived growth factor receptor
RS: Rio Grande do Sul

SCCE: squamous cell carcinoma of the esophagus

TEG: tumores do estroma gastrointestinal



1. INTRODUGAO

O carcinoma epidermoide do eséfago esta entre as neoplasias malignas
mais agressivas, apresentando uma incidéncia mundial relativamente elevada'™.
O diagndstico da doenca na maioria dos pacientes é estabelecido no estagio
avangado, sendo um dos canceres mais letais em nosso meio. A cirurgia
permanece como o tratamento de escolha para as lesdes ressecaveis, ainda que
nos pacientes operados com intengdo curativa a sobrevida estimada nao
ultrapassa os 10% dos casos. Por este motivo, buscam-se novas alternativas de
tratamento, que incluem quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante combinada
com radioterapia e cirurgia *®°. Entretanto, até o presente momento, ndo ha um
beneficio claro em termos de sobrevida na associagao de tratamentos pré ou
pds-operatdrios a cirurgia "®.

O cancer de es6fago tem uma incidéncia muito alta no Rio Grande do Sul,
quando comparado a outras regides do Brasil, sendo identificadas areas dentro
do estado que apresentam uma incidéncia desproporcionalmente alta. O
coeficiente de mortalidade no Rio Grande do Sul em 1970 foi de 8,5/100.000
para o sexo masculino e de 2,3/100.000 para o sexo feminino. Em 1999, estes
coeficientes passaram para 12,4 e 3,9 para o sexo masculino e feminino,
respectivamente °.

Existe, atualmente, um grande esforco na procura de marcadores que
permitam melhorar a triagem e o diagndstico precoce dos tumores esofagicos. A
analise molecular de marcadores preditores de cancer pode ter um papel

importante na identificacdo de células alteradas, uma vez que pode identificar



anormalidades antes de outros métodos. Mesmo naqueles casos diagnosticados
tardiamente, a identificacdo destes marcadores pode ter valor progndstico,
podendo determinar potencial de metastatizacdo ou recorréncia e também
sensibilidade a agentes terapéuticos.

Estudos em biologia molecular de tumores esofagicos tém revelado
alteracdes na regulacéo do ciclo celular, tanto no carcimoma epidérmoide quanto
no adenocarcinoma. As mutagcbes ocorrem nos oncogenes EGFR, erbB-2,
ciclina D1, em genes supressores tumorais como 3p(FHIT), Rb, p53, p16,
p14ARF, e na telomerase "2

Atualmente, sabe-se que as tirosino-quinases estao implicadas em varias
fases da oncogénese e em diversas neoplasias. Estas enzimas atuam regulando
a atividade de proteinas, como fator regulador do crescimento celular ou fator
formador de coldnia, essencial no desenvolvimento de melandcitos, eritrocitos,
mastdcitos, células germinativas e da célula intersticial de Cajal '*. Entre os
receptores de tirosino-quinases, o CD117 esta especificamente relacionado com
os tumores do estroma gastrointestinal, o BCR-ABL com a leucemia mieldide
cronica, e o PDGF-R com algumas doencas mieloproliferativas crénicas que se
caracterizam por eosinofilia '*>°.

Fato importante é que a expressédo desses receptores nestas neoplasias
esta associada a uma excelente resposta a moduladores do ciclo celular '8, O
mesilato de imatinibe, um inibidor do receptor de tirosino-quinase, tem sido
utilizado para o tratamento dos tumores de estroma gastrointestinal mesmo em

pacientes que apresentam péssima performance com doenga disseminada '°2".



Este estudo tem como objetivo geral a investigacdo da expressao
imunoistoquimica de CD117 no carcinoma epidermdide de esbfago,
vislumbrando uma futura possibilidade terapéutica especifica para este tipo de

cancer.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CANCER DE ESOFAGO

O cancer de esbfago é o oitavo tumor mais comum no mundo e o quarto
tumor mais comum nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América
Latina'. Apresenta, como caracteristicas, uma grande diversidade na distribuicdo
geografica e incidéncia. As razdes para tais variagcbes nao sdo absolutamente
conhecidas, embora estudos epidemiologicos sugiram influéncia de fatores
ambientais e nutricionais.

Os dois tipos histoléogicos mais importantes de cancer do eséfago, o
carcinoma epidermoide (CEE) e o adenocarcinoma (AE), apresentam diferencas
epidemioldgicas extremamente acentuadas'??. Ha um verdadeiro cinturdo de
cancer esofagico, integrado pelo litoral do Mar Caspio, nordeste do Ira, planicies
do Turkistdo e norte do Afeganistdo e China. Na Africa do Sul, Bombaim (india),
Norte da Franca e bolsées na porgao setentrional da América do Sul, encontram-
se areas de alta e média incidéncia. O carcinoma epidermoide € mais comum
nas regides endémicas do mundo e 0 adenocarcinoma nas areas nao-
endémicas, como os Estatos Unidos e a maioria dos paises ocidentais da
Europa®?®. As razbes para essas diferengas regionais sdo pouco
compreendidas, contudo parece claro que nenhum fator etiolégico isoladamente
possa ser responsavel por tal variagdo em areas geograficas distintas.

No Brasil, segundo as estatisticas do Ministério da Saude, estima-se que

em 2008 o cancer de esbfago sera a sexta neoplasia mais freqliente no sexo
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masculino. No Rio Grande do Sul (RS), as neoplasias ocupam o segundo lugar
na distribuicdo das causas de mortalidade logo apdés as doengas
cardiovasculares e, dentre elas, o CE sera neste ano a terceira causa em
homens e a sexta em mulheres®. Esses coeficientes sdo os mais altos, quando
comparados com outros estados brasileiros e com paises do cone sul da
América Latina.

Outra caracteristica do cancer do es6fago é apresentar zonas de alto
indice de mortalidade proximas geograficamente de outras de baixo indice, fato
que também foi observado no RS, notando-se coeficientes de mortalidade quatro
vezes superior de uma microrregido para outra 2’ 2°,

Nas ultimas décadas, tem ocorrido uma mudanga notavel na incidéncia e
no tipo histolégico do cancer do esbfago entre os individuos brancos. O
adenocarcinoma de esdfago e cardia, incluindo a jungao esofagogastrica, tem
aumentado rapidamente, especialmente em homens brancos 30, Atualmente, o
adenocarcinoma do eséfago representa quase 50% de todos os casos de cancer
esofagico nos Estados Unidos. A causa para esse aumento € desconhecida,
mas tendéncia similar tem sido observada na Europa 3 Todavia, em um estudo
realizado durante dez anos em um centro de referéncia para cancer de eséfago
no sul do Brasil mostrou uma prevaléncia de 15% para o adenocarcinoma e de
81% para o carcinoma epidermoide *2.

O carcinoma de esbéfago é pelo menos trés vezes mais comum em
homens do que mulheres e apresenta pico de prevaléncia entre a quinta e

sétima décadas. A causa do maior risco em homens é incerta, mas
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provavelmente reflete diferengas dietéticas, consumo de alcool e tabaco.
Embora ambos possam envolver qualquer segmento do eséfago, o carcinoma
epiderméide € mais comumente encontrado no eséfago médio e o
adenocarcinoma no esofago distal 3%,

O cancer de es6fago é geralmente diagnosticado em estagios tardios,
quando o progndstico é ruim e a sobrevida raramente excede 5% a 10% 2. A
histéria natural desta doenga € caracterizada pelo extenso crescimento local
com invasdo direta das estruturas mediastinais, metastases linfaticas e
disseminagao a distancia. A cirurgia € a principal opg¢ao terapéutica, mas com
limitacbes inerentes impostas pelas caracteristicas anatdmicas e bioldgicas,
estagio e localizacdo do tumor. Outras modalidades terapéuticas, como a
quimioterapia e a radioterapia, tém sido associadas a cirurgia objetivando a
mudanca deste cenario, mas nenhuma melhora significativa foi relatada até o

35-38

momento . Por outro lado, a constatagdo de que pacientes com tumores

menores do que 1 cm apresentaram sobrevida em cinco anos de 83%,
demonstrou que o diagndstico precoce é um importante fator prognéstico .
Assim sendo, justifica-se o esfor¢co na realizagcao do rastreamento do cancer de
es6fago e no aprimoramento dos métodos para deteccédo precoce de células
tumorais, além da pesquisa de parametros prognosticos mais objetivos e que
possam ser obtidos ainda nas fases iniciais da doenga *°.

A carcinogénese esofagica consiste em um processo complexo de

multiplas etapas e, certamente, de etiologia multifatorial. Alguns elementos sao

necessarios na iniciagdo do processo neoplasico, enquanto outros parecem
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atuar na progressao do tumor. Alguns autores sugerem que o cancer de esbéfago
provém da associacdo de trés fatores carcinogénicos: fatores predisponentes,
como deficiéncias vitaminicas e esofagites, fatores mutagénicos, como os
compostos nitrosos, tabaco e bebidas alcodlicas, e fatores promotores, como os

ésteres presentes em algumas bebidas alcodlicas “°.

2.2. MARCADORES ONCOGENICOS

A analise molecular do tecido esofagico tem um papel fundamental na
identificacdo de células displasicas, uma vez que pode detectar malignidade
antes das mudancas fenotipicas observadas por métodos convencionais.
Demonstra, basicamente, mutagdes nos genes envolvidos no controle do ciclo
celular. Estes marcadores oncogénicos sao, principalmente, os oncogenes e
genes supressores tumorais 42,

Os oncogenes sao sequéncias de DNA que expressam proteinas
controladoras da proliferagao, diferenciacdo e morte celular. Eles sao versoes
somaticamente mutadas de genes celulares normais ou proto-oncogenes, e
codificam proteinas que governam passos cruciais no crescimento, diferenciagao
e morte programada da célula. Tais alteragcdes levam a uma perda ou ganho de
funcdo da proteina codificada pela seqiéncia alterada e a consequente
transformagao maligna. Nas ultimas décadas, centenas de proteinas ja foram

identificadas como causadoras de tumores. Entretanto, nenhum oncogene é

capaz de induzir isoladamente uma célula normal para o fenétipo maligno. A
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combinagcdo de pelo menos dois oncogenes tem de estar presente para que
ocorra a transformagao maligna.

Ao contrario dos proto-oncogenes, as formas normais dos genes
supressores de tumor condicionam a sintese de proteinas que sao inibidoras de
fatores de proliferacdo e, desse modo, regulam negativamente a proliferacao
celular. Mutagbes nesses genes tém carater recessivo, sendo necessaria a
perda de duas copias do gene normal para manifestacao do fenétipo maligno,
gque nesses casos, resulta na auséncia da proteina. As alteragdes mais
encontradas nos tumores associados a esses genes sao, portanto, delegdes que
propiciam a inativacdo génica, por perda total ou parcial da sequéncia
correspondente, ou mutagdes de ponto que resultam em proteina inativa.

De um ponto de vista rudimentar, o cancer pode ser visto como uma
doenca genética na qual a célula progenitora que gera o tumor, parece ter
adquirido um numero critico de mutacbes nos genes, que irdo afetar o
crescimento ou a diferenciacdo celular. Essas mutagdes podem ocorrer nos
oncogenes ou genes supressores tumorais até atingirem um limiar apos o qual a
célula maligna ira proliferar de forma incontrolavel. Cada uma destas mutacoes é
transmitida para a progenia desta célula. A progenia constitui um clone com
todos os membros geneticamente similiares ou idénticos a célula progenitora.
Em principio, qualquer mutagdo ou produto de gene que contribua para o
fendtipo maligno é um alvo para o diagnéstico do cancer 3.

Entre as técnicas utilizadas para o diagndstico molecular do cancer, a

imunoistoquimica se baseia no uso de anticorpos direcionados contra
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marcadores antigénicos. Os anticorpos podem ser policlonais, derivados do soro
de animais imunizados, ou monoclonais, derivados de hibridomas de ratos. Esta
técnica é usada principalmente para detectar genes especificos ou proteinas
mutantes, produtos de oncogenes ou genes supressores tumorais. As vantagens
da imunoistoquimica incluem a rapidez, a possibilidade de medir os resultados
com a citometria de fluxo e a habilidade de relacionar a localizagdo antigénica
com a segao de tecido corado ao microscopio. Entre as desvantagens estdo a
destruicado de muitos epitopes antigénicos pela fixacdo dos tecidos e a variagao
de sensibilidade e especificidade das diferentes prepara¢des de anticorpos.
Estudos em biologia molecular de tumores esofagicos tém revelado
alteracdes na regulacéo do ciclo celular, tanto no carcimoma epidérmoide quanto
no adenocarcinoma. As mutagbes ocorrem nos oncogenes EGFR, erbB-2,
ciclina D1, e em genes supressores tumorais como 3p (FHIT), Rb, p53, p16,
p14ARF, e na telomerase. Aproximadamente 40 a 60% dos carcinomas de
esOfago e 30% das lesdes precursoras hiperexpressam ciclina D1. O produto do
gene p53 regula a progressdo do ciclo celular, o reparo do DNA, a
neovascularizagdo e a apoptose; 50 a 80% dos carcinomas esofagicos
apresentam mutacdes do p53. O processo de malignizagao também requer a
ativacao da telomerase, uma rinonucleoproteina que adiciona hexameros de
DNA as extremidades dos cromossomas para prevenir a perda do comprimento
do telomero na replicagdo do DNA. Uma expresséo elevada de telomerase €&
encontrada em displasias de alto grau, assim como em todos carcinomas

esofagicos 2.
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A complexidade que envolve as rotas de sinalizagao celular no cancer
dificulta o isolamento de alvos especificos passiveis de manipulagao por agentes
anticancer. Contudo, o crescente esforco cientifico tem identificado alguns alvos
moleculares potenciais. Almeja-se o desenvolvimento de terapias que possam
minimizar a toxicidade sem prejuizo da acdo antitumoral da medicacio.
Atualmente, estdo sendo pesquisados o0s seguintes potenciais agentes
anticancer: (1) moduladores da angiogénese — agentes capazes de estabilizar
ou prolongar a progressao tumoral; (2) inibidores de quinases — que diminuem a
proliferagdao celular; (3) inibidores de metaloproteinases — que inibem ou
retardam o processo de invasao tumoral; (4) agentes modificadores do status
oxidativo celular — que podem agir como supressores tumorais; (5) inibidores de
topoisomerases; (6) inibidores de proteasoma; (7) inibidores de chaperones; (8)
inibidores de receptores; (9) inibidores de mediadores inflamatérios; (10)

inibidores de fatores de crescimento *4°.

23. CD117

As tirosino-quinases sado enzimas que catalizam a fosforilagcdo de
residuos de tirosina em proteinas, com ATP ou outros nucleotideos como
doadores de fosfato. O receptor é dividido em um dominio extracelular no qual
se localiza o sitio de agdo do ligante, um dominio hidrofébico de fixagao
transmembrana e um dominio intracelular. Apos ativagao induzida pelo ligante,
os receptores sofrem um processo de dimerizagao, resultando na ativagao da

molécula de tirosino-quinase.
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A tirosino-quinase KIT, um tipo de ciclina, vem sendo amplamente
investigada em relacao a sua fungao no ciclo celular. Sabe-se que a ativacao de
seu receptor, conhecido como c-kit, que € expresso na imunoistoquimica pela
proteina CD117 através do seu ligante habitual - fator de células-tronco (FCT) é

%051 Estas enzimas atuam

essencial para o desenvolvimento das células tronco
regulando a atividade de proteinas, como fator regulador do crescimento celular
de melandcitos, eritrocitos, mastécitos, células germinativas e da célula
intersticial de Cajal °*°°,

As tirosino-quinases apresentam uma particular relevancia nas doengas
humanas como o cancer, tendo sido implicadas no desenvolvimento e no
crescimento maligno de melanomas, leucemias, neoplasias mieldides,
neoplasias germinativas, de mama, e de pulméo **°*’. Os receptores de tirosino-
quinase CD117 e BCR/ABL estao especificamente relacionados com os tumores
do estroma gastrointestinal e com a leucemia mieldide crénica, respectivamente.

Um dos acontecimentos mais significativos no desenvolvimento de
terapias com alvos moleculares foi o desenvolvimento do mesilato de imatinibe,
um derivado da 2-fenilaminopirimidina, que atua como inibidor de tirosino-
quinase com alta especificidade para CD117, BCR/ABL e PDGF-R. Este inibidor
liga-se competitivamente ao sitio de ligacdo do ATP do receptor de tirosino-
quinase, impedindo a fosforilagdo do receptor e a transmissao intracelular do
sinal *%.

O imatinibe tem revolucionado o tratamento da leucemia mieldide cronica

(LMC), com acentuada melhora no prognoéstico em todas trés fases — crénica,
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acelerada e blastica. Muitos pacientes com LMC apresentam resposta
citogenética em mais de 80% dos casos. O composto inibe a proliferagéo e induz
apoptose em linhagens BCR-ABL-positivas, bem como em células leucémicas
de LMC, positivas para o cromossomo Philadelphia 2.

Os tumores de estroma gastrointestinal (TEG), em particular, parecem
depender basicamente de uma alteracio de CD117 para o seu
desenvolvimento. A quimioterapia para estes tumores apresentava resultados
desanimadores, e ndo havia opgao terapéutica para pacientes com doencga
metastatica. Os estudos com imatinibe mostraram indices de resposta entre 60 e
80%, mesmo em pacientes que apresentavam péssima performance com
doenca disseminada 3.

A revolugcdo ocorrida na pesquisa oncologica mostrou que cancer e,
essencialmente, uma doenga genética. Mutagdes em oncogenes, supressores
tumorais e de estabilidade cromossémica representam, em ultima analise, o
mecanismo responsavel pela carcinogénese. Ao longo dos ultimos anos diversos
genes envolvidos no surgimento do cancer foram identificados e finalmente
caracterizados . A expectativa € que o desenvolvimento de farmacos que
apresentem elevada especificidade para alvos moleculares, aumentara a
eficacia do tratamento com a concomitante redugdo dos efeitos adversos °° .

Neste cenario, seria ideal evoluir para uma analise
farmacogenética/genémica na terapia do cancer, utilizando estes dados como

base para projecdes prognosticas mais precisas e adogao de medidas mais

eficazes e menos toxicas. O agente terapéutico ideal seria aquele que atuasse
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como monoterapia atuando sobre um alvo comum a diversos tumores. Admitindo
esta evolugdo, é possivel imaginar que num futuro préximo, a evolugao
gendmica leve ao desenvolvimento de kits que permitam a analise de todos

genes relevantes para resposta a um farmaco.
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4. OBJETIVO

Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia da expressao imunoistoquimica de CD117 no

carcinoma epidermoide de esbéfago.
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ABSTRACT

Aim: To investigate the CD117 expression in specimens of patients with
squamous cell carcinoma of the esophagus (SCCE).

Methods: A pilot study was performed for CD177 immunoreactivity, using
a monoclonal antibody against CD117 (DAKO), on 27 esophageal squamous cell
carcinoma specimens from patients who underwent surgical resection at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre University Hospital, Faculty of Medicine,
Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. As a control
group, specimens of esophageal mucosa obtained from 10 healthy subjects were
also studied.

Results: Twenty-one (78%) males and six (12%) females with median (sd)
age of 58 (8) years, ranging from 36 to 77 years. Most of the patients were of
TNM stage Ilb or Il and mean overall survival was 21 (2 to 72) months.
Cytoplasmic membrane CD117 immunoreactivity was demonstrated in only 4
(15%) out of 27 tumors and in none of the controls (0%).

Conclusions: These results suggest that the decreased expression of
CD117 may be due to lack of control of the cell cycle in SCCE. Additional studies
are needed to better define the role of the CD117 in such tumors.

Key words: Esophageal cancer; Squamous cell carcinoma; CD117;

Carcinogenesis; Immunohistochemistry; Oncogenes; Cell cycle
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INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma of the esophagus (SCCE) is a highly
aggressive neoplasm. Statistically, esophageal carcinoma is the sixth leading
cause of cancer death worldwide. It is widespread in many parts of the world,
particularly in developing nations. In southern Brazil, in the state of Rio Grande
do Sul, SCCE may reach an estimated prevalence of 19.7 and 7.6 cases/100000
men or women in 2008,

At presentation, the overwhelming majority of patients has locally or
regionally advanced or disseminated tumors. Surgical treatment has traditionally
been the approach choice for patients with resectable tumors. The combined
modality approach of chemotherapy, radiotherapy or chemo-radiotherapy with
surgery have not shown a significant improvement in overall survival rate, which
rarely exceed 5% to 10% in 5 years for western countries. The underlying
reasons for this disappointingly low survival rate are multifold: ineffective
screening tools, cancer detection at an advanced stage, high risk for recurrent
disease after esophagectomy, definitive chemo-radiotherapy, mutated expression
of tumor suppressor genes leading to decreased response to therapy® and
limited survival achieved with isolated palliative chemotherapy for patients with

metastatic or unresectable disease*?®.
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Several risk factors for development of esophageal carcinoma have been
identified, such as smoking and alcohol consumption, but the molecular
mechanisms related to the esophageal carcinogenesis remain under
investigation. Changes in specific genes which play important roles in several
cellular functions such adhesion, signal transduction, differentiation or DNA
development and repair, as well as apoptosis have been identified® °'2,

CD117 (KIT) is a transmembrane tyrosine kinase that acts as a receptor
for stem cell factor or kit ligand. It belongs to the type Il family of receptor
kinases and it can be detected in several normal cell types including
hematopoietic cells, germ cells, interstitial cells of Cajal, ductal breast epithelium,
mast cells and melanocytes' . This molecule is also consistently expressed in
a number of tumors, such as gastrointestinal stromal tumors (GISTs),
seminoma/dysgerminoma, acute myelogenous leukemia, neuroblastoma,
Ewing’s sarcoma, mast cell disorders, and small-cell or large-cell neuroendocrine

carcinoma of the lungs'®.

In GISTs, the frequency of CD117 positivity is as
high as 90% to 95% that immunohistochemical CD117 detection is considered a
requirement for histologic diagnosis of GISTs.

Distinct efficacy and toxicity of traditional cancer therapies have led to the
development of new target-based agents. In this context CD117 expression is of
topical interest because CD117 is one of targets of the tyrosine kinase inhibitor
imatinib mesylate, that was shown to be effective in the treatment of GISTs and

chronic myeloid leukemia, since it targets the protein-kinase function®' 2,
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The aim of present study was to evaluate the immunohistochemical
expression of CD117 in squamous cell carcinoma of the esophagus, in an
attempt to determine whether this kinase plays a specific role in the esophageal

carcinogenesis allowing any blocking therapy in the future if possible.

METHODS

Patients

In this pilot study, we retrospectively studied 27 cases of squamous cell
carcinoma of the esophagus whose patients underwent surgical resection at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre University Hospital, Faculty of Medicine,
Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil between 1992
and 2002. Clinical data were noted from patient records. As a control group, 10
tissue specimens of esophageal mucosa of healthy volunteers were studied. The
study was performed by the Southern Surgical Oncology Group, of the Post-
Graduate Program of Surgery, Faculty of Medicine, after approval by the Ethics

and Scientific Committees of the University Hospital.
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CD117 immunohistochemistry

Immunohistochemical assessment was performed using a monoclonal
antibody anti-CD117 (DakoCytomation, San Diego, CA, USA) diluted at 1:50. To
determine the antibody reactivity, the avidin-biotin peroxidase complex (ABC
method; Kit LSAB DAKO) was used. The procedure was carried out at the
Pathology Unit of University Hospital. As positive controls for the
immunohistochemical reaction, interstitial cells of Cajal known to express CD117
were used. All immunostaining reactions were evaluated by the same pathologist
(JUK) unaware of patient identity, tumor condition or clinical outcome.

The slides were analyzed following a score of 0 to 3+, where 0, meant
completely negative; 1+ weakly positive; 2+ moderately positive; 3+ strongly
positive (Table 1). Only staining scored 2+ and 3+ at the membranous site (no
cytoplasmic staining considered) were considered positive. Variables were
described as mean, percentages, standard deviation and standard errors or chi-
square or Fischer exact test where appropriate. Statistical significance was

considered for at the 5% level for a confidence interval of 95%.

RESULTS

Tumor grade was considered according to the World Health Organization
classification as follows: Three (11%) patients presented a well differentiated, 22

(82%) a moderately differentiated and 2 (7%) poorly differentiated tumors.
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Twenty-one (78%) patients were male and six (12%) female. The median
(sd) age was 58 (8) and ranged from 36 to 77 years.

The depth of invasion, according to TNM classification was variable, with
majority of the cases were stage Ill (n = 21; 78%). The median (sd) survival time
was 21 (8) ranging 2 to 72 months.

The immunohistochemical reaction produced by the anti-CD117 antibody

was considered positive in four cases (15%).
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Table 1 — Classification of CD117 expression determined by immunochemical

method

Score Expression Staining pattern

0 negative No staining is observed, or membrane
straining is less than 10% of the
tumor cells.

1+ negative A faint barely perceptive membrane
staining is detected in more than
10% of the tumor cells. The cells are
only stained in part of the membrane.

2+ positive A weak to moderate complete
membrane staining is observed in
more than 10% of the tumor cells.

3+ positive A strong complete membrane

staining is observed in more than

10% of the tumor cells.




Table 2 — Clinical and pathological features
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Characteristics n Percent
Gender

male/female 21:6 78:22
Tumor site

middle third 10 37
distal third 17 63
Histological grade (CD117 expression)

well differentiated 3(1) 33,3
moderately differentiated 22 (2) 9
poorly differentiated 2(1) 50
total (CD117 expression) 27 (4) 15
Staging

I 1 3.7
1B 5 18.5
1l 21 77.8




Figure 1 — Esophageal positive sample for CD117 immunohistochemistry

expression (ABC method) (arrow); cytoplasmic expression
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Figure 2. Cajal Cell (arrow) as a positive control (IHC, ABC method)
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DISCUSSION

Squamous cell carcinoma of esophagus (SCCE) is still a disease of poor
prognosis. Many therapies, such chemotherapy and radiotherapy, have been
combined with surgery in order to change this scenario, yet no clear improvement
on survival have been reported so far. The outcome of patients with advanced
disease, the most common clinical presentation, is still very poor, and 5-year
survival rates rarely exceed 10% in western countries. SCCE is highly prevalent
in Southern Brazil and mortality rate in this region can be 14.3 and 4.2 per
100000 inhabitants for men and women respectively?.

The multiple stage of esophageal carcinogenesis has been histologically
defined. It has been established that esophageal carcinoma usually evolves
through a series of progressively severe histopathologic changes which involves
dysplasia of the epitelium, carcinoma in situ and, finally, invasive tumor. Based
on the concept that precancerous cells may have early alterations at a molecular
level, identification of new potential biomarkers might play an important role in
detection of high-risk lesions for malignant transformation and early diagnosis of
SCCE™ %,

Immunohistochemistry is nowadays a simple, reproducible way to assess the
expression of oncogenic factors in paraffin-embedded samples from cancer
tissues. It is therefore more routinely used to study the expression of new
potential therapeutic targets and to determine which patients are the most

predictable to respond to these specific therapies®.
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The achieved improvements on molecular biology certainly favor an
adequate method for molecular screening, and may result in early diagnosis
allowing curative therapy. CD117, a trans-membrane tyrosine kinase receptor,
has been immunoexpressed in a large variety of human neoplasms. Little,
however, is known about the prevalence and clinical implications of CD117 in
SCCE.

CD117 expression in malignant tumors is of crucial interest because CD117
is one of the targets of the tyrosine kinase inhibitor imatinib mesylate. Imatinib
initially was shown to be effective in the treatment of chronic myeloid leukemia, in
which it targets the kinase function of the BCR/ABL fusion protein. Subsequently,
significant treatment responses were also reported in patients with advanced
CD117-positive gastrointestinal stromal tumors (GISTs). It has been suggested
that the response rate to imatinib may be particularly high in CD117-expressing
tumors that also harbor activating CD117 mutations.

Went and colleagues studied the prevalence of CD117 expression in more
than 3.000 human tumors from 120 different tumor types by
immunohistochemistry in a tissue microarray set. The epidemiologically most
important CD117-positive tumors included GIST (100%), seminoma (84%),
malignant melanoma (36%), large-cell (17%) and small-cell carcinoma of the
lungs (7%). For squamous cell carcinomas of the esophagus, immunoreactivity
was documented in 2 out of 34 (5%)*.

Zhang et al. studied the expression of CD117 in tumor tissue, surrounding-

tumor tissue and normal tissue of 50 specimens of either squamous or
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adenocarcinoma of esophageal tumors. The strong expression rate was low in
tumor, para-tumor, and normal tissues (4%, 4%, and 12%), respectively %
Likewise, patients in that series presented with tumors of middle and lower
esophagus.

Also, no statistically significant differences were noted for CD117
expression and differentiation, depth of invasion, lymph node metastasis or stage
and these findings are in agreement with those results of Zhang et al.?®

Gilbault et al. evidenced a very rare expression of CD117 in SCCE — less
than 3% of the cases (3/107). The use of external or internal positive controls
(positive mastocytes in cancer stromal reaction for CD117) during
immunohistochemical procedures has ruled out the hypothesis of false-negative
reactions®.

In the present study, the authors found 15% of overexpression of CD117,
which is 3-fold higher than the expression reported by Zhang et al for both
squamous and adenocarcinomas. This difference, maybe be explained by the
fact that up to date to our knowledge, this is the first study addressing cancer
patients from an area with high incidence squamous cell carcinomas of the
esophagus and that tumors in this series were of slightly more advanced stage
(66% vs 78%) as compared to Zhang et al. series®.

In conclusion, our investigation suggests that CD117 should be further
investigated to better determine its potential use as a biomarker of SCCE within a
range of alternative monoclonal antibody therapy. The poor prognosis of

esophageal cancer with the current available therapies and the good promising
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response of certain tumors to the specific receptor tyrosine-kinase inhibitors,
must encourage additional studies analyzing this cell surface marker in other

esophageal cancer populations.
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RESUMO

Objetivo: Investigar a expressdo imunoistoquimica de CD117 em um
grupo de pacientes com carcinoma epidermoéide de esbéfago

Pacientes e Métodos: Vinte e sete pacientes com carcinoma epidermdide
de es6fago submetidos a ressecgao cirurgica no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre da Universidade Federal do Rio Grande do Sul foram avaliados para
imunoreatividade do CD117. Como grupo controle, foram utilizadas bidpsias de
mucosa esofagica de dez individuos saudaveis. A avaliagdo imunoistoquimica
dos tecidos foi realizada com anticorpo monoclonal anti-CD117 (DAKO).

Resultados: Foram avaliados 21 (78%) homens e 6 (12%) mulheres com
idade média de 58 anos (36 a 77). A maioria dos pacientes apresentava
estadiamento TNM Ilb ou lll, e a sobrevida média foi de 21 meses (2 a 72). A
reagao imunoistoquimica em membrana produzida pelo anticorpo anti-CD117 foi
considerada positiva em 4 dos 27 dos casos analisados (15%) .

Conclusbes: Esses achados sugerem que CD117 deve ser investigado
como marcador para o carcinoma epidermoéide de esbéfago. Estudos adicionais
sd0 necessarios em outras amostras populacionais, para melhor definir o papel
do CD117 nesses tumores.

Palavras-chave: Cancer esofagico; Carcinoma epiderméide de eséfago;

CD117; Carcinogénese; Imunoistoquimica; Oncogenes; ciclo celular
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INTRODUCAO

O carcinoma epiderméide do esbdfago (CEE) € uma das neoplasias
malignas mais agressivas. Estatisticamente, o carcinoma de eséfago € a sexta
causa de o6bito por cancer no mundo. Em muitas areas do mundo é endémico,
particularmente nas nagdes em desenvolvimento. No sul do Brasil, no estado do
Rio Grande do Sul, o CEE podera atingir 19,7/100.000 casos novos em homens
e 7,6/100.0000 em mulheres no ano de 2008 .

Ao diagnédstico, a grande maioria dos pacientes apresenta doencga
avangada local ou regional, ou disseminagao sistémica. A cirurgia tem sido
tradicionalmente o tratamento de elei¢do para pacientes com carcinoma de
es6fago ressecavel. A terapia combinada (quimioterapia e/ou radioterapia) com
a cirurgia nao altera a sobrevida, que raramente excede 5 a 10% em 5 anos. As
razbes para estes indices desapontadores de sobrevida sdo: testes de screening
inefetivos, deteccao da doengca em fase avangada, alto risco para recorréncia
apos esofagectomia ou quimioradioterapia definitivas e sobrevida limitada dos
pacientes com doencga irressecavel ou metastatica tratados com quimioterapia
paliativa 2.

Muitos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de esb6fago
foram identificados, como o fumo e o consumo de alcool, mas os mecanismos
moleculares para a carcinogénese esofagica ainda permanecem em
investigacao. Alteragcdes em genes especificos que tém papéis importantes em
diversas funcbes celulares como adesado celular, transducdo de sinal,

diferenciagdo, desenvolvimento ou reparo de DNA tém sido identificadas *>°'2.



52

CD117 (KIT) é uma tirosino-quinase transmembrana que age como
receptor para o fator de células-tronco (FCT) ou fator ligante de KIT. Pertence a
familia tipo Ill de receptores de quinases podendo ser encontrado em varios
tipos celulares incluindo células hematopoiéticas, células germinativas, células
intersticiais de Cajal, mastdcitos e melandcitos '>'°. Esta molécula também ¢é
expressa em uma variedade de neoplasias como tumores estromais intestinais,
seminoma/disgerminoma, leucemia mieldide aguda, neuroblastoma, Sarcoma de

Ewing e cancer de pulmao 0%

Em tumores estromais gastrointestinais, a
expressao de CD117 é considerada pré-requisito para o diagndstico histologico
devido a sua alta positividade imunoistoquimica (90 a 95%).

A eficacia e toxicidade variaveis das terapias tradicionais para o cancer
tém levado ao desenvolvimento de novos agentes baseados em alvos
especificos. Neste contexto, a expressao imunoistoquimica do CD117 é de
particular interesse por ser alvo molecular especifico para o mesilato de
imatinibe, um inibidor de tirosino-quinase. O imatinibe tem apresentado boa
resposta terapéutica para o tratamento de tumores estromais gastrointestinais e
de leucemia mieldide crénica, onde atua inibindo a funcéo quinase %'%.

Este estudo tem como objetivo avaliar a expressao imunoistoquimica de

CD117 no carcinoma epiderméide de esbdfago, vislumbrando uma futura

possibilidade terapéutica especifica para este tipo de cancer.
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METODOS

Pacientes

Foram avaliados retrospectivamente 27 casos de pacientes com carcinoma
epiderméide de esdfago submetidos a ressecgao cirurgica no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), entre 1992 e 2002. A coleta de dados foi realizada através de revisao
de prontuarios hospitalares.

Como grupo controle, biopsias de mucosa esofagica de dez voluntarios
saudaveis foram estudadas.

O estudo foi realizado apds aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UFRGS).

A reagao imunoistoquimica produzida pelo anticorpo anti-CD117 foi

considerada positiva em quatro (15%) casos.

Imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica foi efetuada utilizando-se anticorpos anti-CD117
(DakoCytomation — CA, USA) diluido a 1:50. Para determinar a positividade
desses anticorpos foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (método
ABC - kit LSAB DAKO). As amostras de tecido tumoral foram processadas por

técnica de imunoistoquimica de rotina do Servigo de Patologia do HCPA. Como



54

controle positivo interno para a reagao imunoistoquimica, foram identificadas
células de Cajal, conhecidas por expressar CD117. A avaliacao foi realizada pelo
mesmo patologista, sem o conhecimento da evolugao clinica e identificacdo dos
pacientes.

A leitura das laminas foi feita seguindo-se um escore de 0 a 3+, sendo o
zero, completamente negativo; 1+, fracamente positivo; 2+, moderadamente
positivo; 3+, fortemente positivo (Tabela 1). A coloragao considerada positiva foi
de membrana, sendo que a coloragcédo citoplasmatica foi somente registrada,
mas nao considerada positiva. Os escores 2+ e 3+ foram considerados positivos.

As variaveis foram descritas por médias, percentagens, desvio-padrao, e
distribuicao de frequéncia ou teste do qui-quadrado quando apropriado. Foi

considerado significativo um p<0.05 para um intervalo de confianga de 95%.

RESULTADOS

De acordo com a classificagdo histolégica padrao (WHO), 3 (11%)
pacientes apresentavam tumor bem diferenciado, 22 (82%) moderadamente
diferenciado e 2 (7%), tumor pouco diferenciado.

Vinte e um (78%) pacientes eram do sexo masculino e 6 (12%) do sexo
feminino. A média de idade era de 58 anos, variando de 36 a 77 anos. A
sobrevida média foi de 21 meses (2 a 72). As demais caracteristicas da amostra

sao apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 1 — Classificagado da expressao do CD117

Escore Expressao Padrao de coloragao

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

1+ negativa Coloracao fraca quase imperceptivel
em menos de 10% das células tumorais.
Parte da membrana é corada.

2+ positiva Coloracéao fraca a moderada
da membrana ocorreu em mais de
10% das células tumorais.

3+ positiva Coloracao forte e completa da

membrana ocorreu em mais de

10% das células tumorais.




Tabela 2 — Caracteristicas clinico-patolégicas da amostra
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Caracteristicas N Percentual
Sexo

masculino/feminino 21:6 78%:22%
Localizagao

terco médio 10 37%
terco inferior 17 63%

Tipo histologico

bem diferenciado 3(1) 33,3%
moderadamente diferenciado 22 (2) 9%
pouco diferenciado 2(1) 50%
Total ( Expressao CD117) 27(4) 15%
Estadiamento TNM

I 1 3,7%

1B 5 18,5%

1l 21 77,8%




Figura 1. Expressao imunoistoquimica positiva para CD117 (Método ABC)
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Figura 2 . Controle interno positivo — Célula de Cajal (IHC, Método ABC)
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DISCUSSAO

O carcinoma epidermoide de esbéfago (CEE) é ainda uma doenca de
péssimo prognostico. Tratamentos como quimioterapia e radioterapia tém sido
associados a cirurgia com objetivo de alterar este cenario, apesar de nao haver
relatos de melhora na sobrevida. A evolugdo dos pacientes com doencga
avancada, a apresentacao clinica mais frequente, é ainda muito desanimadora,
com indices de sobrevida em 5 anos que raramente ultrapassam os 10%. O
CEE ¢é altamente prevalente no sul do Brasil e os indices de mortalidade
estimados para 2008 nesta regidao sao 14,3 e 4,2/100.000 habitantes para
homens e mulheres, respectivamente 2

Multiplos estagios da carcinogénese esofagica tém sido definidos
histologicamente. Esta estabelecido que o carcinoma esofagico passa por uma
série de mudancas histopatolégicas progressivamente severas que envolvem
displasia do epitélio, carcinoma in situ e, finalmente, carcinoma invasivo.
Baseado no conceito de que células pré-cancerosas podem mostrar alteragdes a
nivel molecular, a identificacdo de novos marcadores pode ter um papel
importante na deteccado de lesdes de alto risco para transformagao maligna e
diagnéstico precoce de CEE 0%,

A imunoistoquimica é atualmente uma técnica simples e reproduzivel
para avaliar a expressdo de fatores oncogénicos em biopsias de tecidos

neoplasicos. Consequentemente, tém sido mais usada para o estudo da
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expressao de novos alvos potencialmente terapéuticos e para determinar quais
pacientes s30 passiveis de responder a estas terapias especificas °.

As melhoras atingidas com o estudo da biologia molecular favorecem o
rastreamento molecular através de métodos adequados, e podem resultar no
diagnostico precoce permitindo a terapia curativa. O CD117 é um receptor de
membrana de tirosino-quinase, com expressao imunoistoquimica em uma
variedade de neoplasias humanas. Pouco, entretanto, se sabe sobre a
prevaléncia e implicagdes clinicas do CD117 no carcinoma epidermodide de
esé6fago.

A expressao imunoistoquimica do CD117 em neoplasias malignas é de
crucial interesse porque ele é um dos alvos moleculares do mesilato de
imatinibe, um inibidor de tirosino-quinase. O imatinibe inicialmente se mostrou
efetivo no tratamento da leucemia mieldide crénica, onde atua diretamente na
funcdo quinase da proteina BCR/ABL. Subsequentemente, respostas
significativas ao tratamento também foram relatadas em pacientes com tumores
estromais gastrointestinais avancados positivos para CD117. Foi sugerido que
os indices de resposta ao imatinibe podem ser particularmente altos em
neoplasias que expressam CD117 e que também apresentam mutagdes nesta
proteina.

Went e cols estudaram a prevaléncia da expressdo de CD117 em mais
de 3.000 tumores humanos de 120 diferentes tipos de neoplasia, utilizando
imunohistoquimica pela técnica de microarray (tissue microarray format).

Epidemiologicamente os tumores que mais expressaram CD117 foram os
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tumores estromais gastrointestinais (100%), seminoma (84%), melanoma (36%),
carcinoma de células grandes (17%) e pequenas células de pulmao (7%). Para o
carcinoma epidermdide de es6fago, imunoreatividade foi documentada em 5%
(2/34) #.

Zhang e cols estudaram a expressao de CD117 no tecido tumoral, para-
tumoral e tecido normal de 50 bidpsias que incluiam tanto adenocarcinoma
quanto carcinoma epidermodide de eséfago. A expressao foi baixa nos tecidos
tumorais, para-tumorais e tecidos normais (4%, 4% e 12%), respectivamente %°.

Gilbault e cols também evidenciaram uma expressao muito baixa de
CD117 no CEE — menos de 3% dos casos (3/107). O uso de controles positivos
externos ou internos (mastécitos positivos para CD117) durante os
procedimentos imunoistoquimicos anulou a hipotese de reagdes falso-
negativas®.

No presente estudo, os autores encontraram 15% de expressao
imunoistoquimica do CD117, percentual trés vezes maior do que os encontrados
por Zhang e cols para carcinoma epidermodide e adenocarcinoma de eséfago. A
diferenga com outras séries poderia ser explicada pelo fato deste experimento
ter sido, ao nosso conhecimento, o primeiro realizado numa regido de alta
incidéncia anual de pacientes com carcinoma epidermoéide de eséfago.

Como conclusdo, nossos achados sugerem que o CD117 deve ser
investigado para determinar o seu potencial uso como biomarcador para o
carcinoma epidermoide de eséfago, visando terapias alternativas com anticorpos

monoclonais. O péssimo progndstico do cancer esofagico com os tratamentos
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atualmente disponiveis e as boas e promissoras respostas terapéuticas aos
inibidores especificos de tirosino-quinase devem estimular estudos adicionais
em outras amostras populacionais para melhor definir o papel do CD117 nesses

tumores.
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