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RESUMO: Os estudos em biologia molecular desenvolvidos nas ultimas décadas, possibilitaram grandes avancos para uma maior
compreensao da carcinogénese colorretal. Na década de 80 pesquisadores descobriram uma proteina com a capacidade de aumen-
tar a permeabilidade dos vasos sangiiineos. Inicialmente estatgina foi denominada como fatorde permeabilidade vascular
Estudos posteriores correlacionaram esta proteina com o crescimento de novos vasos sangliineos (angiogénese), quando passou a
ser chamada de fatorde crescimento endotelial vasculafVEGF). A proteina VEGF tem sido apontada como o principal fator
promotor da angiogénese, dengros varios ja conhecidos. Neste trabalho o objetivo foi quantificarproteinaVEGF, e correlacionar

os resultados com o estadiamento tumoral em amostras de adenocarcinoma colorretal. Foram incluidos 56 adenocarcinomas
colorretais, nos quais a detecgdo da proteina VEGF foi realizada por imunoistoquimica através da constru¢cdo de uma matriz
tecidual e sua quantificagdo com andlise digital de imagens assistida pmmputador. Nossos esultados ndo evidenciaram
relagdo estatisticamente significativa entre a expressao da proteina VEGF e o estadiamento tumoral, ou presenca e nimero de
linfonodos comprometidos. Baseado no nivel de expressdo da proteina VEGF nao foi possivel inferir a presenca de linfonodos
comprometidos nas amostras analisadas.

Descritores:Céancer colorretal; biologia molecular; VEGF; estadiamento; imunoistoquimica.

Os estudos em biologia molecular desenvolvi- Embora estes conceitos iniciais tenham sido de
dos ao longo das duas ultimas décadas possibilitarargrande valartornou-se logo evidente sua excessiva sim-
grandes avancos no sentido de uma maior compreerplicidade devido a demonstracéo de que estas protei-
sdo da carcinogénese colorretal. Considerando a exigras representavam ndo apenas um ndmero extrema-
téncia de estagios intermediarios determinados pelanente reduzido de genes/proteinas envolvidas no pro-
presenca de poélipos com diferentes graus neoplasicosegsso de carcinogénese, mas também contemplavam
Fearon &/ogelstein realizaram trabalhos pioneiros ao apenas um aspecto desta, representada pelo distlrbio
analisar o processo de degeneracao da mucosa colénipeoliferativo, etapa primordial, porém insuficiente para
normal até o surgimento de um carcinoma em paciene surgimento da neoplasia invasiva.
tes portadores de polipose adenomatosa familéar Folkman (1971) propés no principio da década
monstrando a ocorréncia de um acimulo de mutacfede setenta a importante participacao do desenvolvimen-
em genes expressando proteinas com acao sobre #&s de microcirculagdo no processo de crescimento
divisdes celulares, comaA®C, k-ras, DCC e p533. tumoral. Denominado como angiogénese, este proces-
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so tem sido demonstrado como um fator de grande reratério deAnatomia Patolégica S|®calizado na cida-
levancia, uma vez que o desenvolvimento de novosle de Joinville, Santa Catarinas amostras foram
vasos sangiliineos sao necessarios para o suporte demeradas e os nomes dos pacientes ndo foram utili-
oxigénio, de nutrientes, e também para remover molézados, mantendo-se o sigilo. Esta amostragem foi sub-
culas toxicas. A inducéo da angiogénese é reguladadividida em dois grupos, a saber: grupo-

por varias moléculas que podem ser liberadas por céadenocarcinomas colorretais classificados como Esta-
lulas tumorais, ou células normais, incluindo célulasdio | e Il pela classificagcdo TNM, ou seja, aqueles nos
endoteliais, células epiteliais, células mesoteliais equais ndo foi identificada a presenca de invaséao
leucécitos. Dentre estas moléculas esta um grupo deeoplasica em linfonodos; grupo B - adenocarcinomas
proteinas chamadas de VEGFRgcular endothelial  colorretais classificados como Estadio I, ou seja, aque-
growth facto), sendo considerado um dos mais im- las nos quais foi identificada a presenca de no minimo
portantes fatores de crescimento endotelial e indutoum linfonodo comprometido pelo tecido neoplasico.
da angiogénest Esta proteina, provavelmente esta Foram incluidas apenas as amostras que possuiam pre-
ligada ao crescimento tumoral e ao aparecimento deenca de estadiamento tumoral completo pela classifi-
metéstases. Sendo assim, supomos que a expresséagdo TNM e cujos blocos de parafina contendo teci-
da protein&/EGF, nos carcinomas colorretais possa do tumoral mostraram-se adequados a realiza¢do do
apresentar-se de forma diretamente proporcional apresente estudo.

grau de estadiamento tumoral, representado em espe-

cial pela presenca de metastases linfonodais. Construcdo da Matriz de Amostras
A imunoistoquimica tem sido empregada como Teciduais (TissueArray)
técnica padrdo para a identificagcdo da expresséo e Apos a sele¢do dos casos, foram escolhidos

guantificacéo tecidual de proteinas, sendo hoje umas blocos de parafina mais representativos do espéci-
ferramenta basica nos estudos de biologia moleculame tumoral baseado na analise de sua lamina corres-
Utilizada usualmente na pratica clinica através da andpondente corada com Hematoxilina e Eosina (HE). Foi
lise de espécimes individuais em laminas, estudos redeita uma revisdo microscépica desta para identifica-
lizados ao longo dos ultimos anos tem a associado comgdo dos segmentos com tecido tumoral, nos quais foi
a técnica Matriz damostrasTeciduais TissueArray), extraida uma amostra do bloco de parafina correspon-
através da qual podemos agregar multiplas amostradente com a utilizacdo de um “punch” descartavel para
de diferentes tecidos em uma mesma lamika. bidpsia de pele, com 5 mm de diametro. Multiblocos
guantificac@o imunoistoquimica normalmente é reali-destes fragmentos de amostras foram montados, sem-
zada por observadores (semiquantitativa), porém gre registrando a posi¢cdo de cada um para posterior
quantificacéo via anélise de imagens assistida por comidentificacdo (Figura 1).
putador vem se tornando popular no meio cientifico.
O obijetivo do presente estudo é verificar a hi-
potese de que os niveis de expressao imunoistoquimic
da proteina VEGF nos carcinomas colorretais sdo mai
ores nos tumores com presenca de metastase e
linfonodos regionais, utilizando-se uma MatriAd®eos-

trasTeciduais e andlise de imagens assistida por com “
putador o ® -
METODOS DO
LN
Casuistica

Trata-se de um estudo retrospectivo onde fo-
ram selecionados espécimes resultantes de 5
resseccoes cirargicas colorretais com diagnostico digura 1 - Multibloco e seu respectivo molde. O tecido no canto
adenocarcinoma. Essas amostras encontravam-se auperior direito foi colocado como marcador da primeira amostra
quivadas em blocos de parafina, disponiveis no Laboda matriz e ndo pertence as amostras do estudo.
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Imunoistoquimica Andlise Estatistica

De cada multibloco foi realizado um corte O software Epi Inf8 versao 3.5.1 foi utilizado para
histolégico o qual foi fixado em lamina a qual, apds trata-efetuar as andlises estatisticas deste traldalmmmpara-
mento, foi incubada com o anticorpo monoclonal paragdes foram efetuadas com o tégt#OVA ou com o teste
deteccdo da proteina VEGF humana (affinity Mann-Whitney/Kruskal-\&llis quando as variaveis nao es-
BioReagents, n° MA1-16629\. detec¢éo do anticorpo tavam normalmente distribuid@s variaveis categoricas
primario foi realizada com o sistema LSAB System-  foram analisadas usando-se o testeo exato de Fisher
HRP do fabricante Dako (c6digo K0690), e a visualiza¢éo O projeto deste trabalho foi analisado pelo do
foi obtida com o kit DAB+ Substrate Cromogen System Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Re-
do fabricante Dako (codigo K3463).quantificagdo da  gido de Joinville - UNIVILLE, e teve sua execugdo
reacao imunoistoquimica foi realizada através da analisaprovada pelo oficio n® 103/2007 por atender plena-
das microfotografias das amostras, auxiliada pelo softwarenente aos parametros descritos na Resolucao 196/96

Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics, USA). do Conselho Nacional de Saude.
Analise Digital da Imagem RESULTADOS
Usando-se idénticas configuracdes de
microscopia e fotografia, foram obtidas trés imagens de Cinquenta e seis pacientes foram incluidos nes-

cada amostra estudada (Figura 2) com uma objetiva de estudo, 28 pertencentes ao grisem metastase

40 vezes em microscdpio Nikon, modelo Eclipse E200.em linfonodos) e 28 pertencentes ao grupo B (com

As imagens foram auto balanceadas através do softwaraetastase em linfonodog)distribuicdo por sexo, ida-

Microsoft PhotoEditor para melhora do contraste e dode e estadiamento dos dois grupos estao representa-

brilho. Apds analise visual do conjunto, as imagens fo-dos nalabela 1.

ram processadas utilizando-se uma escala padronizada

de cores incluindo amplitudes respectivas para o vermefabela 1 -Dados pessoais e histopatologicos dos dois

lho (87-203), verde (15-165) e azul (0-121). grupos de pacientes estudados. Grupo A (linfonodos
As trés imagens de cada amostra foram sub-negativos) e grupo B (linfonodos positivos).

metidas a este processo, tendo a determinacdo do ni-

vel (escore) de expresséao da proteina VEGF sido obti- Grupo A Grupo B Valor de p
da pela multiplicacdo da densidade média peIoSeX0
percentual das areas positivamente coradas pell?ﬂasculino 16 13 p=0,42
imunoistoquimica (areas de coloragdo marrénob- Eeminino 12 15 ’
tencdo do escore final de expresséo da proteina VEGﬁjade Média
para cada amostra foi obtida através da média aritme- 63,2 60,5 p=0,48
tica entre o resultado individual de cada uma das tre%stadiamento
imagens da amostra. | 7

A 20

1B 1

A 2

1B 16

"nc 10

Profundidade do Tumor

pT2 7 1

pT3 20 23

pT4 1 4

Linfonodos Comprometidos

NO 28 -

Figura 2 - Lamina de multibloco submetida a detec¢éo da proteina 17
VEGF juntamente com as trés imagens obtidas de uma das amoé3

11

tras.
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Os escores obtidos na avaliagdo da expresséo Conforme a profundidade de invasao tumoral,
da proteina VEGF das 56 amostras deste estudo var& menor média do escore de expressado da proteina
aram de 2,15 até 48,36 (Figura 3). VEGF foi de 22,92 e desvio-padréo de 7,06 perten-

No grupoA o menor valor de escore foi de cente aos tumores classificados como @ haior
2,15 e o maior 42,83, com uma média de 24,49 e unmédia de escore foi 24,87 com desvio-padrao de 10,75
desvio-padréo de 10,91. No grupo B o menor valor deobtida dos tumores classificados como pT3. O gru-
escore foi de 7,86 e o maior 48,36, com uma média dpo de amostras classificadas como pT2 teve uma
24,42 e desvio-padrdo de 9,88s variagfes entre os média de 23,16 e um desvio-padrao de 10,44. Como
escores obtidos nos grupd® B ndo foram estatisti- pode ser observado na tabela 4 as diferencas obser-
camente significativas (p= 0,98), e os valores de cadaadas nas médias dos grupos separados pela pro-

caso podem ser observados na tabela 2. fundidade de invasao tumoral ndo foram estatisti-
Conforme o estadiamento tumoral, 0 menor es-camente relevantes (p= 0,86).
core pertenceu ao estadio | e 0 maior ao estadio IIIC. Divididas as amostras conforme o nimero

Apenas uma amostra foi classificada como estadio IIBde linfonodos comprometidos (tabela 5), o grupo clas-
com um escore de 34,40. O estadio A foi representadsificado como pN1 (1 a 3 linfonodos comprometi-
por duas amostras, com uma média de 19,65. Como podins) exibiu a menor média de expressao da proteina
ser observado na tabela 3 entre as amostras restantes/ BGF, ficando em 23,61 com desvio-padrao de 9,59.
menor média de escore pertence aos casos classificaddsmaior média foi do grupo classificado como pN2
como estadio | (23,16) maior média de escore perten- (4 ou mais linfonodos comprometidos) 25,67 e des-
ce aos casos classificados como estédio llIC (26,63)vio-padrao de 10,67. O grupo pNO (sem linfonodos
Aparentemente h4 uma diferencga entre média do escommprometidos) ficou com uma média intermediaria
de expressédo das amostras classificadas como estadio tle 24,49 e desvio-padrdo de 10,8%. diferencas
estadio IlIC, entretanto estatisticamente essas difererebservadas ndo sdo relevantes estatisticamente
¢as nao foram significativas (p=0,84). (p=0,87).

Escore= 0,64
| SRR -l e e e

Escore= 50,02

- - e -

Figura 3 - Imagens para detec¢do deopgina VEGF
Fotos A a C: caso n° 1, escore médio de 2,15. Fotos D a F: caso n° 56, escore médio 48,36.
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Tabela 2 -Valores do escar de expessdo da mteina VEGF em dem cescente e separados porugo.

Grupo A n= 28 Grupo B n= 28
N° do exame Escore médio N° do exame Escore médio
1 2,15 29 7,86
2 4,33 30 10,38
3 10,80 31 13,93
4 1,74 32 14,60
5 11,98 33 14,73
6 13,33 34 16,07
7 18,12 35 17,42
8 18,61 36 17,51
9 19,08 37 18,20
10 20,73 38 18,28
n 21,84 39 20,21
12 22,01 40 20,45
13 23,26 41 20,64
14 24,05 42 20,71
15 24,95 43 23,23
16 26,40 44 24,66
17 26,93 45 25,07
18 27,47 46 26,98
19 28,63 47 28,54
20 28,99 48 29,11
21 30,64 49 29,85
22 33,78 50 31,62
23 34,40 51 34,46
24 36,96 52 35,19
25 39,90 53 35,54
26 40,08 54 35,97
27 41,63 55 44,10
28 42,83 56 48,36
Média 24,49 Média 24,42
Desvio-padrao 10,91 Desvio-padréo 9,88
p= 0,98
DISCUSSAO senca de invaséo linfonodal e o estadiamento corrobo-

ra outros estudos ja efetuados os quais, embora utili-

Os resultados obtidos no presente estudo rezando metodologias distintas e analisando algumas ou-
presentam uma informacao adicional dentro do ampldras variaveis, também encontraram resultados que néo
espectro de achados que buscaram relacionar a exonfirmaram a possivel relacdo entre a expressao da
presséo da proteina VEGF e as diferentes variaveis nproteina VEGF e outros fatores prognosticos padroni-
cancer colorretal como estadiamento, grau histolégicozados, atualmente utilizados em pacientes portadores
tamanho do tumometastases linfonodais ou a distan- de cancer colorretal® ”.
cia e prognéstico. Por outro lado, a controvérsia a este respeito

A auséncia de correlacdo significativa aqui reside na existéncia de outros estudos os quais logra-
observada entre a expressao tumordlEH&F, a pre-  ram evidenciar diferencas significativas relativag-a
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Tabela 3 -Dados estatisticos obtidos na comparacdo dos escoom o estadiamento tumoral.

Estadiamento N Menor escore Maior escore Média Desvio-padréao Valor de p
I 7 2,15 40,08 23,16 11,28 0,84
A 20 4,33 42,83 24,46 11,09

1B 1 34,40 34,40 34,40 -

A 2 16,07 23,23 19,65 5,06

B 16 7,86 44,10 23,63 9,90

nc 10 13,93 48,36 26,63 10,74

Tabela 4 -Comparagdo da expssdo da mteina VEGF com a pfundidade de invasdo tumoral.

Profundidade do tumor n= 56 Média Desvio-padrao Valor de p
pT2 8 23,16 10,44 0,86
pT3 43 24,87 10,75
pT4 5 22,92 7,06

Tabela 5 -Comparacdo da expssdo da mteina VEGF com o nunewde linfonodos invadidos.

Linfonodos Invadidos n= 56 Média Desvio-padréao Valor de p
pNO 28 24,49 10,91 0,87
pN1 17 23,61 9,59
pN2 1 25,67 10,67

pressdo desta proteina. Funekal® embora ndo que a proteina VEGF pode ser utilizada para identi-
tenham observado relacéo significativa com diver-ficar pacientes com alto risco de recorréncia tumoral,
sas variaveis tumorais, demonstrou uma diferenca que estes poderiam beneficiar-se de um tratamen-
significativa de expressao no que diz respeito a preto adjuvante.

senca de metastases linfonodais. Resultados seme- A inexisténcia de consenso a respeito da
Ihantes foram encontrados por Kazaetaal °, os correlacdo dos niveis de expressdo da proteina
guais também encontraram diferenca significativa emVEGF com outros fatores prognosticos contrasta
relacdo a metastases linfonodais, invasédo linfatica €om sua crescente importancia clinidaexpres-

o tamanho do tumorNo estudo realizado por séao da proteina VEGF em varios tumores humanos
Takahashiet al ¥° a intensidade da reacdo para geralmente estd correlacionada com a progressao
deteccdo da proteina VEGF foi significativamente tumoral e mau progndstico ruim, motivo pelo qual
maior nos tumores com metastase do que nos tumadernou-se um alvo para o desenvolvimento de agen-
res sem metastase e adenomas (p < 0,001 e p <0,00ds terapéutico%?.

respectivamente), embora ndo tenha ocorrido esta Nos anos 90 foi desenvolvido um anticorpo
diferenca entre a intensidade de coloracdo dos tumonoclonal contra a proteina VEGF-A, denomina-
mores sem metastase e os adenomas. Cascalu do como bevacizumab, o qual vem sendo utilizado
11 apds estudarem a expressdo da proteina VEGEom resultados bastante promissofésAlguns

em 121 pacientes com carcinoma colorretal, todoestudos jA& demonstraram que a adicdo de
classificados em estadio Il, comprovaram a idéia debevacizumab a quimioterapia tradicional mostrou
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aumento da sobrevida dos pacientes com aceitavel Outro aspecto a ser discutido referente ao tra-

toxicidade. O FDAFood and Druddministration) balho aqui apresentado diz respeito a aplicabilidade dos
dos Estados Unidos aprovou a utilizacdo dorecursos utilizados para andlise dos testes de
bevacizumab em pacientes com tumores de colommunoistoquimica, os quais incluiram a elaboracéo de

irressecaveis e tumores de pulméo ndo escamosama matriz de amostras teciduais e a leitura dos resul-
ndo de pequenas células, também irressecaveis. Etados utilizando a analise de imagens assistida por com-
abril de 2007 o Ministro Japonés da Saltapa- putador

Iho e Bem Estar Social aprovou o uso de Nossa experiéncia com a constru¢do de uma

bevacizumab para tratamento de pacientes com tumatriz de amostras teciduais para a analise conjunta
mores de célon irressecavétfs retrospectiva de uma série de casos através de

Weihrauchet al ** relataram o caso de um imunoistoquimica confirmou os relatos favoraveis en-
paciente com 62 anos de idade, que teve diagnostica&ontrados na literatur&lém de tecnicamente sim-
do no ano de 2001 um adenocarcinoma de célon estdles e vidvel, sua utilizacdo implicou em diversos be-
dio lll. No ano de 2008 apresentou uma grandeneficios entre os quais poderiamos citar em especial
metéstase hepatica, irressecavel e com linfonodos da possibilidade de um maior controle de variacdes
hilo hepatico envolvido&p0os o tratamento adjuvante na coloragéo relacionadas a necessidade de varios
com cetuximab, bevacizumab e XELOX (Capecitabineprocedimentos (baterias), uma vez que todas as la-
Plus Oxaliplatin) o paciente mostrou completa remis-minas podem ser coradas através de um unico pro-
sao tumoral. Foi entdo realizada cirurgia para remo-cedimento, o que implica ainda, por seu turno em
¢éo dos residuos teciduais que ao serem submetidasna reducao do custo devido a necessidade de me-
ao exame histopatoldgico ndo evidenciaram tumomores volumes de reagentes, incluindo anticorpos
residual. monoclonais.

RNA de inteferéncia (RNAI) € uma tecnologia No que diz respeito a utilizacao de analise di-
emergente e potente, capaz de reduzir a expressao déal de imagens, trata-se de uma questdo mais com-
genes desejados. Estudos recentes tem utilizado espdexa de ser avaliada. Considerando-se que o0 pro-
tecnologia para controlar a expressdo da protein@edimento padréo para quantificacdo da coloracgéo res-
VEGF em diversos modelos tumoraisutilizacdo do  tringia-se a avaliagdo puramente subjetiva visual,
RNAi ndo esta em fase tdo avancada como dnexiste uma referéncia estritamente objetiva capaz
bevacizumab, porém resultados recentes mostram quee determinar a eficiéncia e confiabilidade dos méto-
esta tecnologia é bastante eficiente no controle da exdos de medida digital amplamente utilizados ao longo
pressdo génica. dos Ultimos anos. Esta dificuldade é ainda agravada

Mulkeen et al 18 testaram a capacidade do pelo fato de que estes ultimos também incluem um
RNAI para reduzir a expressdo da proteina VEGFimportante componente subjetivo como a determina-
em células de cancer de coOloAs células ¢éode campos e a definicdo do espectro colorimétrico
transfectadas com o RNAi mostraram um decrésci-a ser empregado. Mesmo considerando estas ressal-
mo de 94% da expressao da protafsF e 67%  vas, nossa experiéncia com a analise digital neste tra-
de decréscimo na proliferacdo celul@utro estudo  balho mostrou-se aparentemente confiavel e coerente,
realizado na China por H al'” utilizou RNAi para  confirmando os relatos favoraveis de outros estudos
controlar a expresséo da proteina VEGNivoein gue utilizaram este recurdb® 20
vitro. A expresséo do RNAlensageiro para a prote- Assim sendo, concluimos néo ser possivel con-
ina VEGF-C e da proteina VEGF-C in vitro foi signi- firmar a partir deste estudo a hipotese de que 0s niveis
ficativamente reduzida (45,3% e 35,3% respectiva-de expressao imunoistoquimica da proteina VEGF nos
mente).In vivo, quatro semanas apos a inje¢cdo docarcinomas colorretais sdo maiores nos tumores com
RNAI o volume tumoral foi significativamente menor presenca de metastase em linfonodos regionais, utili-
bem como a incidéncia de metastase em linfonodogzando-se uma Matriz denostrasTeciduais e andlise
(30%). de imagens assistida por computador
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ABSTRACT: Development of studies in moleculabiology over the last decades has contributed fobetter knowledge about
colorectal carcinogenesisAn important landmark in this process was the identification of a mtein with effect on vascular
permeability eventually named as vascular endothelial growth factor (VEGF), which seems to be essential for the angiogenesis
activation of tumor development. The aim of this study was to assess the VEGF expression and correlate to tumor staging in
colorectal cancer Surgical specimens fom 56 coloectal cancerpatients wee analyzed by immunohistochemisty for VEGF
expression using a multitissue array and a computer-assisted image system. No significant result was found between VEGF
expression and tumorstaging orlymph nodes metastasiaVe concluded that no pedictive value forlymph nodes metastasis could

be demonstrated byWVEGF immunostaining in this study.

Key words: Colorectal cancer; molecular biolog§fGF; staging; immunohistochemstry
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