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RESUMO - Racional - No cancer gastrico, a incidéncia, o diagndstico e as opgoes terapéuticas apresentaram melhorias nas ultimas décadas, porém o
prognostico permanece reservado, especialmente devido a maioria dos pacientes procurarem recurso médico com tumores avangados, metastaticos
ou cirurgicamente irressecaveis ja no diagnostico. Biologia molecular ¢ area de conhecimento recente com grandes questionamentos a serem re-
spondidos ¢ a atualidade dos fatos cientificos mostra que o caminho devera ser através da identificagdo de marcadores tumorais. Os grandes avangos
na area da informatica aprimoraram a analise da imagem celular através da citofotometria de imagem que possibilita através da imunoistoquimica
estudar a proliferagdo celular e a angiogénese que participa em diversos processos tumorais, sendo pesquisadas por varios marcadores. Atualmente
estudos sdo realizados para demonstrar o valor prognoéstico de suas expressdes, contudo, no adenocarcinoma gastrico resultados tém sido diver-
gentes e estudos escassos. Objetivos - Identificar e quantificar citofotometricamente a expressdo dos marcadores da angiogénese através do fator
VIII no adenocarcinoma e comparar suas expressdes com fa classificagdo de Bormann, profundidade de invasao tumoral, grau de diferenciagao,
envolvimento nodal, padrdo histologico e idade. Métodos - Foram estudados 21 pacientes com adenocarcinoma gastrico, identificados de 1998 a
2006. Para a detecgdo do Fator VIII foi realizada imunoistoquimica, com anticorpo policlonal para Fator VIII. Foi realizada analise citofotométrica
informatizada pelo sistema SAMBA 4000. Resultados - Dos 21 pacientes 61,90% eram do sexo masculino e 38,10% do feminino, com idade me-
diana de 65 anos e apenas um nao marcou para o Fator VIII (95,24% de marcagdo). As médias dos indices de marcagem para o Fator VIII foram de
61,14% (desvio-padrao de 15,06, variando de 29,16 a 73,91). Tumores com classificagio III ou IV apresentaram indice de marcagem maiores do que
aqueles com Bormann I ou II, porém sem correlagdo com a profundidade de invasdo tumoral, grau de diferenciagio, envolvimento nodal e padrao
histologico. Conclusées — O presente estudo identificou e marcou 95,24% das amostras para o Fator VIII. Em relag@o aos fatores progndsticos nao
houve correlagao significativa exceto entre o Fator VIII e a classificagdo de Bormann no qual o tipo III ou IV foi maior que o tipo I ou II.

DESCRITORES - Adenocarcinoma gastrico. Fator VIII. Citofotometria de imagem. SAMBA.

INTRODUCAO

Apesar do declinio na incidéncia em muitas nagdes
industrializadas, o cancer gastrico permanece como
maior problema de saude ¢ a segunda causa de morte por
neoplasia maligna no mundo, sendo a prevengdo a maior
estratégia promissora de controle da doenga’. A incidén-
cia, o diagnostico e as opgdes terapéuticas apresentaram
melhorias nas ultimas décadas, porém o progndstico
permanece reservado, especialmente devido a maioria dos
pacientes procurarem recurso médico com tumores avan-
cados, metastaticos ou cirurgicamente irressecaveis ja no
diagnostico®. A doenga ¢ freqiiente no Brasil, ocupando a
quinta colocagdo, com diferengas regionais.

O adenocarcinoma ¢ o tipo mais comum de neoplasia
maligna do estdmago, correspondendo a aproximada-
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mente 90 a 95% de todos os casos®. Os tumores nio-
epiteliais constituem 5% e os mais freqiientes sdo os
linfomas e os leiomiossarcomas.

O estudo anatomopatoldgico e o estadiamento pré-op-
eratorio sdo importantes para o planejamento diagndstico
e terapéutico. Histologicamente, o carcinoma gastrico pode
ser classificado em dois tipos: o intestinal e o difuso'. O
tipo intestinal relaciona-se com epitélio metaplasico e com
formagdo de tumores volumosos. O tipo difuso apresenta-
se com células pouco diferenciadas infiltrando o estroma
gastrico e freqientemente com crescimento infiltrativo
conhecido como linite plastica de pior prognostico, que
acomete pacientes mais jovens'®. No estadiamento ex-
istem dois sistemas: o proposto pela International Union
Against Cancer (UICC) e pela Japanese Gastric Cancer
Association (JGCA). Ambos utilizam como pardmetro a
profundidade de invasdo de parede gastrica (T), a presenca
de metastase linfonodal (N) e a ocorréncia de metastase
a distancia (M)"".

Excluindo cancer gastrico precoce no Japao (com taxa
de sobrevida em cinco anos de aproximadamente 95%'"), o
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prognostico nao tem melhorado nos tltimos anos e a sobre-
vivéncia em cinco anos tem sido estimada em apenas 40%,
e naqueles com ressecg¢do completa a taxa de recorréncia
apresenta-se muito alta. A sobrevida pode ser melhorada
com a quimioradioterapia pos-operatoria. Apesar de grande
desenvolvimento quanto ao regime quimioterapico, mais
efetivo e menos toxica, modesta eficacia tem sido demon-
strada na doenga metastatica'>'®,

Estudos bem conduzidos com caracterizagao patologica
e identificagdo de marcadores tumorais tém permitido a
evolugdo na cirurgia, na patologia e no tratamento coad-
juvante do cancer gastrico. Contudo, entendimento maior
nas altera¢des moleculares € necessario’.

Biologia molecular ¢ area de conhecimento recente com
grandes questionamentos a serem respondidos, estimando-se
algumas décadas a frente para se ter confirmagao das idéias
hoje existentes. A atualidade dos fatos cientificos mostra que
o caminho devera ser através de detecgdo de marcadores que
entram no ciclo celular como estimuladores do desenvolvi-
mento celular, inibidores da mitose, alteragdes moleculares
do DNA obtidas por interferéncias externas e fatores de
crescimento, hormonios esterdides, dentre outros.

Mostram-se promissores na detecgido dos agentes que in-
terferem na multiplicagdo e fendtipos celulares, marcadores
de proteinas que atuam no ciclo celular. Varios métodos tém
sido tentados com sucesso para obter este objetivo. A maior
dificuldade ¢ a necessidade de tecnologia e operacionalidade
de alto custo tanto em material quanto em equipamentos. A
virtualidade da informatica tem sido utilizada para minorar
estes inconvenientes em fungao de que, com o uso de soft-
wares que ndo ocupam espaco e sdo de custo previsivel, a
marcagao destas proteinas poderia ser quantificada e quali-
ficada com maior facilidade e menor custo.

Os grandes avangos na area da informatica aprimoraram
a analise da imagem celular através da citometria de imagem
ou citofotometria que possibilita através da imunoistoquimi-
ca marcar as desejadas interferéncias supostas como fatores
etiopatogénicos das doengas. Varios marcadores estdo sendo
testados, entre os quais o Fator VIII, que permite coloragiao
das estruturas transformando as areas marcadas em imagens
numeéricas que sdo quantificadas pelo computador.

A proliferacdo desordenada de um tecido ou célula
depende do desequibrio entre os fatores bloqueadores e
estimuladores do ciclo celular, principalmente na fase de
sintese ou fase S. Varias sdo as proteinas que atuam pro
ou contra a multiplicagdo, somando-se a ela ainda a ag@o
de fatores de crescimento e de apoptose.

Angiogénese € o processo no qual ocorre o aumento pro-
porcional da microvascularizagdo em uma estrutura ou tecido.
Ele ¢ muito controlado e dependente de inimeros fatores
estimuladores e inibidores. Os recentes avangos na terapia
do cancer estdo relacionados em parte ao desenvolvimento
de agentes antiangiogénicos, que sinalizam serem elementos
de investigagdo, controle e tratamento na perspectiva de pro-
gresso na luta contra o cancer e suas metastases’.

Existem varios marcadores que lutam entre si para serem
reconhecidos como o melhor dentre os demais para marcar a
neovascularizagio caracteristica da angiogénese. Dentre eles

esta o Fator VIII. Muitas evidéncias sugerem que o estudo da
angiogénese possa provar um novo conceito de progndstico
em pacientes com cancer gastrointestinal, porém resultados
de estudos retrospectivos necessitam serem validados por
estudos prospectivos'®.

Os objetivos deste estudo foram: identificar e quan-
tificar citofotometricamente a expressao do marcador de
angiogénese Fator VIII e comparar a expressdo dele com
fatores prognosticos: profundidade de invasdo tumoral,
grau de diferenciacdo, envolvimento nodal, padrao his-
tologico e idade.

METODOS

A amostra inicial consistiu de 55 blocos parafinados e
fixados em formalina de pecas advindas de gastrectomias
com adenocarcinoma gastrico. O material foi proveniente
dos servigos de patologia do Hospital Regional do Gama
do Distrito Federal e do Hospital Dom Arione de Araguaina
(Tocantins), de pacientes submetidos a ressec¢des gastricas
no periodo de 1998 a 2006 nos servigos de cirurgia e de
oncologia dos hospitais mencionados. Cada amostra foi
pré-selecionada de acordo com o estado de conservagao,
confecgdo e que representavam melhor a massa tumoral.
Os critérios de inclusdo foram amostras com confirmagao
de adenocarcinoma gastrico pela colora¢dao hematoxilina-
eosina e os de exclusdo amostras que ndo apresentavam
concordancia com o diagndstico, material inadequado (teci-
do necrosado, fixagdo inadequada, formol ndo tamponado,
tecido dobrado ou com sobreposi¢do) , artefatos, marcagem
inadequada e ndo reagdo adequada a imunoistoquimica.
Os espécimes estavam identificados e processados com as
técnicas histologicas de rotina, conservados em solugdo de
formol tamponado.

Osblocos de parafina foram submetidos ao preparo habitual
para técnica imunoistoquimica e utilizou-se o reagente anti-Fa-
tor VIII, anticorpo anti-humano, policlonal de camundongo.

O sistema de analise citofotométrica utilizado foi o
sistema SAMBA 4000 - Systéme d’Analyse Micropho-
tometrique & Balayage Automatique (Sistema de Analise
Microscopica de Busca Automatica) -, desenvolvido
pela Alcatel (Grenoble, Franca). Ele ¢ composto por
microscopio com sistema de iluminagdo, videocamera,
microcomputador capaz de captar imagens microscopicas,
impressora, e um software com capacidade para interpretar
e analisar matematicamente as imagens por ele captadas
chamado Immuno criado para analisar trés variaveis que
caracterizam quantitativamente as reagdes de coloracdo
histoquimica: indice de marcagem, densidade 6ptica média
e heterogeneidade de concentragao.

O indice de marcagem descreve a quantidade em
percentagem da area tecidual que foi corada em relagdo
lamina como um todo.

A densidade 6ptica média descreve a intensidade de colo-
racdo demonstrando que areas da lamina apresentam maior
densidade de cor, maior densidade 6tica da reagao imunologica
e conseqiientemente, maior expressao do marcador utilizado.

Aheterogeneidade de concentragao expressa a distribuigao da
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concentragdo do marcador nos campos individuais avaliados.

A representagdo das diferentes variaveis calculadas
pela quantificagdo do marcador imunoistoquimico, através
da imagem computadorizada permite, em um mesmo mo-
mento, observar a area da superficie analisada, a intensidade
de marcac¢@o e a concentracdo da coloracao.

A analise estatistica foi descrita por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios-padrdo. A
comparagdo entre grupos definidos por profundidade de
invasdo tumoral (T1/T2 ou T3/T4), classificagdo (tipo Bor-
mann I/I ou I1I/IV), tipo (pouco diferenciado ou moderado/
bem diferenciado), envolvimento nodal (NO ou N1/N2/N3),
idade (até 65 anos ou mais de 65 anos), histologia (intestino
ou difuso), foi feita usando-se o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. A condi¢@o de normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de
P<0,05 indicaram significancia estatistica.

RESULTADOS

Da amostra inicial de 55 blocos (pacientes) com adeno-
carcinoma gastrico identificados em periodo de 8 anos (1998
a 2006), apds serem aplicados os critérios de exclusdo, 21
pacientes foram considerados elegiveis para a analise deste
estudo (Figura 1). Deles, a expressdo do marcador Fator VIII
foi obtida em 20 pacientes (Tabelas 1 e 2).

A idade média foi de 62,33 anos, mediana de 65 anos,

TABELA 1 - Analise histopatoldgica dos tumores gastricos

examinados

OBS | taien CHsicasio 1 forencagio  nodal | Sex0 Idade
1 D B.III T3 POUCO NO M 59
2 I B. 11 T3 MOD. N1 M 6
3 D B.1III T3 MOD. N1 M 69
4 I B.1II T2 MOD. NO M 57
5 D B.IV T4 POUCO N3 F 50
6 I B. 1N T3 MOD. NI F 6l
7 D B.IV T3 POUCO NI F 77
8 D B.1I T MOD. NO M 4l
9 I B.1I ™ MOD. NI M 70
10 I B.1I ™ MOD. NI M 59
1 I B.1I Tl MOD. NO F 76
12 I B.1II T4 MOD. N2 M 77
13 D B.1I T4 BEM NI F 7
14 D B. 1N T4 POUCO N3 M 49
15 D B.1 T3 INDEF. NI M 70
16 I B.1 ™ BEM NO F 56
17 D B. 1N T3 BEM NO M 40
18 D B.1I ™ POUCO NO F 73
19 D B.1I T4 POUCO N3 F 43
20 I B.1I T3 MOD. N1 M 6

1 = Intestinal / D = Difuso / B = Bormann / MOD. = Moderadamente diferenciado;
POUCO = Pouco diferenciado; / BEM = Bem diferenciado; / INDIF.= Indiferenciado;
M = Masculino; F = Feminino

variando de 40 a 77 anos, com desvio-padrao de 12,18
anos, sendo 13 pacientes do sexo masculino (61,90%) e
oito do feminino (38,10%).

Classificacao de Bormann

TABELA 2 — Analise citofotométrica pelo marcador Fator VIII

OBS Cadigo Numero Ca'mpos [ndice de Heterogeneidade De’n SI.d ade

exame lidos Marcagem optica
1 A2 3385-03 10 72,61% 0,32% 69,63
2 A4 3077-01 2 74,11% 0,29% 60,29
3 A5 7186-01 10 75,71% 0,29% 62,72
4 A6 3337-04 10 72,81% 0,31% 69,89
5 A7 1824-03 10 71,92% 0,32% 61,72
6 A9 6904-03 10 57,50% 0,35% 63,62
7 A10  1216-04 10 67,18% 0,28% 61,99
8 Al2  143-05 10 71,21% 0,33% 72,73
9 Al3  8940-03 10 71,20% 0,3% 67,34
10 AIS  522-05 10 71,33% 0,25% 65,71
11 Al18  3246-02 10 69,15% 0,33% 71,27
12 A19 1056-02 10 73,91% 0,29% 67,19
13 A20 1094-02 10 72,10% 0,29% 67,44
14 A21 1727-0 10 72,12% 0,3% 62,61
15 A22 0003-01 10 61,75% 0,33% 60,93
16  A24 2884-01 10 48,87% 0,33% 51,29
17 A25 165-02 10 50,79% 0,29% 55,60
18 A26 1216-4 10 40,55% 0,33% 46,37
19  A30 2465-00 10 51,66% 0,28% 54,43
20 A37 67599 10 29,16% 0,32% 48,68

FIGURA 1 — Imunorreatividade do Fator VIII nas células de
vasos angiogénicos (aumento de 400x)

Em relagdo a classificagdo de Bormann, testou-se a
hipotese nula de que tumores com classificagdo Bormann
I e II tém resultados iguais a tumores com classifica¢do
Bormann III e IV versus a alternativa de resultados dife-
rentes. Na Tabela 3 estéo apresentados os valores de média,
mediana, minimo, maximo e desvio-padrdo obtidos em
relacdo a ela.

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que nédo
ha diferenca significativa entre tumores com classificagdo
Bormann I e II versus III e IV (Tabela 3). Ja em relagdo
ao indice de marcagem do Fator VIII, o resultado do teste
indicou a rejeicdo da hipdtese nula (P=0,019) onde tumores
com classificacdo Bormann III e IV apresentam indice
de marcagem maiores do que tumores com classificagdo
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TABELA 3 - Expressdo do Fator VIII e a classificagdo de Bormann

Desvio- Valor
padrio deP

indice de BormannIoull 10 58,70 6545 29,16 72,10 15,34

Fator VIII  Classificagiio n Média Mediana Minimo Maximo

marcagem Bormann IITouIV 10 68,87 72,37 50,79 75,71 8,22 0.019

Densidade BommamnToull 10 6062 6332 4637 7273 071
optica  BormannIlIoulV 10 63,53 62,67 55,60 69,89 4,37 ’

Heteroge- Bormannloull 10 031 0,33 0,25 0,33 0,03 0393

neidade  Bormann Il ou IV 10 0,30 0,30 0,28 0,35 0,02

Bormann I e II. Desta forma, pode-se afirmar que existe
diferenca significativa entre as classificagdes de Bormann
I ou IT e Bormann III ou IV em relagdo ao indice de mar-
cagem do Fator VIII.

Profundidade de invasao tumoral

Para cada uma das expressdes do marcador, testou-
se a hipotese nula de que tumores com profundidade de
invasdo tumoral T1 e T2 tém resultados iguais a tumores
com profundidade de invasdo tumoral T3 e T4, versus a
alternativa de resultados diferentes. Na Tabela 4 sdo apre-
sentados os valores de média, mediana, minimo, maximo
¢ desvio-padrdo obtidos para tumores com profundidade
de invasdo tumoral T1 ¢ T2 e com os de T3 e T4.

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que nédo
ha diferenga significativa entre tumores com profundidade
de invasdo tumoral T1 € T2 com os de T3 e T4, em relacdo
aos indices de marcagem, densidade Optica e heterogenei-
dade (Tabela 4).

Grau de diferenciacao tumoral

TABELA 4 - Expressdo do Fator VIII e a profundidade de in-
vasdo tumoral

Fator VIII Prof. inv. tumoral n  Média Mediana Minimo Maximo D¢SVio- Valor
padrio deP

fndice de T1ouT2 76359 7120 40,55 72,81 13,16
T3ouT4 13 63,89 71,92 29,16 7571 13,55
Densidade ~ TlouT2 7 6351 6734 4637 72,73 10,40
Gptica T3ouT4 13 6130 61,99 48,68 69,63 571
Hetgmge- Tl ouT2 7 0,31 0,33 0,25 0,33 0,03 0211
neidade T3ouT4 13 0,30 029 028 035 002

0,485

marcagem

0,241

Em relagdo do grau de diferenciagdo, para cada uma
das expressdes testou-se a hipotese nula de que tumores
pouco diferenciados tém resultados iguais aos moderada-
mente diferenciados e bem diferenciados, versus a hipdtese
alternativa de resultados diferentes. Na Tabela 5 sdo apre-
sentados os valores de média, mediana, minimo, maximo
e desvio padrdo em relagdo ao grau de diferenciag@o.

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que nédo
ha diferenca significativa entre tumores pouco diferenciad-
os e os moderadamente e bem diferenciados, em relacdo aos
indices de marcagem, densidade otica e heterogeneidade.

Envolvimento nodal

TABELA 5 - Expressao do Fator VIII e o grau de diferenciagido
dos tumores

Desvio- Valor

Fator VIII Tipo n Meédia Mediana Minimo Maximo <
padrio deP
indice de Pouco difer 6 €267 6955 4055 7261 1345
marcagem  Moder ou bem difer 13 64,45 71,21 29,16 75,71 13,91 ’
Densidade Pouco difer 6 5946 61,86 4637 69,63 8,02 0210
optica  Moder oubem difer 13 63,37 6571 48,68 7273 751
Heteroge- Pouco difer 6 031 0,31 0,28 0,33 0,02

< 0,831
neidade  Moder ou bem difer 13 0,31 0,30 0,25 0,35 0,03

Para cada uma das expressoes, testou-se a hipdtese nula
de que tumores com envolvimento nodal NO tém resultados
iguais aos com envolvimento nodal N1, N2 ou N3, versus
a hipotese alternativa de resultados diferentes. Na Tabela
6 sdo apresentados os valores de média, mediana, minimo,
maximo e desvio-padrao para tumores com envolvimento
nodal NO e os com N1, N2 e N3.

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que nédo

TABELA 6 — Expressdo do Fator VIII e o envolvimento nodal

Desvio- Valor

Fator VIII  Envolv nodal n Meédia Mediana Minimo Maximo padrio  de P
indice de NO 7 60,86 69,15 40,55 72,81 13,63 0393
marcagem NI, N2 ou N3 13 6536 71,33 29,16 75,71 13,03
De'nsi'dade NO 7 62,40 69,63 46,37 72,73 10,96 0.485
Optica N1, N2 ou N3 13 61,90 62,61 48,68 67,44 533 ’
Heteroge- NO 7 032 0,33 0,29 0,33 0,02 0,056

neidade NI,N2ouN3 13 0,30 0,29 0,25 0,35 0,03

ha diferenca significativa entre tumores com envolvimento
nodal NO e os com N1, N2 e N3, em relagdo aos indices de
marcagem, densidade otica e heterogeneidade.

Padrao histologico

Para cada uma das expressoes, testou-se a hipdtese nula
de que tumores do tipo intestinal t€ém resultados iguais ao
difuso, versus a hipotese alternativa de resultados dife-
rentes. Na Tabela 7 sdo apresentados os valores de média,
mediana, minimo, maximo e desvio padrdo para tumores
do tipo intestinal e difuso.

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que nédo

TABELA 7 — Expressdo do Fator VIII e o padrao histologico

Desvio- Valor

Fator VIII Histologia n Meédia Mediana Minimo Maximo padrio  de P
indice de Intestinal 9 63,12 7120 2916 7411 1536 ]
marcagem Difuso 11 64,33 71,21 40,55 75,71 11,61
Densidade Intestinal 9 6281 6571 4868 7127 798 0.603
oOptica Difuso 11 6147 61,99 46,37 72,73 7,38
Heteroge- Intestinal 9 031 0,31 0,25 0,35 0,03 0656
neidade Difuso 11 031 0,30 0,28 0,33 0,02 !

ha diferenga significativa entre tumores do tipo intestinal
e difuso, em relagdo aos indices de marcagem, densidade
optica e heterogencidade.

Idade do paciente
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Para cada uma das expressdes dos marcadores, testou-
se a hipotese nula de que tumores de pacientes com idade
de até 65 anos tém resultados iguais aos com mais de 65,
versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Na
Tabela 8 sdo apresentados os valores de média, mediana,
minimo, maximo e desvio-padrao para tumores de pacientes
com idade até 65 anos e acima

Os resultados dos testes estatisticos indicaram que ndo

TABELA 8 - Expressdo do Fator VIII e a idade dos pacientes
até 65 e com mais de 65 anos

Desvio- Valor

Fator VIII Idade n  Média Mediana Minimo Maximo padrio  de P

indicede  Até65anos 11 6091 7121 29,16 7281 1447 0370
marcagem  Mais de 65 anos 9 67,30 71,20 40,55 75,71 10,89

Dgnsi‘dade Até 65 anos 11 6145 62,61 48,68 72,73 8,00 0.824
optica Mais de 65anos 9 62,84 62,72 46,37 71,27 7,19
Heteroge- Até 65 anos 11 031 0,32 0,25 0,35 0,03

< 0,603
neidade Mais de 65 anos 9 0,30 0,29 0,28 0,33 0,02

ha diferenca significativa entre tumores de pacientes com
idade até 65 anos e os acima, em relagdo aos indices de
marcagem, densidade otica e heterogeneidade.

DISCUSSAO

O avanco da biologia molecular em tumores tem des-
pertado grande interesse dos pesquisadores em areas mul-
tidisciplinares, com finalidade de detectar o cancer em sua
fase precoce, de avaliar o prognostico e definir a conduta
terapéutica. As técnicas de imunodiagnostico contribuiram
para identificac@o de elementos importantes no ciclo celular
e podem ser marcados e identificados.

A identifica¢do de proteinas celulares que estdo envolvi-
das na angiogénese permitiram a evolugdo na cirurgia, na
patologia e no tratamento coadjuvante do cancer gastrico.
Contudo, maior entendimento nas altera¢cdes moleculares se
faz necessario’.

A citofotometria de imagem surgiu com o objetivo de
obter resultados mais detalhados quando comparados aos de
analise da imagem obtida pelo olho humano. A identificacao
e a quantificagdo dos marcadores tumorais tém sido avaliadas
por analise computadorizada da imagem histologica e utiliza
um software instalado em hardware potente para a interpre-
tacdo da imagem obtida no microscopico Optico. Ela permite
medida rapida e acurada, oferecendo grande variedade de
aplicagdes e acessos na biologia, fisiologia e patologia celular.
Uma de suas maiores vantagens ¢ a possibilidade de coletar e
interpretar grande quantidade de dados ligados a informagao
morfologica ou estrutural nos tecidos e células. E diversos
sistemas comerciais de analise de imagem por computador
foram desenvolvidos, como o sistema SAMBA 4000, utilizado
neste estudo, e desenvolvido com o intuito de minimizar estes
fatores de interpretacdo, objetivando quantificar e qualificar
os fenémenos bioldgicos.

A citofotometria de imagem possibilita, com a imunoisto-
quimica, identificar os marcadores relacionados ao comporta-
mento biologico das neoplasias, com coloragao das estruturas

transformando as areas marcadas em imagens numéricas que
sdo quantificadas pelo computador.

Na obtengio das amostras aqui estudadas estavam regis-
tradas as informagdes dos servigos de anatomia patoldgica de
onde vieram, ou seja, tratava-se de adenocarcinoma gastrico
com os dados relacionados. Mesmo assim, cada amostra foi
pré-selecionada de acordo com o estado de conservagao,
confeccao e que representavam melhor a massa tumoral. As
amostras foram confirmadas pela coloragdo hematoxilina-
eosina e ocorreu grande perda do material parafinado, devido
a qualidade ruim que apresentavam tendo que ser excluidos
do trabalho. Na primeira selecdo do material, separou 55
blocos de parafina, mas apenas 21 tiveram condigdes técnicas
perfeitas para compor a amostra, ou seja, obteve-se perda de
61,82%.

O perfil epidemioldgico dos pacientes do presente estudo
¢ semelhante ao divulgado pelo INCA®, no que se refere a
predominancia dos pacientes do sexo masculino (61,90%) e
idade superior a 50 anos (idade média de 65 anos). O fator
idade ¢ sempre questionado na evoluc@o e na gravidade da
evolugdo da neoplasia maligna. O que pode ser observado
neste estudo dividindo em duas faixas etarias, maior e menor
de 65 anos, a expressao do marcador ndo mostrou diferenga
significativa com ambos.

No estudo da angiogénese com Fator VIII, Erenoglu et al.
¢, ndo encontraram correlacdo entre densidade microvascular
e idade ou sexo dos pacientes no cancer gastrico.

Dos marcadores que analisam a evolugdo do cancer
gastrico os que representam a proliferagdo celular® e a an-
giogénese' parecem ser os melhores. Atualmente os métodos
de avaliagdo da angiogénese ¢ a quantificagdo de densidade
microvascular dos tumores utilizando marcadores especificos
para células endoteliais como Fator VIII, CD34, CD31 e
VEGEF. Quanto a angiogénese no cancer gastrico poderia ser
utilizada para indicar, no pré-operatorio, os pacientes que se
beneficiariam com a quimioterapia neoadjuvante ou trata-
mento anti-angiogénico.

Aqui neste estudo os tumores apresentaram-—se todos avan-
cados com a maioria em T3 ou T4, e quanto mais avangado o
tumor, maior angiogénese pode ocorrer em relago a prolif-
eragdo celular. Segundo estudo de Aotake etal.! na progressdo
tumoral (displasia a cancer) ocorre aumento da angiogénese
que foi observado através da densidade microvascular e com
correlagdo inversa a apoptose; e por sua vez a apoptose tem
correlacdo inversa com a proliferagdo celular.

Em relag@o aos parametros de medida, o indice de mar-
cagem ¢ o principal. Os demais, como densidade Optica e
heterogeneidade que sdo computados automaticamente sao
utilizados como parametros para avaliar a qualidade do
exame. O indice de marcagem, que descreve a quantidade em
percentagem da 4rea tecidual que foi corada como um todo,
¢ o sempre citado em pesquisas'®'“. O marcador Fator VIII
apresentou-se como bom indicador de angiogénese.

O estadiamento permanece o mais importante fator deter-
minante do prognostico para sobrevida em cinco anos e do
indice de recorréncia local. A importancia da profundidade no
qual o tumor penetra na parede gastrica, tipo histologico e a
presenga ou auséncia de metastases para linfonodos regionais
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ou 6rgdos distantes, predizem a cura e a sobrevida.

Tumores com classificagdo III ou IV apresentaram in-
dice de marcagem maiores do que os com Bormann I ou II,
com diferenca significativa, ou seja, quanto mais avangado
o tumor o Fator VIII tem sua expressdo aumentada Porém
nao se encontrou correlagdo com a profundidade de invasio
tumoral, grau de diferenciagdo, envolvimento nodal e padrdo
histologico. O estudo realizado por Erenoglu et al.® em 57
pacientes com cancer gastrico encontrou correlagdo entre
densidade microvascular ¢ parametros como tipo difuso e
indiferenciado, invasao de serosa e linfonodal, estadio avan-
cado e metastase distal, nos quais se apresentaram com maior
densidade vascular e maiores indices, afetando a sobrevida
adversamente. Os autores concluiram que a densidade mi-
crovascular no carcinoma gastrico pode ser fator prognostico
valioso para predizer pacientes com alto risco para recorréncia
e para decidir terapia adjuvante pos-operatoria. TANIGAWA
et al. (1996) em seu estudo com carcinoma gastrico com
anti-Fator VIII e anti-CD34 mostrou que existe variabilidade
na coloragdo e contagem vascular entre os dois marcadores,

com significativo aumento na expressdo de pacientes que
apresentaram metastase hematogénica ou peritoneal apos
procedimento cirurgico em comparagdo com aqueles que ndo
apresentaram metastase. Contudo, ndo houve correlagio entre
a contagem vascular e metastase linfonodal.

Controvérsias permanecem e escassos trabalhos existem
em cancer gastrico com marcadores. Estudos futuros devem
correlacionar o Fator VIII com outros marcadores em niimero
maior de pacientes. Dessa forma poder-se-a contribuir mais
com o avango na estratégia médica de combate ao cancer.

CONCLUSOES

O presente estudo identificou e marcou 95,24% das
amostras para o Fator VIII. Em relagdo aos fatores prognosti-
cos, ndo houve correlagdo significativa exceto entre o Fator
VIII e a classificagdo de Bormann na qual o tipo III ou IV
apresentou maior expressao que o tipo [ ou IL.

Nakamura MT, Malafaia O, Cuenca RM, Czeczko NG, Cunha RM, Cavalcanti TCS, Ribas CAPM, Czeczko AEA. Cytophotometric study of the expres-

sion of the tumoral marker Factor VIII and prognostic factors in gastrci adenocarcinoma. ABCD Arq Bras Cir Dig 2007;20(4):234-40.

ABSTRACT - Introduction - Regarding gastric cancer, the incidence, diagnosis and therapeutic options showed improvement in the last decades, but

prognosis remains gloomy, specially due the fact that most patients, already diagnosed present advanced tumors, metastatic and not liable to be surgically
resected. Molecular biology is an area in science, which can give the answer to many questions and current scientific facts show that the this should be
through detection of tumoral markers. The great advances in informatics refined cell image analysis by image cytophotometry makes it possible to study
cell proliferation and angiogenesis in various tumor processes using immunohistochemistry and several markers. At present, studies are conducted to
demonstrate the prognostic value of their expressions, however, in gastric adenocarcinoma the results have been divergent and studies are scarce. Aim
- To identify and quantify the expression of cell proliferation markers using Ki-67 and of angiogenesis with Factor VIII in gastric adenocarcinoma using
cytophotometry, and compare their expressions with factors such as Bormanns” classification, tumor invasion depth, degree of differentiation, nodal
involvement, histologic pattern and age. Methods — Twenty-one patients with gastric adenocarcinoma identified between 1998 and 2006 were studied.
Ki-67 and Factor VIII expressions were performed using immunohistochemistry with clone MIB-1 primary antibodies, monoclonal for Ki-67 and
policlonal for Factor VIII. Cytophotometric analysis was performed using the SAMBA 4000 system. Results — Of the 21 patients 61.90% were males
and 38.10% females, with a median age of 65 years. In our study eight patients had no Ki-67 marking (61,90% marking) and only one had no Factor
VIII marking (95,24% marking). Means of Ki-67 labelling index was 33,25% (standard deviation 20,08, varying from 5,43 to 75,10) and of Factor
VIIL, 61,14% (standard deviation 15,06, varying from 29,16 to 73.91). There was no correlation between the two markers regarding gender and age.
When compared between the two markers, expression for angiogenesis was significantly greater than that for cell proliferation with a mean difference
between labelling index of 20,89 (p<0,001) and 15,26 standard deviation. There was no correlation between Ki-67 labelling index with comparative
factors. However, regarding Factor VIII, tumors classified as III or IV present a significantly greater labelling index than those with Bormann I or II,
but there was no correlation with tumor invasion depth, differentiation degree, nodal involvement and histologic pattern. Conclusions - 61,90% of
the samples were identified and marked by Ki-67 and 95,24% by Factor VIII. In the marked tumors the mean Ki-67 labelling index was 33,25% and
that of the Factor VIII, 61,14%. In the comparative study between the two markers, angiogenesis expression was significantly greater than that of cell
proliferation. Regarding prognostic factors there was no significant correlation, except for Factor VIII and Bormanns’ classification in which type 111
or IV was greater than type I or I1.

HEADINGS - Gastric adenocarcinoma; Ki-67; Factor VIII; Image cytophotometry; SAMBA.
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