250

ABCD Arq Bras Cir Dig

Artigo original

2007;20(4):250-3

ESTUDO DA EXPRESSAO CITOFOTOMETRICA DO MARCADOR
TUMORAL CASPASE-3 NO ADENOCARCINOMA DE COLON

Citophotometric expression study of tumoral marker Caspase-3 on colon
adenocarcinoma

Jodo Batista Monteiro TAJRA'!, Osvaldo MALAFAIA?, Nicolau Gregori CZECZKQ?,
Eduardo Antonio Andrade dos SANTOS?, Carmen Autralia Paredes Marcondes RIBAS?,
Ana Maria WAGAA-GASSER?, Carlos Roberto NAUFEL Jr2, Cristiano Machado INACIO?
ABCDDV/569|

Tajra JBM, Malafaia O, Czeczko NG, Santos EAA, Ribas CAPM, Wagaa-Gasser AM, Naufel Jr CR, Inacio CM. Estudo da expressao citofotométrica

do marcador tumoral Caspase-3 no adenocarcinoma de c6lon. ABCD Arq Bras Cir Dig 2007;20(4):250-3

RESUMO - Racional - O adenocarcinoma de colon ¢ a segunda causa mais comum de morte por cancer em homens e mulheres, sendo responsavel

por mais de cinco milhdes de mortes por ano. No momento do diagnostico apenas 70% dos tumores sdo ressecaveis, 75% sao curaveis e 25%
poderdo ter recorréncia da doenga. A apoptose ¢ uma das responsaveis pelo equilibrio homeostatico entre as células. Durante o desenvolvimento do
processo de degeneragdo maligna celular o desequilibrio na apoptose ¢ considerado um dos principais marcos neoplasicos. A caspase-3 ¢ uma das
mais importantes moléculas na apoptose, sendo sua efetora principal. Sua expressao e prognostico tém sido relatados em varios estudos e revisdes
com seu papel valorizado desde o surgimento do polipo até a sua transformagdo maligna, com a taxa de apoptose diminuindo progressivamente.
Objetivos - Avaliar a expressao citofotométrica computadorizada do marcador Caspase-3 no adenocarcinoma de colon; avalia-lo nas fases evolutivas
na classificacdo modificada de Dukes e comparar sua expressao nos tumores do lado direito e esquerdo do colon. Métodos - Utilizaram-se 19 casos
de cancer recuperados de blocos de parafina confirmados por hematoxilina-eosina ¢ submetidos a técnica imunoistoquimica da estreptavidina-
biotina com anticorpo policlonal anti-caspase-3. Apos este processo as laminas marcadas foram submetidas a leitura pelo sistema SAMBA com o
software IMUNNO 4.00. Foram analisados trés indices: marcagem (Label index), heterogeneidade e densidade 6ptica. Utilizaram-se a marcagem
individual, avaliacdo da expressdo do marcador e grupos definidos de tumores com classificagdo Dukes e pelo lado do tumor. Resultados - A média
do indice de marcagem da caspase-3 foi de 85,24 e da densidade optica de 39,55. Na classificagdo Dukes de 12 tipos B tiveram indice de marcagem
de 86,20 ¢ a densidade Optica de 37,72 e para os 7 tipos C a area de marcagem foi de 85,66 ¢ a densidade optica foi de 42,71 néo sendo possivel
identificar diferenca em relagao a classificagdo de Dukes. Quanto ao lado do tumor os 11 tumores a esquerda tiveram indice de marcagem de 86,65 ¢
densidade optica de 43,29 e os 8 a direita tindice de marcagem de 83,29 e densidade optica de 39,44 nao sendo possivel observar diferenca estatistica
significante. Conclusédes - A caspase-3 possui alta expressao individual revelando-se marcador de boa utilidade no estudo do adenocarcinoma de
colon e da fase pro-apoptoica da sua tumorigénese pelo seu alto grau de indice de marcagem e densidade optica. Em relagdo a classificagdo Dukes
nao houve diferenga entre os tipos B ¢ C, como também em relagao ao lado direito e esquerdo do célon.

DESCRITORES - Adenocarcinoma de colon. Marcador tumoral Caspase-3. Imunoistoquimica.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma do colon ¢ a segunda causa mais
comum de morte por cancer em homens e mulheres, sendo
responsavel por mais de cinco milhdes de mortes por ano.
Na época do aparecimento apenas 70% dos tumores sdo
ressecaveis e 75% curaveis. Contudo, 25% destes pacientes
terdo recorréncia da doenga’.

Os polipos colorretais podem dar origem a neoplasia,
o que determina a necessidade de vigilancia destas lesdes
através de estudos genéticos de padrdes de crescimento e
degeneragdo da mucosa colorretal O reconhecimento dos
mecanismos de desenvolvimento das neoplasias transcorre
por alteracdo entre a taxa proliferativa nas criptas e sua
taxa de morte por apoptose. E necessaria modificagdo
genética em ambas para o crescimento tumoral, com a
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inabilidade da célula neoplasica para submeter-se a morte
celular programada, e ¢ este um importante marcador da
sua propensao a malignidade.

As alteragdes cromossomicas de cada tumor tornaram-
se passos decisivos para o correto entendimento de seu
aparecimento, sendo o acumulo destas modificagdes
genéticas o fator decisivo para o surgimento neoplasico.
Varias alteragdes nos genes e seus produtos centrais afe-
tam as fases do desenvolvimento celular, demonstrando
o fendtipo molecular da célula tumoral®.

O progndstico ¢ o tratamento desta doenca estdo ligados a
época do diagndstico, invasdo linfonodal, comprometimento
local e disseminagdo a distancia. O avango na eficacia do
tratamento nos Ultimos cinco anos se deve aos conhecimentos
sobre a tumorigénese dos tumores de célon e reto’.

A apoptose, termo introduzido por Kerr em 1972, ¢é
uma das responsaveis pelo equilibrio homeostatico entre as
células. No desenvolvimento do processo de degeneragio
maligna celular o desequilibrio na apoptose é considerado
um dos marcos neoplasicos das principais etapas. O con-
trole da apoptose é executado por um conjunto de cisteino-
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proteases denominadas caspases'?. A caspase-3 ¢ uma das
mais importantes moléculas na apoptose, sendo sua efetora
principal. Sua expressdo e prognostico tém sido relatados
em varios estudos e revisdes com seu papel valorizado
desde o surgimento do polipo até a transformacao maligna,
com a taxa de apoptose diminuindo progressivamente.
Pode-se utilizar para esta finalidade, o método padrio
manual de coloragao e leitura imunoistoquimica. Apesar de
amplamente utilizado, a subjetividade, erros de coloragao e
dificuldade de comparagdo dos dados a partir deste método,
suscitaram na literatura duvidas metodologicas. O desen-
volvimento de softwares de forma progressiva facilitou
as analises comparativas dos diversos biomarcadores em
relagdo as neoplasias estudadas. O sistema de multiplos
parametros de analise computadorizada de imagens, na
atualidade, revelou em varios estudos ser mais rapido,
confidvel e menos passivel de vieses tornando as pesquisas
realizadas por este método de maior confiabilidade®.

Os objetivos deste estudo sdo avaliar: 1. a ex-
pressdo citofotométrica computadorizada do marcador
Caspase-3 no adenocarcinoma de colon; 2. como ele se
comporta nas fases evolutivas na classificagdo modificada
de Dukes; 3. compara-lo nas neoplasias do lado direito e
esquerdo do cdlon.

METODOS

Este trabalho foi realizado no Instituto de Pesquisas
Meédicas (IPEM) do Programa de Pés-Graduagdo em
Principios da Cirurgia do Hospital Universitario Evangélico
de Curitiba / Faculdade Evangélica do Parana e no Labo-
ratorio de Citologia e Histopatologia Ltda, de Curitiba. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba.

O material de estudo foi constituido por amostras da
peca cirurgica de 19 casos de tumores de adenocarcinoma
de colon nos quais foram realizadas colectomias, fixados
em formol e conservados em blocos de parafina. Este ma-
terial foi proveniente do arquivo do Servigo de Patologia
do Hospital das Forgas Armadas de Brasilia. Foi também
registrado a classificagdo de Dukes (B ou C), o lado do
colon (direito ou esquerdo).

Os 19 blocos de parafina contendo adenocarcinoma de
co6lon foram re-examinados ap6s novos cortes e coloragao
hematoxilina-eosina por dois patologistas para confirma-
¢do do laudo e avaliacdo da viabilidade do material que
foi submetido a imunoistoquimica. As etapas principais
para a realizagdo do processo imunoistoquimico foram:
desparafinizacdo, recuperagao dos antigenos com solucao
tampdo de citrato, bloqueio de peroxidase enddgena, in-
cubagio com o anticorpo primario policlonal anti-caspase-3
humana de coelho na concentragéo de proteina 1 mg/ ml
codigo N°. A 3537 (BIOGEN®), lavagem das laminas com
agua destilada, banho em solug¢do tampao de PBS, incuba-
¢do com o anticorpo secundario biotilado (Biotinylated link
universal), banho em solugdo tampao de PBS, incubacao
com Streptavidin, banho em solugdo tampao de PBS, prepa-
racdo e colocagdo do cromogeno DAB (Diaminobenzidina),

colorag@o de fundo com hematoxilina e etiquetagem das
laminas. Terminada a confecgdo das laminas foi realizada
a analise quantitativa da imunohistoquimica, utilizando o
software chamado IMMUNO®, sendo possivel a leitura
das 19 laminas. Foram estudados o indice de marcagem e a
densidade optica para determinar a expressao do marcador
(Figura 1).

FIGURA 1 - Marcagdo imunoistoquimica para Caspase-3

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por mé-
dias, valores minimos, valores maximos e desvios-padrao.
A comparagdo entre grupos definidos pelo lado do colon e
pela classificagdo de Dukes, foi feita usando-se o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney. A condi¢do de normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Valores de P<0,05 indicaram significancia estatistica.

RESULTADOS

Os resultados encontrados foram baseados na amostra
constituida por 19 adenocarcinomas de colon, dos quais 13
eram moderadamente diferenciados, 4 bem diferenciados
e 2 mucinosos. Dez tumores eram localizados no célon es-
querdo, 8 no direito e 1 no reto. Para o estudo da expressao
cifotométrica do marcador Caspase -3 foram analisados
dois parametros: indice de marcagem e densidade optica.
Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de média, minimo,
maximo e desvios-padrao obtidos.

TABELA 1 - Valores estatisticos do indice de marcagem e den-
sidade optica do marcador caspase-3

Marcador n Média Minimo Maiaximo Desvio-padrio

Caspase-3
Indice de marcagem 19 85,24 71,41 99,14 8,71
Densidade optica 19 39,55 28,96 65,12 10,28
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Para o indice de marcagem e a densidade Optica, testou-
se a hipotese nula de que tumores com classificagdo tipo B
de Dukes tém resultados iguais a tumores com classifica¢@o
tipo C, versus a hipotese alternativa de resultados diferen-
tes. Na Tabela 2 s@o apresentados os valores de média,
minimo, maximo e desvio-padrdo obtidos para tumores
na classificagdo de Dukes.

TABELA 2 - Valores estatisticos dos tumores na classificagao
Dukes x marcador caspase-3

Variavel Dukes n Média Minimo Maximo Desvio Padrio Valor de P

indice de B 12 8620 7141 97,04 9,90 0837
marcagem  C 7 85,66 7131 99,14 6,56
Densidade B 12 3772 2632 7527 13,26 0.536
optica C 7 4271 3349 4778 5,18

Para o indice de marcagem e a densidade optica, tes-
tou-se a hipotese nula de que tumores de colon direito tém
resultados iguais a tumores de colon esquerdo, versus a
alternativa de resultados diferentes. Na Tabela 3 sao apre-
sentados os valores de média, minimo, maximo e desvios-
padrao obtidos para tumores de colon direito e esquerdo.

TABELA 3 - Valores estatisticos do marcador Caspase-3 x lado

do tumor
Variavel L;::::Q‘:o n Meédia Minimo Miaximo Desvio Padrio Valor de P
indice de  Direito 8 83,29 71,73 95,92 8,83 0442
marcagem Esquerdo 11 86,65 71,41 99,14 9,16 ’
Densidade Direito 8 39,44 32,66 47,78 6,29 0657
optica Esquerdo 11 4329 26,32 7527 13,24 ’
DISCUSSAO

Durante a analise histopatologica realizada apos a co-
leta do material, houve a necessidade de desprezar alguns
blocos por apresentar defeitos como: tipo e tempo de fixa-
¢do, ponto de fusdo da parafina, desidratacdo defeituosa e
quebra dos blocos por envelhecimento. Todo tecido que
apos a desparafinizagao, ou etapa anterior, era considerado
de baixa qualidade foi excluido do estudo.

O trabalho com blocos armazenados para o uso em
imunoistoquimica necessita de bom preparo na unidade de
processamento, sendo este 0 ponto mais importante para
evitar grandes perdas. Neste caso, o objetivo principal ao se
trabalhar com este tipo de material, € preservar a arquitetura
tecidual e a morfologia celular para adequada exposi¢ao
dos antigenos a serem marcados. Os fixadores sdo os re-
sponsaveis diretos para a formacdo de um bloco de bom
estado para estudo. Atualmente, sdo universalmente aceitas
as solucdes de formaldeido em concentragdes variadas na
forma tamponada.

Neste trabalho utilizou-se a técnica imunoistoquimica
indireta da streptavidina-biotina. Este método € considerado
5 a 10 vezes mais sensivel que o basico de imunoisto-
quimica da avidina-biotina®.

Analise da imunoistoquimica

Neste estudo utilizou-se os sistemas computadoriza-
dos de imagem que sdo modelos complexos de analise,
desenvolvidos com o intuito de minimizar e tornar mais
objetiva a analise dos fendmenos bioldgicos, através da
quantificacdo ¢ ampliacdo das variaveis, fato inexistente
ou de dificil avaliagdo da imunoistoquimica isolada dis-
ponivel na literatura.

As pesquisas iniciais por este método foram desenvolvi-
das por KISS em 1989'° com versdo inicial representada
pelo SAMBA 200 e atualmente SAMBA 4000, versao
utilizada neste trabalho. O desenvolvimento deste equi-
pamento permitiu a ampliagdo das pesquisas desta area,
inclusive as quantificacdes histoquimicas dos estudos de
marcadores tumorais®.

O SAMBA utilizado na leitura das laminas neste estudo
pertence ao Instituto de Pesquisas Médicas - IPEM do
Hospital Universitario Evangélico de Curitiba. O software
escolhido para este trabalho foi o Imunno 4.00, versao 2.0
que utiliza apenas dois parametros, considerando os valores
minimos de mensuragao citofotométrica para a analise dos
marcadores tumorais: indice de marcagem ¢ densidade
optica. O fato decisivo na sua utilizagdo ¢ a facilidade de
manuseio que ¢ apresentado por inser¢do dos dados pelo
sistema Windows da Microsoft®.

Neste estudo foi mensurada a taxa de expressdo da Cas-
pase-3 pelo sistema SAMBA nos tecidos de adenocarcino-
ma de colon. A vantagem deste método, quando comparado
com os que determinam a taxa global de apoptose, como a
determinagdo microscdpica de apoptose por demonstragdo
citologica® ou o método TUNEL (Terminal deoxynucleo-
tidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling )2 ou até
mesmo a citometria de fluxo ¢ que, com a quantificagdo do
marcador, se determina a seqiiéncia das etapas da apoptose,
marcando individualmente seu mecanismo celular mesmo
antes das modifica¢des fenotipicas, sendo portanto, mais
precoce para a detec¢do do fenomeno.

A taxa de apoptose se torna progressiva na histologia
das criptas col6nicas normais com o epitélio se constituindo
de células diferenciadas, pouca produgdo de muco, sem
atividade mitotica, com presenga de apoptose na parte distal
terminando com descamacdo para a regido intra-luminal.
Este fato ¢ reconhecido como fisiologico, representando
inversdo entre a atividade proliferativa e a apoptose'.

Neste estudo onde a média de expressdo quantitativa
de Caspase-3 foi 85,66%, tendo a amostra demonstrado
homogeneidade, boa qualidade e revelando confiabilidade,
nao se pode relacionar este resultado com o indice de
apoptose, mesmo sendo a efetora principal desta fase. Este
fato pode ser atribuido a existéncia de varios mecanismos
envolvidos na morte celular, sem fator isolado responsavel
pela operagdo, ocorrendo no cancer de célon predominio
de fatores anti-apoptoicos em relagdo aos pro-apoptodicos,
sendo neste estudo analisado apenas uma via. Torna-se
claro que o marcador Caspase-3 possui marcagem de boa
qualidade para os fatores de promogdo da apoptose.

Na analise comparativa dos marcadores de apoptose
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no adenocarcinoma de célon, este trabalho confirma a alta
expressdo quantitativa de Caspase-3, demonstrando uma
importancia fundamental deste marcador no processo de
morte celular que deve permanecer em estudo.

A freqliéncia de apoptose ¢ os tipos da classificagdo
Dukes A, B, C a D se encontram na literatura com impli-
cacdes diretas, embora algumas vezes ndo conclusivas.
Em estudo similar que analisou 158 adenocarcinomas de
colon com o estudo de apoptose pelo sistema TUNEL,
demonstraram indice apoptoico elevando-se de acordo com
os tipos da classificagdo?. Outros autores demonstraram o
mesmo indice em elevagdo de Dukes A para B ou C, porém,
sem relagdo com o D',

A amostra aqui estudada foi de 12 tumores Dukes B e 7
Dukes C, ndo sendo possivel detectar alteragdes em relagao
a expressao da Caspase-3. Este fato pode ser atribuido ao

numero pequeno de tumores da amostra, devendo ser reav-
aliado com amostra superior ¢ tipos variados, englobando
toda a classificagdo Dukes.

CONCLUSOES

1. A caspase-3 possui alta expressdo individual
revelando-se marcador de boa utilidade no estudo do
adenocarcinoma de colon e da fase pro-apoptoica da sua
tumorigénese pelo seu alto grau de indice de marcagem e
densidade optica.

2. Emrelag@o a classificagdo Dukes nao houve diferenca
entre os tipos Be C .

3. Nao houve diferenga entre o lado direito e esquerdo
do colon.

Tajra JBM, Malafaia O, Czeczko NG, Santos EAA, Ribas CAPM, Wagaa-Gasser AM, Naufel Jr CR, Inadcio CM. Citophotometric expression study of
tumoral marker Caspase-3 on colon adenocarcinoma. ABCD Arq Bras Cir Dig 2007;20(4):250-3
ABSTRACT - Background— Colon adenocarcinoma is the second cause of cancer death in men and women, responsible for more than five million deaths

each year. At the diagnosis, only 70% of tumors are resectable, 75% curative and 25% might have disease recurrence. Apoptosis is responsible for
homeostatic equilibrium among cells. During the development of the cellular malignant degeneration, an abnormal apoptosis plays an important role
in the neoplasm transformation. Caspase-3 is one of the most important molecules in apoptosis, considered as the principal executioner. Caspase-3
expression and its prognosis have been mentioned in a variety of study and revision as its role being emphasized since the onset of polyp formation
until the malignant transformation, as apoptosis declines progressively. Aim — To evaluate the computerized image cytophotometric expression of
Caspase-3 in colon adenocarcinoma; to evaluate in the respective phases of Dukes-modified Classification and to compare its expression on right-
sided and left-sided colon tumors. Methods — Nineteen recovery of sampled-tissue in paraffin blocks confirmed by hematoxylin-eosin and submit-
ted to immunohistochemistry estreptavidin-biotin method using antibody polyclonal anti-caspase-3. Following this process, marked slides were
submitted SAMBA reading using software IMUNNO 4.00. Three indexes were analyzed: label index, heterogeneity and optical density. Individual
labeling, marker expression evaluation and predefined tumors groups under Dukes Classification and side of tumor occurrence were considered.
Results — The average labeling index for caspase-3 was 85,24, where as for optical density was 39,55 pixels. According to Dukes Classification,
12 type B presented labeling index of 86,20 and optical density of 37,72 and for 7 samples type C labeling index corresponded to 85,66 and optical
density equals to 42,71, unable to identify the difference regarding to Dukes Classification. Regarding to the side of tumor occurrence, 11 left-sided
tumors had labeling index of 86,65 and optical density of 43,29 and the 8 right-sided tumors had labeling index of 83,29 and optical density of
39,44, unable to observe significant statistical difference. Conclusion — Caspase-3 presents a distinct value expression, revealing as useful marker in
colon adenocarcinoma study and its proapoptotic phase at the tumorigenesis due to its high labeling index and optical density. Regarding to Dukes
Classification there was no difference between types B and C, as well as right and left sided-related colon tumor occurrence.

HEADINGS — Colon adenocarcinoma. Tumoral marker Caspase-3. Immunohistochemistry.
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