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RESUM O: Osestudos em bhiologia molecular desenvolvidos nas Ultimas décadas, possibilitaram grandes avancos para uma maior
compreensdo da car cinogénese colorr etal. Na década de 80 pesquisador es descobriram uma proteina com a capacidade de aumen-
tar a permeabilidade dos vasos sangiiineos. I nicialmente esta proteina foi denominada como fator de per meabilidade vascular.
Estudos posteriores correlacionaram esta proteina com o crescimento de novos vasos sangiiineos (angiogénese), quando passou a
ser chamada de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A proteina VEGF tem sido apontada como o principal fator
promotor daangiogénese, dentreosvariosjaconhecidos. Nestetrabalho o objetivofoi quantificar aproteina VEGF, ecorrelacionar
os resultados com o estadiamento tumoral em amostras de adenocar cinoma colorretal. Foram incluidos 56 adenocar cinomas
colorretais, nos quais a detec¢ao da proteina VEGF foi realizada por imunoistoquimica através da construcdo de uma matriz
tecidual e sua quantificagdo com andlise digital de imagens assistida por computador. Nossos resultados nao evidenciaram
relacdo estatisticamente significativa entre a expressédo da proteina VEGF e 0 estadiamento tumoral, ou presenca e nimero de
linfonodos comprometidos. Baseado no nivel de expressao da proteina VEGF nao foi possivel inferir a presenca de linfonodos
comprometidos nas amostras analisadas.

Descritor es: Cancer colorretal; biologiamolecular; VEGF; estadiamento; imunoistoquimica.

Osestudos em biologiamolecul ar desenvolvi-
dos ao longo das duas Ultimas décadas possibilitaram
grandes avancos no sentido de uma maior compreen-
sd0 da carcinogénese colorretal. Considerando aexis-
téncia de estagios intermediarios determinados pela
presencade pdlipos com diferentes graus neopl asi cos,
Fearon e Vogel stein realizaram trabal hos pioneiros ao
analisar o processo de degeneracdo damucosacol 6nica
normal até o surgimento de um carcinomaem pacien-
tes portadores de polipose adenomatosa familiar, de-
monstrando a ocorréncia de um acimul o de mutactes
em genes expressando proteinas com acao sobre as
divisdes celulares, como aAPC, k-ras, DCC e p53“2.

Emboraestes conceitosiniciaistenham sido de
grandevalor, tornou-selogo evidente suaexcessivasim-
plicidade devido & demonstracéo de que estas protei-
nas representavam ndo apenas um nimero extrema-
mente reduzido de genes/proteinas envolvidas no pro-
cesso de carcinogénese, mas também contemplavam
apenas um aspecto desta, representada pelo disturbio
proliferativo, etapaprimordial, poréminsuficiente para
0 surgimento daneoplasiainvasiva.

Folkman (1971) propds no principio dadécada
de setentaaimportante parti cipac&o do desenvolvimen-
to de microcirculagdo no processo de crescimento
tumoral. Denominado como angiogénese, este proces-
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so tem sido demonstrado como um fator de grande re-
levancia, uma vez que o desenvolvimento de novos
vasos sanguineos sd0 necessarios para o suporte de
oxigénio, de nutrientes, e também pararemover mol é-
culas toxicas 2. A inducéo da angiogénese € regulada
por vérias moléculas que podem ser liberadas por cé-
lulas tumorais, ou células normais, incluindo células
endoteliais, células epiteliais, células mesoteliais e
leucdcitos. Dentre estas moléculas esta um grupo de
proteinas chamadas de VEGF (vascular endothelial
growth factor), sendo considerado um dos mais im-
portantes fatores de crescimento endotelial e indutor
da angiogénese *. Esta proteina, provavelmente esta
ligada a0 crescimento tumora e ao aparecimento de
metéastases. Sendo assim, SUPOMOS que a expressao
da proteina VEGF, nos carcinomas colorretais possa
apresentar-se de forma diretamente proporcional ao
grau de estadiamento tumoral, representado em espe-
cial pela presenca de metéstases linfonodais.

A imunoi stoquimicatem sido empregadacomo
técnica padréo para a identificacdo da expressdo e
guantificacdo tecidual de proteinas, sendo hoje uma
ferramenta béasica nos estudos de biologia molecular.
Utilizada usual mente napréticaclinicaatravés daana-
lise de espécimesindividuaisem |aminas, estudosrea-
lizados ao longo dos Ultimos anostem aassociado com
atécnicaMatriz deAmostras Teciduais (Tissue Array),
através da qual podemos agregar multiplas amostras
de diferentes tecidos em uma mesma |lamina. A
quantificagdo imunoistoquimica normamente é reali-
zada por observadores (semiquantitativa), porém a
guantificacéo viaandlise deimagens assistidapor com-
putador vem se tornando popular no meio cientifico.

O objetivo do presente estudo é verificar a hi-
potese de que os nivel s de expressdo imunoi stoquimica
daproteinaVVEGF nos carcinomas col orretais s8o mai-
ores nos tumores com presenca de metastase em
linfonodosregionais, utilizando-seumaMatrizdeAmos-
tras Teciduais e andlise de imagens assi stida por com-
putador.

METODOS

Casuistica

Trata-se de um estudo retrospectivo onde fo-
ram selecionados espécimes resultantes de 56
resseccOes cirurgicas colorretais com diagnostico de
adenocarcinoma. Essas amostras encontravam-se ar-
quivadas em blocos de parafina, disponiveis no Labo-
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ratorio de AnatomiaPatol 6gicaSIP, localizado nacida
de de Joinville, Santa Catarina. As amostras foram
numeradas e 0s nomes dos pacientes ndo foram utili-
zados, mantendo-se 0 sigilo. Estaamostragem foi sub-
dividida em dois grupos, a saber: grupo A -
adenocarcinomas colorretai s classificados como Esta-
diol ell pelaclassificagdo TNM, ou sgja, agueles nos
quais néo foi identificada a presenca de invaséo
neoplasicaem linfonodos; grupo B - adenocarcinomas
colorretaisclassificadoscomo Estédio 1, ou sgja, aque-
las nos quaisfoi identificadaapresengade no minimo
um linfonodo comprometido pelo tecido neopléasico.
Foram incluidas apenas as amostras que possuiam pre-
senca de estadiamento tumoral completo pelaclassifi-
cacdo TNM e cujos blocos de parafina contendo teci-
do tumora mostraram-se adequados a realizacdo do
presente estudo.

Construcdo da Matriz de Amostras
Teciduais (Tissue Array)

Apos a selecdo dos casos, foram escolhidos
0s blocos de parafina mais representativos do espéci-
me tumoral baseado na andlise de sua lamina corres-
pondente coradacom Hematoxilinae Eosina (HE). Foi
feita uma revisdo microscopica desta para identifica-
¢ao dos segmentos com tecido tumoral, nos quais foi
extraida uma amostra do bloco de parafina correspon-
dente com autilizagdo deum “punch” descartavel para
biépsia de pele, com 5 mm de didmetro. Multiblocos
destes fragmentos de amostras foram montados, sem-
pre registrando a posicdo de cada um para posterior
identificagdo (Figural).

Figura 1 - Multibloco e seu respectivo molde. O tecido no canto
superior direito foi colocado como marcador da primeiraamostra
da matriz e ndo pertence as amostras do estudo.
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Imunoistoquimica

De cada multibloco foi realizado um corte
histolégico o qual foi fixado emléminaaqual, apostrata-
mento, foi incubada com o anticorpo monoclona para
deteccdo da proteina VEGF humana (affinity
BioReagents, n° MA1-16629). A deteccéo do anticorpo
primério foi realizadacom o sstema LSAB™+ System-
HRP do fabricante Dako (codigo K0690), eavisudizacéo
foi obtidacom o kit DAB+ Substrate Cromogen System
do fabricante Dako (codigo K3468). A quantificacéo da
reacdo imunoistoquimicafoi redizadaatravésdaandise
dasmicrofotografiasdasamostras, auxiliadapel o software
Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics, USA).

Anélise Digital da Imagem

Usando-se idénticas configuracdes de
microscopiaefotografia, foram obtidastrésimagensde
cada amostra estudada (Figura 2) com uma objetiva de
40 vezes em microscopio Nikon, model o Eclipse E200.
Asimagensforam auto balanceadas através do software
Microsoft PhotoEditor para melhora do contraste e do
brilho. Apés andlise visual do conjunto, asimagens fo-
ram processadas utilizando-se uma escala padronizada
de coresincluindo amplitudesrespectivas parao verme-
Iho (87-203), verde (15-165) e azul (0-121).

As trés imagens de cada amostra foram sub-
metidas a este processo, tendo a determinacéo do ni-
vel (escore) de expressao da proteinaVEGF sido obti-
da pela multiplicagdo da densidade média pelo
percentual das areas positivamente coradas pela
imunoistoquimica (areas de coloragao marrom). A ob-
tencdo do escorefinal de expresséo da proteinaVEGF
para cada amostrafoi obtida através da média aritmé-
tica entre o resultado individua de cada uma das trés
imagens da amostra.
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Figura2 - Lamina de multibloco submetida a deteccéo da proteina

VEGF juntamente com as trésimagens obtidas de uma das amos-
tras.
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Analise Estatistica

OsoftwareEpi Info™ versdn 3.5.1fai utilizado para
efetuar as andises edtatidticas deste trabaho. As compara
¢Oes foram efetuadas com o tese ANOVA ou com o teste
Mann-Whitney/Kruska-Wallisquando asvaridveisndo es-
tavam normamente distribuidas. As varidveis categdricas
foram andisadas usando-se o teste ? ou 0 exato de Fisher.

O projeto deste trabalho foi analisado pelo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Re-
gido de Joinville - UNIVILLE, e teve sua execucgéo
aprovada pelo oficio n® 103/2007 por atender plena-
mente aos parametros descritos na Resolugdo 196/96
do Conselho Nacional de Salide.

RESULTADOS

Cinguentae seis pacientesforam incluidos nes-
te estudo, 28 pertencentes ao grupo A (sem metéstase
em linfonodos) e 28 pertencentes ao grupo B (com
metéastase em linfonodos). A distribuicdo por sexo, ida
de e estadiamento dos dois grupos estéo representa-
dos naTabela 1.

Tabela 1 - Dados pessoais e histopatol 6gicos dos dois
grupos de pacientes estudados. Grupo A (linfonodos
negativos) e grupo B (linfonodos positivos).

GrupoA GrupoB Valor dep
Sexo
Masculino 16 13 p=0,42
Feminino 12 15
Idade Média

63,2 60,5 p=0,48

Estadiamento
I 7
A 20
1B 1
1A 2
B 16
[c 10
Profundidade do Tumor
pT2 7 1
pT3 20 23
pT4 1 4
Linfonodos Comprometidos
pNO 28 -
pN1 17
pN2 1
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Os escores obtidos na avaliagéo da expressao
da proteina VEGF das 56 amostras deste estudo vari-
aram de 2,15 até 48,36 (Figura 3).

No grupo A o menor valor de escore foi de
2,15 e o maior 42,83, com uma média de 24,49 e um
desvio-padrdo de 10,91. No grupo B o menor valor de
escore foi de 7,86 e o maior 48,36, com umamédiade
24,42 e desvio-padréo de 9,88. As variagOes entre 0s
escores abtidos nos grupos A e B ndo foram estatisti-
camente significativas (p= 0,98), e os valores de cada
caso podem ser observados natabela 2.

Conforme o estadiamento tumoral, o0 menor es-
core pertenceu a0 estédio | e o maior a0 estédio 11IC.
Apenas uma amostra foi classificada como estadio 11B
com um escore de 34,40. O estédio 111 A foi representado
por duasamostras, com umamédiade 19,65. Como pode
ser observado na tabela 3 entre as amostras restantes, a
menor média de escore pertence aos casos classificados
como estadio | (23,16). A maior média de escore perten-
ce aos casos classificados como estadio 111C (26,63).
Aparentemente hd uma diferenca entre média do escore
de expressdo das amostras classificadas como estédio | e
estédio 111C, entretanto estatisticamente essas diferen-
¢asndo foram significativas (p=0,84).

Escore= 50,02

=
s - -

Conforme aprofundidade deinvasio tumoral,
a menor média do escore de expressao da proteina
VEGF foi de 22,92 e desvio-padrdo de 7,06 perten-
cente aos tumores classificados como pT4. A maior
médiade escorefoi 24,87 com desvio-padréo de 10,75
obtida dos tumores classificados como pT3. O gru-
po de amostras classificadas como pT2 teve uma
médiade 23,16 e um desvio-padrdo de 10,44. Como
pode ser observado natabela 4 as diferencas obser-
vadas nas médias dos grupos separados pela pro-
fundidade de invasdo tumoral ndo foram estatisti-
camente relevantes (p= 0,86).

Divididas as amostras conforme o nimero
delinfonodos comprometidos (tabela5), o grupo clas-
sificado como pN1 (1 a 3 linfonodos comprometi-
dos) exibiu amenor média de expresséo da proteina
VEGF, ficando em 23,61 com desvio-padréo de 9,59.
A maior médiafoi do grupo classificado como pN2
(4 ou mais linfonodos comprometidos) 25,67 e des-
vio-padréo de 10,67. O grupo pNO (sem linfonodos
comprometidos) ficou com umameédiaintermediaria
de 24,49 e desvio-padréo de 10,91. As diferencas
observadas ndo sdo relevantes estatisticamente
(p=10,87).

- :
.‘ -_.Eunm= 47,03

Figura 3 - Imagens para detecgéo da proteina 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 escore de expressdo da proteina VEGF em ordem crescente e separados por grupo.

GrupoA 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 11,74 32 14,60
5 11,98 33 14,73
6 13,33 A 16,07
7 18,12 35 17,42
8 18,61 36 1751
9 19,08 37 18,20
10 20,73 33 18,28
11 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 2747 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 3554
26 40,08 54 35,97
27 41,63 55 4410
28 42,83 56 48,36
Média 24,49 M édia 24,42
Desvio-padréo 10,91 Desvio-padré&o 9,88
p= 0,98
DISCUSSAO sencadeinvasdo linfonodal e o estadiamento corrobo-

Os resultados obtidos no presente estudo re-
presentam umainformac&o adicional dentro do amplo
espectro de achados que buscaram relacionar a ex-
pressdo da proteinaVEGF e as diferentes varidveis no
cancer colorretal como estadiamento, grau histol égico,
tamanho do tumor, metastases linfonodais ou adistan-
ciae prognastico.

A auséncia de correlacdo significativa aqui
observada entre a expressdo tumoral de VEGF, a pre-
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ra outros estudos ja efetuados os quais, embora utili-
zando metodol ogias distintas e analisando algumas ou-
trasvariaveis, também encontraram resultados que ndo
confirmaram a possivel relacdo entre a expressdo da
proteina VEGF e outros fatores prognésti cos padroni-
zados, atualmente utilizados em pacientes portadores
de cancer colorretal %57,

Por outro lado, a controvérsia a este respeito
reside na existéncia de outros estudos os quais logra-
ram evidenciar diferencassignificativasrelativasaex-



Rev bras Coloproct
Janeiro/Mar ¢o, 2009

Andlise da Relagdo entre a Expressdo da Proteina VEGF
e o Estadiamento do Cancer Colorretal

Vol. 29
Ne 1

Leandro Mutschall e Cols.

Tabela 3 - Dados estatisticos obtidos na comparacdo dos escores com o estadiamento tumoral.

Estadiamento N Menor escore Maior escore Meédia Desvio-padrdo Valor dep
I 7 215 40,08 23,16 11,28 084
A 20 4,33 42,83 24,46 11,09
1B 1 34,40 34,40 34,40 -
1A 2 16,07 23,23 19,65 5,06
B 16 7,86 44,10 23,63 9,90
lnc 10 13,93 48,36 26,63 10,74
Tabela 4 - Comparacdo da expressao da proteina VEGF com a profundidade de invasdo tumoral.
Profundidade do tumor n= 56 M édia Desvio-padré&o Valor de p
pT2 8 23,16 1044 0,86
pT3 43 24,87 10,75
pT4 5 22,92 7,06
Tabela 5 - Comparacgdo da expressdo da proteina VEGF com o nimero de linfonodos invadidos.
Linfonodos Invadidos n= 56 Média Desvio-padré&o Valor de p
pNO 28 24,49 1091 0,87
pN1 17 2361 9,59
pN2 1n 25,67 10,67

pressdo desta proteina. Funaki et al 8, embora néo
tenham observado relac&o significativa com diver-
sas variaveis tumorais, demonstrou uma diferenca
significativa de expressdo no que diz respeito a pre-
senca de metéastases linfonodais. Resultados seme-
Ihantes foram encontrados por Kazama et al °, os
guaistambém encontraram diferencasignificativaem
relac@o a metastases linfonodais, invasdo linfaticae
o tamanho do tumor. No estudo realizado por
Takahashi et al ° a intensidade da reacéo para
deteccdo da proteina VEGF foi significativamente
maior nos tumores com metastase do que nos tumo-
res sem metastase e adenomas (p < 0,001 e p < 0,001
respectivamente), embora ndo tenha ocorrido esta
diferenca entre a intensidade de coloragdo dos tu-
mores sem metastase e os adenomas. Cascinu et al
11 apds estudarem a expressdo da proteina VEGF
em 121 pacientes com carcinoma colorretal, todos
classificados em estadio |1, comprovaram aidéiade
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que a proteina VEGF pode ser utilizada paraidenti-
ficar pacientes com alto risco de recorrénciatumoral,
e que estes poderiam beneficiar-se de um tratamen-
to adjuvante.

A inexisténcia de consenso a respeito da
correlacdo dos niveis de expressdo da proteina
VEGF com outros fatores progndésticos contrasta
com sua crescente importéancia clinica. A expres-
sdo da proteina VEGF em varios tumores humanos
geralmente esta correlacionada com a progressao
tumoral e mau prognadstico ruim, motivo pelo qual
tornou-se um alvo para o desenvolvimento de agen-
tes terapéuticos *2.

Nos anos 90 foi desenvolvido um anticorpo
monoclonal contraaproteinaVEGF-A, denomina-
do como bevacizumab, o qual vem sendo utilizado
com resultados bastante promissores 3. Alguns
estudos j& demonstraram que a adicdo de
bevacizumab a quimioterapia tradicional mostrou
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aumento da sobrevida dos pacientes com aceitavel
toxicidade. O FDA (Food and Drug Administration)
dos Estados Unidos aprovou a utilizacdo do
bevacizumab em pacientes com tumores de célon
irressecaveis e tumores de pulmao ndo escamoso,
ndo de pequenas células, também irressecaveis. Em
abril de 2007 o Ministro Japonés da Saude, Traba-
lho e Bem Estar Social aprovou o uso de
bevacizumab paratratamento de pacientes com tu-
mores de colon irressecaveis .

Weihrauch et al ** relataram o caso de um
paciente com 62 anos de idade, que teve diagnostica-
do no ano de 2001 um adenocarcinomade colon est&
dio Ill. No ano de 2008 apresentou uma grande
metéstase hepética, irressecavel e com linfonodos do
hilo hepatico envolvidos. Apds o tratamento adjuvante
com cetuximab, bevacizumab e XEL OX (Capecitabine
Plus Oxaliplatin) o paciente mostrou completaremis-
s80 tumoral. Foi ent&o realizada cirurgia para remo-
¢ao dos residuos teciduais que ao serem submetidos
ao exame histopatolégico ndo evidenciaram tumor
residual .

RNA deinteferéncia(RNAI) éumatecnologia
emergente e potente, capaz de reduzir a expresséo de
genes desgjados. Estudos recentes tem utilizado esta
tecnologia para controlar a expressao da proteina
VEGF em diversos model os tumorais. A utilizacdo do
RNAI ndo estd em fase tdo avangada como o
bevacizumab, porém resultados recentes mostram que
esta tecnologia é bastante eficiente no controle da ex-
pressdo génica.

Mulkeen et al ¢ testaram a capacidade do
RNAI para reduzir a expresséo da proteina VEGF
em células de céancer de coélon. As células
transfectadas com o RNAi mostraram um decrésci-
mo de 94% da expressdo da proteina VEGF, e 67%
de decréscimo na proliferacéo celular. Outro estudo
realizado na Chinapor He et al *’ utilizou RNAi para
controlar a expressdo da proteina VEGF in vivo e in
vitro. A expressdo do RNA mensageiro para a prote-
inaVEGF-C edaproteinaVEGF-Cinvitrofoi signi-
ficativamente reduzida (45,3% e 35,3% respectiva-
mente). In vivo, quatro semanas apods a injecao do
RNAI o volumetumoral foi significativamente menor,
bem como a incidéncia de metastase em linfonodos
(30%).

21

Outro aspecto a ser discutido referente ao tra-
bal ho aqui apresentado diz respeito aaplicabilidade dos
recursos utilizados para analise dos testes de
imunoistoquimica, os quaisincluiram aelaboracéo de
umamatriz de amostrasteciduais e aleiturados resul-
tados utilizando aandlise deimagens assistidapor com-
putador.

Nossa experiéncia com aconstrugdo de uma
matriz de amostras teciduai s paraaanalise conjunta
retrospectiva de uma série de casos através de
imunoi stoguimicaconfirmou osrelatosfavoraveisen-
contrados na literatura. Além de tecnicamente sim-
pleseviavel, suautilizagdo implicou em diversos be-
neficios entre os quais poderiamos citar em especial
a possibilidade de um maior controle de variages
na coloragdo relacionadas & necessidade de vérios
procedimentos (baterias), uma vez que todas as |&-
minas podem ser coradas através de um Unico pro-
cedimento, o que implica ainda, por seu turno em
uma reducdo do custo devido a necessidade de me-
nores volumes de reagentes, incluindo anticorpos
monoclonais.

No quediz respeito autilizagdo de andlise di-
gital deimagens, trata-se de uma questédo mais com-
plexa de ser avaliada. Considerando-se que o pro-
cedimento padrdo paraquantificagéo dacoloragéo res-
tringia-se a avaliagdo puramente subjetiva visual,
inexiste uma referéncia estritamente objetiva capaz
de determinar aeficiéncia e confiabilidade dos méto-
dosde medidadigital amplamente utilizados ao longo
dos ultimos anos. Esta dificuldade é ainda agravada
pelo fato de que estes Ultimos também incluem um
importante componente subjetivo como adetermina-
¢ao de campos e a defini¢do do espectro col orimétrico
a ser empregado. Mesmo considerando estas ressal-
vas, nossaexperiénciacom aanalise digital nestetra-
balho mostrou-se aparentemente confiavel e coerente,
confirmando os relatos favoraveis de outros estudos
que utilizaram este recurso 8 19 20,

Assim sendo, concluimos ndo ser possivel con-
firmar apartir deste estudo a hipétese de que osniveis
de expresséo imunoi stoquimicadaproteinaVEGF nos
carcinomas colorretais s80 maiores nos tumores com
presenca de metéstase em linfonodos regionais, utili-
zando-se umaMatriz de Amostras Teciduaise andlise
de imagens assistida por computador.
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ABSTRACT: Development of studies in molecular biology over the last decades has contributed for better knowledge about
colorectal carcinogenesis. An important landmark in this process was the identification of a protein 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 from 56 colorectal cancer patients were analyzed by immunohistochemistry for VEGF
expression using a multitissue array and a computer-assisted image system. No significant result was found between VEGF
expression and tumor staging or lymph nodes metastasis. We concluded that no predictive value for lymph nodes metastasis could
be demonstrated by VEGF immunostaining in this study.

Key words: Colorectal cancer; molecular biology; VEGF,; staging; immunohistochemstry.
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