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Introducéo

Cancer colorretal, segundo definicdo pelo grupo de médicos especialistas da
Clinica Mayo e pelo Instituto Nacional de Cancer (NCI), dos Estados Unidos, e
aceita mundialmente, € o cancer que acomete o coélon (intestino grosso) e em sua
porcao distal, o reto.™® Em relacdo & incidéncia, o cancer colorretal é a terceira causa
mais comum de cancer no mundo, sem preferéncia de género, sendo a segunda
causa em paises desenvolvidos.'* A maioria destas neoplasias malignas s&o
adenocarcinomas, que sdo neoplasias de células epiteliais produtoras de muco ou
outros fluidos. *® Os principais fatores de risco para o cancer colorretal sdo: idade
acima de 50 anos; histéria familiar de cancer de colon e reto; histéria pessoal
pregressa de cancer de ovario, endométrio ou mama; dieta com alto contetdo de
gordura, carne e baixo teor de calcio; obesidade e sedentarismo. H4 também outros
fatores, tais como: doencas inflamatérias como retocolite ulcerativa crbnica e
Doenca de Crohn; algumas condi¢cdes hereditarias (Polipose Adenomatosa Familiar
(FAP) e Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (HNPCC). *'

Quanto a sobrevida, nestas situagbes, é considerada boa se a doenca for
diagnosticada em estadio inicial. A sobrevida média global em cinco anos varia entre
40% e 50%, ndo sendo observadas grandes diferencas entre paises desenvolvidos

e em desenvolvimento. >
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Devido as grandes diferencas no resultado de sobrevida entre pacientes que
apresentam ou desenvolvem metastases e aqueles com tumores érgaos-confinados
ou com doenca nao recorrente, varios estudos tem se focado na descoberta de
marcadores de progndéstico. Tem se abordado os produtos de expressdo génica,
visando a identificacdo de fatores que favorecam o melhor entendimento do
progndstico do cancer colorretal, incluindo a predicdo de metastases ocultas. ~**

Evidéncias experimentais indicam que a super-expressao dos genes de Fator
de Crescimento Endotelial Vascular C (VEGF-C), e da Cicloxigenase-2 (COX-2)
promovem a angiogénese e a linfangiogénese, sendo ambos 0s processos
essenciais para o crescimento e disseminacdo de células tumorais. ¥ O aumento da
expressdo dos fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGF) é
frequentemente relacionado com fendtipos tumorais agressivos e de mau
progndéstico, no entanto, a relagdo entre a expressdo de VEGF e a sobrevida
permanece obscura. *

As enzimas da familia das cicloxigenases (COX), COX-1 e COX-2,
desempenham um papel-chave na conversdo do acido aracdbnico (AA) em
prostaglandinas, as quais tém sido associadas com a carcinogénese colorretal. ® A
expressdo aumentada de COX-2 no cancer colorretal humano e no tecido
adenomatoso é mais frequente que na mucosa normal. Entretanto, dados sobre a
relacdo entre a expressdo de COX-2 e a sobrevida dos pacientes ainda ndo sao
conclusivos. *®

Como o VEGF-C e o COX-2 participam ativamente da tumorigénese, as
expressdes destes marcadores bioldgicos poderiam estar associadas diretamente a
capacidade metastatica do cancer colorretal e a sobrevida dos pacientes, logo, o
presente estudo visa detectar e avaliar a co-expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular-C (VEGF-C) e Cicloxigenase-2 (COX-2) no adenocarcinoma

colorretal humano de pacientes do Hospital Aradjo Jorge em Goiania-GO.

Metodologia

Pacientes

Foi realizado um estudo retrospectivo dos pacientes operados no Hospital

Arautjo Jorge da ACCG e diagnosticados em seu Setor de Anatomia Patolbgica



durante o periodo de 1998 a 2004 (cinco anos de seguimento). Os sujeitos da
pesquisa foram identificados através do levantamento de todos os casos de
adenocarcinoma colorretal, tendo-se coletado os dados clinicos nos prontuarios e
apos isso, realizou-se a busca e analise do material tumoral emblocado em parafina
utilizando o estudo imuno-histoquimico e a analise microscépica convencional por
Hematoxilina & eosina. Os sujeitos da pesquisa receberam uma identificagao
numerada em planilhas de dados, preservando a confidencialidade e privacidade

dos pacientes do estudo.

O estudo avaliou 128 pacientes consecutivos diagnosticados e operados no
Hospital Aradjo Jorge, os quais tiveram os linfonodos retirados, sendo que em 19
casos nao foi possivel resgatar dados de sobrevida em cinco anos por perda de
seguimento e/ou mudanca de endereco, sendo que estes dados foram excluidos dos

resultados.

Os sujeitos da pesquisa receberam uma identificagdo numerada em planilhas
de dados, preservando a confidencialidade e privacidade dos pacientes do estudo.
Este projeto foi aprovado pelo CEP da ACCG sob protocolo numero: 042/2010.

Imuno-histoquimica

Trés cortes de tecido parafinado (em bloco de parafina), os quais foram
previamente fixados por formol a 10% tamponado, foram cortados em micrétomo
rotatério manual Leica na espessura de 3 a 4 micra e posteriormente colocados,
cada um, em uma lamina de vidro previamente silanizada e imediatamente
identificada. Os cortes de tecido foram desparafinados e reidratados através de uma
sequéncia de alcodis de 70 a 99 GL. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da
peroxidase endbgena através da incubacao em peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%.
Na recuperacdo antigénica utilizou-se tampéo citrato 10mM (pH 6.0) pelo calor em
panela de pressdo. Os antigenos VGEF-C e COX-2 foram identificados usando
anticorpos monoclonais anti-humanos de camundongo em diluicdes de 1/800 para
COX-2 e 1/400 para VEGF-C. Apés a aplicacdo dos anticorpos nos tecidos seguiu-
se a incubacao dos mesmos num processo de overnight em geladeira, utilizando um
anticorpo secundario ligado a 3,30-diaminobenzidina (DAB) como cromogeno e

depois contra-corado pela hematoxilina de Mayer. Tecidos com positividade



comprovada para as proteinas pesquisadas foram incluidos nas reac¢des para cada
um dos antigenos, bem como amostras de tecido colorretal normal, para servirem de

controles positivos e negativos externos em cada processo.

Resultados

O estadiamento para a classificacdo dos pacientes em grupos conforme a
gravidade da doenca, foi baseado no estadiamento preconizado pela Uniao
Internacional Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificagao
dos Tumores Malignos, AJCC Cancer Staging Manual. Philadelphia; Lippincott-
Raven Publishers, 2007:83. A classificacdo designa estagio 1 para 0s pacientes com
T (tumor) 1 e T2 com N (linfonodo) O (tumores que invadem até a camada muscular
propria da parede colorretal e sem metastases em linfonodos), o estagio 2 é
designado para os T3 e NO (tumores invadindo até a serosa, sem metastases
linfonodais) e o estagio 3 para os tumores qualquer T e com N1 em diante (qualquer
nivel de invasao do tumor e presenca de metastases em linfonodos).

Os individuos utilizados no estudo foram distribuidos homogeneamente nos
grupos de acordo com o estadiamento tumoral (p>0,05).

Os resultados mostram que a populagéo de estudo possui média de idade de
61,8 anos (desvio padrdao de 15,17), sendo a idade minima 25 anos e a idade
maxima de 87 anos. Quando analisamos o fator de risco associado ao Obito quanto
ao estadiamento, ndo observamos significancia estatistica entre os grupos (p>0,05).

Para avaliar se a quimioterapia e radioterapia favoreceram a sobrevida dos
pacientes, os dados foram distribuidos por estadiamento tumoral e avaliados por
teste de qui-quadrado, podendo-se observar que os tratamentos realizados nesta

populacao ndo alteraram a sobrevida dos pacientes (p>0,05).

Discussao

No presente estudo, podemos observar que a populacdo estudada é
homogénea quanto aos grupos de estadiamento da doenca e com uma média de
idade na sétima década de vida e que o tratamento quimioterapico ou quimioterapico
e radioterapico (antes ou depois da cirurgia com ressecc¢ao da peca cirurgica), neste

grupo de estudo, ndo afetou a sobrevida dos pacientes.
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Em relacdo a molécula VEGF-C, analisamos quantidades percentuais de
expressdo em relacdo a sobrevida com teste de qui-quadrado e pudemos observar
gue o0 aumento de sua expressao, por si s0, ndo afetou a sobrevida dos pacientes do
estudo (p>0,05). %

Na andlise da expressédo da molécula COX-2 vinculada ao ponto de corte de
50% devido sua alta expressdo em tumores malignos colorretais (cerca de 83% na
literatura) *’, analisamos sua correlagdo com a sobrevida pelo teste de Fischer e
também observamos que a intensidade de sua expressao néo teve impacto na
sobrevida dos pacientes do estudo (p>0,05), estando de acordo com autores como
Brambilla et al. e Petersen et al. *"*

Em virtude dos dados apresentados, consideramos que, na populacdo de
estudo, precisaremos buscar ainda outros parametros moleculares ou de outra
natureza para a correlacdo com a sobrevida, associados ou ndo as moléculas COX-
2 e VEGF-C, a fim de tentarmos avancar no estabelecimento de marcadores
potenciais de progndstico e de possiveis novos alvos de tratamento para o cancer

colorretal.

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes quanto ao estadiamento em relacéo a sobrevida em 5

anos.
Sobrevida
Estadiamento Total
Obito Vivo em 5 anos
Estagio 1 11 (15,5%) 13 (34,2%) 24 (22,0%)
Estagio 2 19 (26,8%) 10 (26,3%) 29 (26,6%)
Estagio 3 41 (57,7%) 15 (39,5%) 56 (51,4%)

Total 71 (65,1%) 38 (34,9%) 109 (100,0%)




Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes quanto ao tratamento quimioterapico e/ou
guimioterapico e radioterapio (QtRt) em relacdo a sobrevida em 5 anos.

Sobrevida
QtRt Total
Obito Vivo em 5 anos
N&o 20 (28,2%) 10 (26,3%) 30 (27,5%)
P6s 46 (64,8%) 26 (68,4%) 72 (66,1%)
Neo 5 (7,0%) 2 (5,3%) 7 (6,4%)
Total 71 (65,1%) 38 (34,9%) 109 (100,0%)

p=0,904 ; teste: Qui-quadrado

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes quanto ao vegf-c em relagcdo a sobrevida em 5 anos.

Sobrevida
VEGF-C Total
Obito Vivo em 5 anos
Zero 11 (15,5%) 5 (13,2%) 16 (14,7%)
Até 30 8 (11,3%) 4 (10,5%) 12 (11,0%)
40 a 50 37 (52,1%) 19 (50,0%) 56 (51,4%)
Mais que 60 15 (21,1%) 10 (26,3%) 25 (22,9%)
Total 71 (65,1%) 38 (34,9%) 109 (100,0%)

p=0,937 ; teste: Qui-quadrado

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes quanto ao cox-2 em relacdo a sobrevida em 5 anos.

Sobrevida
Cox-2 Total
Obito Vivo em 5 anos
Zero 1 (1,4%) 1 (2,6%) 2 (1,8%)
Até 50 5 (7,0%) 3 (7,9%) 8 (7,3%)
Mais que 50 65 (91,5%) 34 (89,5%) 99 (90,8%)
Total 71 (65,1%) 38 (34,9%) 109 (100,0%)

p=0289 ;

teste: Fisher
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