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RESUMO

Neves ARS. Analise da expressdo do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) como fatores
progndsticos moleculares para metastases hepaticas de cancer colorretal. Sao

Paulo; 2009. [Dissertagao de Mestrado-Fundagdo Antdnio Prudente].

A resseccdo hepatica € o mais efetivo tratamento para os pacientes portadores de
metastases hepaticas de cancer colorretal (CCR). Em 5 anos, a sobrevida estimada ¢
de 25 a 57 % apods a ressec¢ao hepatica. Atualmente, para avaliar o prognostico da
metédstase hepatica, alguns marcadores biologicos t€ém sido investigados € novos
fatores de risco identificados, influenciando a sobrevida dos pacientes submetidos a
cirurgia hepatica. Este estudo avaliou retrospectivamente 83 pacientes submetidos a
ressec¢do hepatica por metastase colorretal. Nos avaliamos a expressao do VEGF e
do EGFR no tecido tumoral, pelo método de “tissue array” e a intensidade da
expressdo, através do modo automatizado, utilizando o programa ACIS. A analise
dos resultados associou a expressao dos VEGF e do EGFR no tecido tumoral com a
sobrevida dos pacientes operados. Neste estudo, a expressao do VEGF na metastase
hepatica de cancer colorretal foi identificada como fator progndstico independente.
A expressao do EGFR ndo apresentou impacto na sobrevida, bem como nao esteve

relacionado a nenhuma das varidveis histopatoldgicas.



SUMMARY

Neves ARS. [Analisys of the expression of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and epidermal growth factor receptor (EGFR) as molecular prognostic
factors in patients with liver metastases from colorectal cancer]. Sao Paulo;

2009. [Dissertagdao de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Hepatic resection is the most effective treatment option available for patients with
liver metastases from colorectal carcinoma (CRC). Several large series have
reported a 25 to 57 percent long-term survival rate after curative resection of liver
metastases. To evaluate the prognosis of liver metastasis, several biological markers
have been investigated and new risk factors have been reported to influence survival
after liver metastasis resection. This study assessed retrospectively 83 patients
operated with curative intent, with the diagnosis of liver metastasis of colorectal
cancer. We assessed the impact on survival of the expression of VEGF and EGFR in
the tumoral tissue through the method of tissue array and trough an automated
manner, with the ACIS program. In this study, vascular endothelial growth factor
expression in liver metastatic from colorectal carcinoma showed to be an important
prognostic marker. Wherever, EGFR did not show an impact on survival, and was

not related to any of the histopathological variables.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma das neoplasias malignas mais comuns em
todo o mundo e representa um problema de satde publica, pois € o segundo cancer
mais prevalente. Representa o quarto tipo de cancer mais freqiiente em homens ¢ o
terceiro em mulheres, sendo o risco acumulado de desenvolvimento de CCR ao
longo da vida de 6 %. No Brasil, a estimativa ¢ de 13.310 novos casos para homens
e 14.800 novos casos para mulheres no ano de 2010 (Ministério da Satde 2009).

Os métodos diagnosticos disponiveis atualmente possibilitam o rastreamento
de individuos de alto risco de desenvolvimento de CCR, sua detec¢do precoce e
cura. O rastreamento do CCR ¢ viavel e eficaz economicamente, mas sua aplicagao
ndo ¢ disseminada e, ao diagnostico, a maioria dos tumores encontra-se localmente
avancada ou com metastases hepaticas (SPEIGHTS et al. 1999).

A incidéncia de metastases hepaticas de cancer colorretal é de 15% a 25% ao
diagnostico (FONG et al. 1996) e o desenvolvimento tardio dessas lesdes no figado
pode ocorrer em até 50% dos pacientes inicialmente sem metéastases (CHOTI e
BULKLEY 1999). Estima-se, portanto, que cerca de metade dos pacientes
portadores de CCR desenvolverdo metastases hepaticas (STEELE e RAVIKUMAR
1989).

A sobrevida de pacientes com metastases hepaticas nao tratadas varia de 5 a
19 meses, com média inferior a 9 meses (NAGORNEY et al. 1987) e a
quimioterapia como tratamento exclusivo pode proporcionar uma sobrevida mediana

de 15 meses (LISE et al. 1991; SHEINER e BROWER 1994).



O tratamento através das ressecgdes hepaticas de metastases de tumores
colorretais comecou a ser definido a partir dos estudos de WOODINGTON e
WAUGH (1963), com taxa de sobrevida de 20% em 5 anos. BENGMARK e
HAFSTROM (1969), publicaram um estudo com 40% de sobrevida em 5 anos.
ADSON et al. (1984), relataram sobrevida de 28% em 5 anos nos pacientes
submetidos a ressec¢do de metastases hepaticas de cancer colorretal. No estudo de
SCHEELE ¢ ALTENDORF-HOFMANN (1999), foram realizadas 434 ressecgdes
de metéstases hepaticas de cancer colorretal em periodo de 32 anos (1960 a 1992)
com sobrevida de 32% em 10 anos e de 18% em 20 anos, com mortalidade
operatoéria inferior a 5%. Apesar de ndo haver estudos randomizados, em pacientes
passiveis de ressec¢do hepatica, que compare quimioterapia exclusiva e ressec¢ao de
metastases hepaticas, estudos retrospectivos sugerem fortemente uma melhor
sobrevida nos paciente submetido a cirurgia, tornando a ressec¢do hepatica o
tratamento padrdo para metastases de cancer colorretal (ADSON et al. 1984;
SCHEELE et al. 1991). Portanto, a ressec¢do cirurgica ¢ a unica possibilidade de
cura para o paciente com metastases hepaticas de CCR, embora 43% dos pacientes
submetidos a ressec¢do desenvolverdo nova recidiva sistémica e hepatica, sendo que
apenas hepatica em 20% (TRANBERG et al. 1994).

As recidivas hepaticas isoladas podem ser tratadas com a utilizagdo cada vez
mais freqliente de re-resseccdes. Neste caso, observa-se sobrevida de 45% em 5
anos, incluindo pacientes submetidos a até trés resseccdes hepaticas (HUGHES et al.
1988; CHOTI e BULKLEY 1999).

Nos dias atuais, com o aprimoramento da técnica cirirgica, avangos nos

cuidados da anestesia e terapia intensiva, abordagem multidisciplinar com utilizagao



de quimioterapia neoadjuvante, embolizagcdo portal prévia para aumentar o volume
dos segmentos hepaticos remanescentes ¢ as ressecgdes programadas em dois
tempos, todos estes adventos tornaram possivel a abordagem de pacientes que eram
considerados irressecaveis e também implicaram na melhora da sobrevida quando se

compara séries historicas com as séries mais recentes (Tabela 1).

Tabela 1 — Sobrevida em pacientes submetidos a ressec¢ao hepatica por metastase
colorretal.

SOBREVIDA A LONGO PRAZO
5 anos 10 anos 20 anos

SCHEELE et al. (1995) 39% 3% 18%
JAMISON et al.(1997) 27% 20%

BISMUTH e ADAM (1998) 39% 20%

FONG et al. (1999) 37% 22%

NOURA et al. (2001) 49%

CHOTI et al. (2002) 47%

ABDALLA et al. (2004) 57%

FIGUERAS et al. (2007) 42% 30%

Hoje a indicacdo e a extensdo da ressec¢do de metastases hepdticas sdo
baseadas na andlise da condi¢do clinica do paciente, extensdo da doenga e na fungdo
hepatica (LUPINACCI et al. 2007). Alguns estudos que investigaram possiveis
fatores relacionados as metéstases hepaticas de cancer colorretal, t€ém sido usados
para predizer a presenga de doenca irressecavel na laparotomia (JARNAIJIN et al.
1999) e para selecionar pacientes que poderiam se beneficiar de uma cirurgia com
inten¢do curativa (NORDLINGER et al. 1996). Deve-se ressaltar, no entanto, que o
aspecto mais importante de todos esses estudos € que a ressec¢ao hepatica melhora a
sobrevida a longo prazo. Portanto, ¢ imperativo avaliar os fatores prognosticos para

selecionar pacientes, inferir estimativas de sobrevida, delinear grupos de risco que



necessitem de terapia neoadjuvante ou adjuvante e eventualmente indicar ressecgoes
hepaticas repetidas, pois estes fatores prognosticos podem interferir na evolugao dos

pacientes tratados de metastases hepaticas de carcinoma colorretal (MHCCR).

1.1 FATORES PROGNOSTICOS RELACIONADOS A METASTASE

HEPATICA

Virios estudos foram realizados com o propdsito de identificar possiveis
fatores prognosticos de sobrevida e também de selecionar pacientes utilizando um
escore prognoéstico. FONG et al. (1999) analisaram 1.001 pacientes submetidos a
ressec¢do por MHCCR e, em um estudo multicéntrico em 85 institui¢des,
NORDLINGER et al. (1996) avaliaram 1.568 ressec¢des durante 22 anos.

No estudo de FONG et al. (1999), foram identificados 5 fatores prognoésticos
para desenvolver um escore de risco nos pacientes submetidos a ressec¢ao hepatica

por metastases colorretais:

o pacientes com mais do que 1 lesdo metastatica hepatica;

o tumores maiores que Scm,;

o antigeno carcinoembrionario (CEA) pré-operatorio maior que 200ng/ml;

o linfonodos comprometidos no tumor colorretal;

. tempo livre de doenca entre a ressec¢do do tumor primario € o aparecimento

das lesdes metastaticas hepaticas menor que 1 ano;

o margens cirurgicas positivas, presenca de doenca extra-hepatica.



Para cada variavel positiva soma-se 1 ponto (Tabela 2). A sobrevida foi de
40% em 5 anos quando até 2 fatores progndsticos eram positivos, porém quanto

mais fatores, pior a sobrevida.

Tabela 2 — Escore prognostico.

FATORES PROGNOSTICOS X SOBREVIDA

Fator progndstico positivo Sobrevida (5 anos)
0 60%
1 44%
2 40%
3 20%
4 25%
5 14%

Fonte: FONG et al. (1999).

O sistema proposto por NORDLINGER et al. (1996), classifica os pacientes
como portadores de baixo, médio e alto risco e analisa a sobrevida em 2 anos de

acordo com os seguintes dados:

o estadiamento do tumor primario;

o linfonodos comprometidos;

o tempo de aparecimento da metéstase inferior 2 anos;
o nimero de metastase superior a 4;

. diametro da metastase maior que Scm;

o nivel do CEA superior a 30ng/ml;
o margem de resseccao inferior a lem;

o idade superior a 60 anos.

Para cada varidvel positiva soma-se 1 ponto. (Tabela 3).



Tabela 3 — Critérios de risco para pacientes com metastase hepatica de cancer

colorretal.
FATORES PROGNOSTICOS
Risco Soma dos Pontos Sobrevida (2 anos)
Baixo 0a2 79%
Médio 3a4 60%
Alto S5a7 43%

Fonte: NORDLINGER et al. (1996).

1.1.1 Ndamero de lesbes metastaticas hepaticas

A ressec¢do de metastases hepaticas solitarias de tumores colorretais esta

associada a 50% de sobrevida em 5 anos (KOKUDO et al. 2004; FIGUERAS et al.

2007).

FONG et al. (1999) associam sobrevida de 44% apoés a resseccdo de

metastase unica. Estudos revelam que pacientes submetidos a ressec¢do de multiplas

lesdes metastaticas hepaticas tém progndstico reservado com sobrevida de 20% em

5 anos, mas aceitavel quando comparada com outros tipos de cancer (GAYOWSKI

et al. 1994) (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de Metastases Hepaticas X Sobrevida.

FONG et al. (1999) FIGUERAS et al. (2007)

4 nddulos = 33%

5 nodulos = 22%

6 a 8 nodulos = 19%
9 a 20 nédulos = 14%

1 nédulo = 45%
até 4 =39%
4 ou mais = 30%

6 ou mais = 24%

1.1.2 Dimensdes das metastases hepaticas

Virios estudos reportam um pior prognostico quando analisam a incidéncia

de recorréncia e sobrevida em metdstases hepaticas de tumores colorretais maiores



que Scm (SCHEELE et al. 1991; FONG et al. 1999). No estudo de SCHEELE e
ALTENDORF-HOFMANN (1999), o tamanho das metastases foi fator
independente de sobrevida global e livre de doenca apds a resseccdo hepatica.
Alguns autores consideram o tamanho das lesdes metastaticas menos importante e

que nao influenciaria o prognoéstico (CHOTI et al. 2002; KATO et al. 2003).

1.1.3 Margens cirurgicas na resseccao hepatica

A obtengdo de margens livres deve ser sempre perseguida pelo cirurgido e
usualmente admite-se que se deve obter uma margem de pelo menos 1 cm de tecido
normal (FONG et al. 1999). Muitos estudos tém identificado a margem da ressec¢ao
hepatica livre de doenga maior que 1 cm como um dos mais importantes fatores que
influenciam a sobrevida global e livre de doenga, e os autores consideram a
impossibilidade de obtengdo desta margem como uma contra indicagdo relativa da
ressec¢do hepatica (EKBERG et al. 1986; SCHEELE et al. 1995; SHIRABE et al.
1997; ELIAS et al. 1998). Entretanto, em uma recente publicacdo, HAMADY et al.
(2006) questionaram essa margem de 1 cm e seus resultados demonstraram que a
simples obtengdo de margens livres, mesmo menores que 1 cm, ndo causou impacto

significativo na sobrevida.

1.1.4 Tempo livre de doenca entre a resseccdo do tumor primario e o
aparecimento das lesdes metastaticas hepaticas inferior a 1 ano

Vérios estudos tém demonstrado que as metastases sincronicas
(diagnosticada no mesmo momento do Tumor primario ou em um intervalo menor

que 1 ano) estdo relacionadas a pior progndstico quando comparadas com os



tumores metacronicos (diagnosticados ap6s um intervalo superiores a 1 ano do
tratamento do tumor primario) (SCHEELE et al. 1995; FONG et al. 1999). Por outro
lado, outros autores ndo encontraram diferenca estatistica entre tumores sincronicos
e metacronicos (VOGT et al. 1991). Em trabalho recente BOCKHORN et al. (2008)
encontraram sobrevida similar entre os pacientes com metéastases sincronicas e

metacronicas tratados com ressec¢ao hepatica.

1.1.5 Nivel do antigeno carcinoembriondrio sérico pré-ressec¢cao hepatica

O antigeno carcinoembriondrio (CEA) é um marcador tumoral e estd
relacionado a tumores colorretais e seu progndstico. Nivel de CEA pré-ressecgao
hepatica superior a 200 ng/ml, no estudo de FONG et al. (1999), teve significancia
estatistica na analise univariada, mas ndo na analise multivariada, embora a
probabilidade de morte tenha se mantido elevada. Resultados semelhantes foram
observados por SUGAWARA et al. (2001), analisando 304 pacientes. Outros
estudos demonstram que o nivel pré-operatéorio de CEA ¢ fator prognostico
independente adverso (NORDLINGER et al. 1996). Atualmente, ndo ha
unanimidade quanto a relagdo entre CEA e sobrevida, entretanto sabe-se que o nivel
pré-operatorio de CEA, qualquer que seja, ndo contra-indica a ressec¢do hepatica de

metastases colorretais.

1.1.6 Presenca de doenca metastatica extra-hepatica
A presenca de doenga metastatica extra-hepatica concomitante com a

metastase hepatica mostrou-se significante do ponto de vista estatistico na analise



univariada (FONG et al. 1999) e foi o fator progndstico adverso com maior
influéncia no estudo.

Recente estudo de ELIAS et al. (2006) demonstrou sobrevida de até dez anos
apos resseccao de metastases hepaticas associadas a ressecgdes de metastases extra-
hepaticas em pacientes selecionados.

A presenca de doenga extra-hepatica ndo ¢ uma contra-indicagdo absoluta a
hepatectomia, desde que esta seja passivel de controle. SHAH et al. (2006)
demonstraram que metastases pulmonares quando ressecadas completamente antes
ou apds hepatectomia podem apresentar resultados comparaveis a pacientes sem

metastase extra-hepatica.

1.2 FATORES PROGNOSTICOS MOLECULARES

RELACIONADOS A METASTASE HEPATICA

1.2.1 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

Tanto as células normais, quanto as células neopldsicas dependem de
adequado suprimento sanguineo para obten¢ao de oxigénio e nutrientes e ¢ gragas a
formagao de redes vasculares que a célula garante crescimento e manutencdo dos
tecidos. A angiogénese ¢ um processo complexo de formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de pré-existentes, rigidamente controlado por fatores
estimuladores ou inibidores, na dependéncia das necessidades locais. Na
angiogénese associada aos tumores solidos os novos capilares sdo formados no

estroma tumoral a partir de células endoteliais do hospedeiro (BERGERS et al.
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2003) permitindo o desenvolvimento dos vasos sanguineos ao redor do tumor o que
¢ indispensavel para o crescimento tumoral e invasao local.

Estudos clinicos demonstram que a angiogénese também contribui para o
processo metastatico, pois a medida que ha expansdo da vascularizagdo, maior ¢ a
superficie para escape de células tumorais na circulagdo, processo esse que pode ser
facilitado pela imaturidade dos novos vasos formados (LIOTTA et al. 1974). Desde
a demonstracdo pioneira de FOLKMAN (1971), o crescimento tumoral ¢
considerado angiogénese-dependente ¢ numerosos fatores angiogénicos tém sido
identificados como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
metaloproteinases da matriz (MMP), fator de crescimento fibroblastico bdasico
(bFGF), mas principalmente o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).

O VEGEF ¢ o fator angiogénico que tem sido mais intensamente estudado,
uma vez que além de atuar na neoangiogénse, aumenta a permeabilidade vascular
(FOLKMAN et al. 1997).

Estudos sugerem que a hipdxia celular ¢ o estimulo mais importante para
regular a expressao do VEGF (FERRARA 2002). A hipéxia no tecido tumoral
costuma ocorrer quando este esta a 100-200nm distante de uma fonte vascular
nutridora (HELMLINGER et al. 1997) e a sobrevivéncia do tumor depende da
habilidade adaptativa em recrutar novos vasos sanguineos através de fatores
angiogénicos. Os tumores humanos que resistem a condi¢do de hipéxia demonstram
que se adaptaram a este ambiente na progressdo tumoral. A célula normal em
condi¢des de hipoxia ¢ induzida a ativar um fator transcricional chamado HIF
(fatores induzidos por hipdxia), que sdo proteinas heterodiméricas, representadas por

HIF1, HIF2 e HIF3 e que regulam mais de 70 gens alvos (BODDY et al. 2005). O
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HIF aumenta a expressao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), além
de promover o aumento da expressdo de enzimas glicoliticas (FIRTH et al. 1995;
RYAN et al. 1998).

O VEGF ¢ o fator chave dos processos fisiolégicos de vasculogénese e
angiogénese (JAIN 2003). O VEGF (também chamado de VEGF-A) ¢ uma
glicoproteina ligada a heparina pertencente a uma subfamilia que inclui os fatores de
crescimento VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentario
(SHIBUYA 2001).

O VEGEF liga-se a dois receptores principais: VEGFR1 (Receptor tipo 1 do
fator de crescimento vascular endotelial) e 0 VEGFR2 (Receptor tipo 2 do fator de
crescimento vascular endotelial). Cada um destes receptores possui: um dominio
extracelular com regides semelhantes a imunoglobulina; uma regido transmembrana
e um dominio intracelular tipo tirosino-quinase. O VEGFRI1 tem maior afinidade ao
VEGF do que o VEGFR2. Em contraste o VEGFR2 tem mais atividade tirosino-
quinase quando estimulado pelo VEGF. A ativacdo do VEGFR1 ndo tem efeito
direto na mudanga do citoesqueleto (WALTENBERGER et al. 1994). Entretanto a
ativacdo do VEGFRI estd implicada no aumento da expressdo do plasminogénio
ativado que esta relacionado a degrada¢dao da matriz extracelular e migracao celular
(OLOFSSON et al. 1998). Sao conhecidos seis residuos C-terminal do VEGFRI1
incluindo 1169, 1213, 1242, 1309, 1327 e 1333, responsaveis pelos sitios de
fosforilacao (ITO et al. 1998; OLSSON et al. 2006). O sitio 1169 ¢ implicado na
ativacao da fosfolipase C-1(PLC-1) que ativa a transduc¢do de sinal da via da
proteina-quinase mitogeno-ativada (MAP-K), que em ultima andlise promove a

sobrevivéncia celular (SAWANO et al. 1997). Vérios estudos comprovam a
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expressao do VEGF no tecido tumoral como fator progndstico. SCHEELE e
ALTENDORF-HOFMANN (1999) relataram que pacientes com CCR possuem
niveis superiores de VEGF quando comparados a individuos saudaveis e que este
esta associado ao desenvolvimento de metéstases e pior progndstico. ABE et al.
(2007) observaram que dos 27 pacientes submetidos a cirurgia colorretal por cancer,
todos tinham aumento na expressao do VEGF no citoplasma, principalmente aqueles
com comprometimento linfonodal e invasdo angiolinfatica. Estes resultados sugerem
que a expressao do VEGF pode ser usada como um marcador da presenca de

metastase.

1.2.2 Receptor do Fator de Crescimento Epitelial (EGFR)

O EGFR ¢ uma glicoproteina da membrana plasmatica celular, composta de
um dominio de ligacdo extracelular lipofilico e um dominio intracelular de tirosina-
quinase. E um membro da familia dos fatores de crescimento e a ativagio do
complexo EGFR-tirosina-quinase tem sido identificado como um evento iniciador
da cascata de sinalizacdo intracelular levando a proliferacdo, sobrevivéncia,
angiogénese e metastatizagdo (KARI et al. 2003). A ativag¢do da via de sinalizagdo
intracelular em resposta ao sinal molecular extracelular ocorre em quatro receptores
conhecidos: EGFR/ErbB1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4 (YARDEN
e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS e SOK 2004; HYNES e LANE 2005). Sao
identificadas pelo menos 30 moléculas sinalizadoras extracelulares, que geralmente
sd0 pequenas proteinas secretadas pela célula no espacgo intercelular, denominados

fatores de crescimento. Todos os fatores de crescimento sdo sintetizados a principio
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como precursores ancorados @ membrana e de forma subseqiiente sdo liberados da
célula por protedlise (HYNES e LANE 2005; FINNEGAN e CAREY 2007).

A interagdo entre o receptor e o seu fator de crescimento inicia uma mudanga
na conformacdo do seu dominio extracelular de inativo para ativo e promove sua
dimerizagdo. Cada receptor homodimérico ou heterodimérico inicia uma complexa
cascata de sinalizagdo, que resulta na proliferagdo, diferenciacdo, migracdo, adesao e
transformagao da célula (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; HYNES e LANE 2005;
SERGINA ¢ ALTENDORF-HOFMANN 2007).

Uma das vias mais importante de sinalizacdo intracelular ¢ o da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS e
SOK 2004; HYNES e LANE 2005). Através de varias etapas intermedidrias, a PI3K
ativa a enzima AKT (proteina-quinase ativada pela PI3K), que entdo age sobre
fatores de transcricdo no nucleo, regulando a apoptose, expressdo gé€nica e
proliferacdo celular (MENDELSOHN e BASELGA 2000; YARDEN e
SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS ¢ SOK 2004; HYNES e LANE 2005). Este
evento ocorre no momento em que ha estimulacio do EGFR resultando em
fosforilacdo dos residuos de tirosina que sdo necessarios para a ligagdo da PI3K ao
receptor, desencadeando a fosforilagdo da fosfatidilinositol de membrana. Isto
recruta as quinases dependentes de fosfoinositol 1 ¢ 2 (PDK le 2), capazes de
fosforilar e ativar o AKT (BELHAM et al. 1999). YANO et al. (1998) mostraram
que a PDK1 fosforila o AKT na treonina 308, sendo esta fosforilacdo dependente de
calcio, e a PDK2 fosforila na serina 473, parecendo que a fosforil¢gao nos dois sitios
¢ necessaria para a completa ativacio do AKT (COFFER ¢ WOODGETT 1998;

DATTA et al. 1999). Estando a via da PI3K ativada, a morte celular ¢ bloqueada por
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varios mecanismos através de regulacao de proteinas envolvidas no processo da
apoptose (COFFER e WOODGETT 1998; DOWNWARD 1998). A via ¢ regulada
negativamente por uma fosfatase (PTEN), capaz de desfosforilar os residuos de
fosfatidil-inusitol-trifosfato, ja tendo sido mostrado que sua deficiéncia leva a um
aumento na fosforilagdo e na atividade da AKT (KANAMORI et al. 2001).

Nas células tumorais, a familia de receptores ErbB ¢ ativada por varios
mecanismos, incluindo a mutagdo, a superexpressdo ¢ produgdo autdcrina e
paracrina dos fatores de crescimento. Na estimulag@o paracrina dos receptores ErbB,
os fatores de crescimento sdo liberados pelas células do estroma, enquanto que a
estimulagdo autdcrina resulta da liberagdo dos fatores de crescimento ancorados na
membrana celular (HYNES e LANE (2005).

O aumento da expressao do EGFR ¢ freqiiente em tumores cerebrais, sendo
encontrada em 40% dos gliomas. E também detectado nas lesdes pré-malignas do
epitélio oral, pulmao, prostata e colo uterino (GRANDIS e SOK 2004). Na literatura
ha estudos em cancer colorretal, investigando a expressio do EGFR no tumor
primario e os resultados variam de 16%, para o cancer colorretal em estagios
iniciais, a 97% nos avangados (SCARTOZZI et al. 2004; SPANO et al. 2005).
BRALET et al. (2005) observaram a expressao do EGFR em 95% dos tumores
colorretais de 40 pacientes e de 79% das metastases hepaticas de cancer colorretal
em 51 pacientes operados. GOLDSTEIN e ARMIN (2001) observaram correlacao
entre a expressao do EGFR em linfonodos metastaticos com pior sobrevida.

MENDELSOHN (1990) considerou que seria possivel inibir a proliferacao
de células neoplésicas através do bloqueio da ativagdo do EGFR, pois as células

normais sao menos sensiveis a inibi¢do do EGFR. Em virtude da expressdo do
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EGFR em vérios tipos de cancer e do conhecimento no mecanismo molecular e
funcional, anticorpos monoclonais quiméricos como o cetuximabe, inibidor
competitivo alvo do dominio extracelular do EGFR, foram desenvolvidos
(THOMAS e GRANDIS 2004).

Apesar de terem mecanismos distintos de ativagdo, culminando na
ativacdo da complexa cascata de sinalizacdo intracelular, promovendo a
proliferagdo tumoral, ha uma relagdo muito importante entre o VEGF e o EGFR:
a via de sinalizagdo do VEGF ¢ estimulada pela expressio do EGFR e
inversamente, a estimulacdo do VEGF independente do EGFR, parece contribuir
para a resisténcia no tratamento com moléculas-alvo anti-EGFR. Portanto, a
inibi¢do destes dois alvos moleculares podera aumentar a resposta ao tratamento
oncologico, superando a resisténcia a inibidores do EGFR. Estudos tém mostrado
que inibidores do VEGF e do EGFR podem ter efeitos aditivos e que a inibi¢ao
combinada ¢ efetiva em células resistentes a inibidores do EGFR. Na ultima
década, o conceito de tratamento com terapia-alvo tem sido introduzido na
pratica clinica e um melhor conhecimento bioldgico molecular ¢ necessario.
Portanto, O VEGF e¢ o EGFR se apresentam como dois alvos biologicos
interessantes a serem estudados devido a sua aplicagdo na oncologia atual.

(CIARDIELLO et al. 2006.)
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar alteragdes da expressao
imunoistoquimica das proteinas VEGF e EGFR em metastases hepaticas de
pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal submetidos a ressec¢ao e avaliar

a sua relacdo com o prognostico.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 TIPODEESTUDO

Estudo retrospectivo longitudinal

3.2 METODOS

Foram avaliados os prontuarios de 85 pacientes submetidos a resseccao
hepatica por metastase de CCR no Hospital do Cancer A.C.Camargo no periodo
compreendido entre setembro de 1999 a outubro 2006, entretanto apds a selecdo
inicial dos casos foram excluidos 2 pacientes, tendo como causas da exclusdo
material insuficiente para andlise e prontudrio ndo encontrado. Foram estudados 83
pacientes e as varidveis de interesse foram a expressao imunoistoquimica de VEGF
e EGFR nas metéstases hepaticas. As variaveis de controle foram: idade, sexo,
localizagdao do tumor primario, tamanho do tumor primario, presenga de linfonodos
comprometidos, grau histolégico, CEA pré-resseccdo hepatica, realizagdo de
quimioterapia neoadjuvante, tamanho das metéastases hepaticas, quantidade de
metastases hepaticas, lesdo sincronica ou metacronica, metastase lobar ou bilobar,

Foram armazenados em banco de dados os possiveis fatores prognosticos e
analisada a relacdo entre as variaveis e o risco de recidiva nos pacientes submetidos
a resseccoes hepaticas por metastases do CCR durante o seguimento minimo de 1

ano.
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COLETA DE DADOS

Os dados clinicos e anatomopatologicos foram obtidos a partir dos

prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e Estatistica

(SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO
Todos os pacientes incluidos no estudo obedeceram aos seguintes critérios de

elegibilidade:

a) confirmacao de metastase hepatica de adenocarcinoma de colon ou reto;

b) margens da ressec¢ao hepatica livres de neoplasia;

c) disponibilidade de material conservado em parafina para estudo
imunoistoquimico.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram considerados inelegiveis para o estudo os pacientes com:

a) material arquivado em parafina inadequado para a elaboragcdo de novos
cortes para imunoistoquimica.

b) margens cirurgicas comprometidas por doenca neoplésica
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VARIAVEIS COLETADAS

Variaveis demogréaficas e clinicas, compreendendo os itens apresentados a
seguir: 1) idade; 2) sexo masculino ou feminino; 3) localizacdo do tumor
primario: célon ou reto, definida pela descricdo do exame endoscopico
anotado no prontudrio médico. Considerado reto o segmento até 12 cm da
margem anal (NELSON et al. 2001); 4) realizagdo de quimioterapia
neoadjuvante: sim ou ndo; 5) nivel sérico do antigeno carcinoembrionario
(CEA) pré-hepatectomia; 6) tempo de aparecimento da metéastase hepatica:
sincrOnica ou metacrénica; 7) tamanho, nimero das lesdes hepaticas e
localizagdo unilobar ou bilobar. 8) necessidade de transfusdo: sim ou nao. 9)
tipo de cirurgia: hepatectomia menor (até 2 segmentos hepaticos);
hepatectomia maior (3 ou mais segmentos hepaticos). 9) complicacdes intra
e pos-operatdrias.

Varidveis anatomopatoldgicas, compreendendo os itens a seguir: 1)
estadiamento TNM: utilizou-se a classificacdio TNM com base nos dados
obtidos dos laudos anatomopatoldgicos arquivados nos prontuarios médicos.
A classificacdo foi feita de acordo com a ultima edi¢do do TNM, proposta
pelo American Joint Comittee on Cancer (AJCC); 2) grau histoldgico do
tumor: utilizou-se a classificacdo padronizada no Departamento de Anatomia
Patologica do Hospital do Céancer A.C. Camargo, adaptada para trés
categorias: grau 1: bem diferenciado; grau 2: moderadamente diferenciado;

grau 3: pouco diferenciado.
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3.7 CONSENTIMENTO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

Esse projeto foi submetido a apreciacdo e aprovado pelas comissdes de ética

e pesquisa do Hospital AC. Camargo, sendo aprovado.

3.8 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

3.8.1 Tissue Micro Array (TMA)

Os blocos de parafina contendo fragmentos de metastases hepaticas de
cancer colorretal e tecido hepatico normal foram selecionados para a realizacao de
“Tissue Microarray” (TMA). Desde a descrigao pioneira de KONONEN et al.
(1998), varios trabalhos cientificos envolvendo a utilizacdo do TMA para estudo de
marcadores tumorais, mostrando a versatilidade e menor custo do “microarray” na
avaliacdo das amostras teciduais tem sido publicado (BUBENDOREF et al. 2001;
RESNICK et al. 2004).

Utilizando agulhas de aco, biopsia tecidual ¢ realizada em 4areas
representativas previamente escolhidas dos blocos de parafina (doadores). Apods a
realizagdo da pungdo, o tecido ¢ disposto em um bloco receptor (Figura 1). Um
dispositivo com precisdo digital € o responsavel pela realizagdo deste procedimento,
fazendo com que o material seja disposto de forma ordenada e precisa. O bloco
receptor pode ser composto por dezenas ou milhares de amostras de tecidos
dependendo do diametro utilizado para a realiza¢do da bidpsia (agulha) (Figura 2).

Os cortes da amostra podem ser corados com hematoxilina-eosina e podem

ser utilizados paralelamente para a deteccdo de DNA, RNA ou alvos protéicos
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utilizando hibridizagdo in situ (com fluorescéncia ou reagdo cromogénica) ou
imunoistoquimica. Isto permite analisar marcadores tumorais na mesma amostra
utilizando um bloco apenas, podendo ser realizada correlacdo morfoldgica, genética
e fenotipica. Isto permite que as comparagdes possam ser realizadas de maneira
homogénea, uma vez que amostras do mesmo nucleo sdo utilizadas (KONONEN et

al. 1998).

Fonte: Kononen J et al. (1998)

Figura 1 - Representagdo esquematica da puncdo e transferéncia das areas

selecionadas do bloco doador para o bloco receptor — “tissue microarray”.

Para o presente estudo foi construido um bloco de TMA (Beecher

Instruments, Silver Springs, USA), cada um contendo 166 “cores’ (83 amostras) de
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Imm. As regides a serem amostradas para a confec¢ao do bloco de TMA foram
selecionadas por um patologista que orientou a confec¢do do bloco final de TMA. O

TMA foi construido utilizando o Manual Tissue Arrayer I, aparelho fabricado e

adquirido pela Beecher Instruments Inc.

Com o bloco de TMA pronto, foram obtidos cortes de 3 um de espessura,

colhidos em laminas com adesivos especiais para a técnica (Instrumedics Inc.).

Figura 2 - Aspecto das laminas receptoras (cada “core” corresponde a um caso ou

tecido a ser estudado).
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3.8.2 Imunoistoquimica

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas no Departamento de
Patologia do Hospital A.C. Camargo.

As regides a serem amostradas para a confec¢do do bloco de TMA foram
selecionadas por um unico patologista que orientou a confec¢do do bloco final de
TMA.

Duas laminas de cada bloco de TMA, com cortes em dois niveis € com 40
cortes de diferenga entre elas, foram submetidas as reagdes de imunoistoquimica. Os
cortes no bloco foram realizados com micrétomo manual e transferidos em fita
adesiva para as laminas adesivas especiais (Intrumentic Inc. Hackensack, NJ, USA).
As reagdes foram sempre acompanhadas de controle, em tecido sabidamente
positivo para o anticorpo testado e controle negativo, onde ndo foi utilizado o
anticorpo primario.

As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas pela técnica de polimero
sem biotina (Advance) utilizando o anticorpo primario: Dako® para VEGF ¢ EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor — NCL-EGFR mouse monoclonal antibody,
Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle upon Tyne, UK).

Resumidamente,

1- Desparafinizacao e hidratagdo dos cortes histoldgicos: 3 banhos em Xilol (5
minutos cada), 4 banhos de alcool, lavagem por 5 minutos em agua corrente;
2- Recuperagdo antigénica na Pascal (Camara de Pressdo) em solucdo Citrato
pH 6,0 a 125° C (30 segundos apoés atingir 125°C e pressao entre 20 e 25

psi). Lavagem em &agua corrente por 5 minutos; Bloqueio da peroxidase
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endogena: 3 banhos de 5 minutos cada com Peréxido de HidrogéniolO
volumes;

Lavagem em PBS;

Bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas (DAKO);
Incubagdo do anticorpo primario por 2 horas a temperatura ambiente (Ta) em
camara umida;

Lavagem em PBS;

Incubagdo com anticorpo secundario (Advance HRP Link -DAKO) por 30
minutos(Ta);

Lavagem em PBS;

Incubagdo com Polimero (Advance HRP enzyme- DAKO) por 30 minutos
(Ta);

Lavagem em PBS;

Revelagdo da reagdo com cromogeno diaminobenzidine (DAB) 5 minutos
(Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen System; DakoCytomation,
Carpinteria, California);

Lavagem em 4gua corrente;

Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;

Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

Desidratacao em alcool, Xilol, montagem em meio permanente.

Interpretacdo das Rea¢fes Imunoistoquimicas

A analise da expressdo imunoistoquimica das proteinas VEGF E EGFR foi

realizada quantitativamente através da leitura automatizada pelo ACIS III (DAKO,
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Carpinteria, CA, EUA). As laminas foram escaneada no modo citoplasma para
VEGF e membrana para EGFR, e analisadas por meio de imagem magnificada,
campo por campo, que permite discriminag¢ao do detalhe histologico (Figura 3).

Os detalhes da técnica de escanecamento e quantificagdo da intensidade
podem ser avaliados no site do fabricante (http://www.chromavision.com). A analise
das reagoes foi realizada através do nimero absoluto obtido pela média de densidade
optica do “core” estudado, marcado pelo patologista, que foi dividido pelo nimero
de “background” (considerado como densidade negativa), e realizado uma média
entre as quatro amostras de cada caso. Foram consideradas para analise quando duas
ou mais amostras informativas foram registradas. Excluiu-se da andlise quando

apenas uma amostra das quatro de cada caso apresentou dados informativos.

Figura 3 - Aspecto da imagem do programa utilizado, em detalhe a marcagdo das

areas de interesse (focos de neoplasia).
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Para o EGFR, além da leitura automatizada pelo ACIS III, foi utilizada a
interpretacao subjetiva da expressao imunoistoquimica na membrana. Para efeito de
analise da marcagdo em membrana, o resultado desta expressdo foi realizada de
acordo com as regras do teste reconhecido pela Food and Drug Administration para
o estudo do HER2 (HANNA et al. 2007; WOLFF et al. 2007) como demonstrado na
Tabela 5.

A analise subjetiva do EGFR foi avaliada através da intensidade da marcacao
das células tumorais, utilizando o mesmo modelo padronizado para leitura da
intensidade no cancer de mama, divididas em quatro categorias:

0 nenhuma marcagao;
1+ marcagdo com intensidade fraca, em parte de sua membrana, em menos de

10% das células;
2+ marcacdo completa de membrana de intensidade fraca a moderada em mais

de 10% das células e em menos de 30% das células;

3+ marcagdo de intensidade forte em mais de 30%

Tabela 5 - Classificagdo da expressdo protéica de EGFR na membrana.

ESCORE PADRAO DE COLORACAO
0 Nenhuma colorag@o ¢ observada nas células neoplasicas invasivas
1+ Coloragdo fraca e incompleta da membrana em qualquer proporgdo de

células neoplasicas invasivas ou colora¢do fraca e completa em menos de
10% das células neoplasicas invasivas

2+ Coloragdo de membrana completa, ndo uniforme ou coloragdo fraca, mas
com Obvia distribui¢do circunferencial em no minimo 10% das células ou
intensa e completa em 30% ou menos das células

3+ Coloragao forte ¢ completa da membrana observada em mais de 30% das

células tumorais




27

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram transcritos para ficha padronizada e digitados em
computador para gerenciamento do banco de dados e analise estatistica. A confec¢ao
do banco de dados e as andlises foram feitas com auxilio do programa estatistico
“SPSS 15.0 for Windows”.

A caracterizacdo da amostra foi realizada por meio da estatistica descritiva.
Utilizou-se a andlise da curva ROC para a determinagdo do melhor ponto de corte
para a expressdo dos marcadores biomoleculares obtidas pelo ACIS. Para tanto,
considerou-se o 6bito em 60 meses como o evento de estratificacdo. As associacoes
entre as varidveis categoricas foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os testes
de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram empregados para se comparar os valores
medianos de expressdo dos marcadores biomoleculares e as diversas varidveis. O
coeficiente de Spearman foi utilizado para as analises de correlagao.

As taxas de sobrevida global em 5 anos foram estimadas pelo método de
Kaplan-Meyer, sendo as curvas de sobrevida comparadas pelo teste de log rank. O
tempo de seguimento foi calculado a partir da data da primeira cirurgia até a data da
ultima informagao objetiva na atualizacdo dos dados. Para a identificagdo dos fatores
de risco independentes para o Obito empregou-se o modelo de riscos proporcionais
de Cox. Verificou-se a proporcionalidade de risco ao longo do tempo através do
grafico log minus log. Para todos os testes estatisticos estabeleceu-se o nivel de

significancia em 5%.
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4 RESULTADOS

Foram estudados 83 pacientes submetidos a ressec¢dao hepatica por
metastases de cancer colorretal. A idade variou entre 36 a 76 anos com média de
58,5 anos. Quarenta e quatro (53%) pacientes do sexo feminino e 39 (47%) do sexo
masculino.

Quanto a localizagao do tumor primario, 45 pacientes possuiam tumores de
colon (54,2%) e 38 do reto (45%).

A presenga de linfonodos comprometidos identificados na peca apos a
ressec¢do do tumor primario foi observado em 48 (57,8%) pacientes. O dado ndo
estava disponivel em casos 7 (8,4%).

Quanto ao grau histologico do tumor primario, 9 tumores foram considerados
bem diferenciados (10,8%); 54, moderadamente diferenciados (65,1%); e 3, pouco
diferenciados (3,6%). 17 tumores ndo tinham essa variavel disponivel no prontuério
médico (20,5%).

A média do nivel sérico do CEA pré-ressec¢ao hepatica foi de 64,57 ng/ml.
O valor minimo foi de 1 ¢ o maximo de 1100 ng/ml. Esta varidvel ndo estava
disponivel em 22 casos (26,5%).

Vinte e quatro pacientes (28,1%) receberam quimioterapia neoadjuvante, 18
pacientes baseada em oxalplatina (21,7%), 2 em irinotecano e para 59 pacientes
(71,1%) esta variavel nao estava disponivel no prontuario.

Em relagdo ao tamanho das metastases hepaticas, 36 (43,4%) pacientes

tinham metastases menores que 3 cm, enquanto em 47 (56,6%), as metastases eram
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maiores que 3 cm. O tamanho minimo foi 1 cm e maximo 12 cm. A média do
tamanho das metastases neste estudo foi de 4,2 cm.

Na avaliacao do nimero de lesdes metastaticas, 38 pacientes tinham apenas 1
lesdo (45,8%), enquanto 25 (30,1%) apresentavam 2 lesdes e 13 (15,7%), 3 lesoes.
Neste estudo um paciente era portador de 6 lesdes metastaticas.

A maioria dos pacientes (70%) apresentava lesdes hepaticas em apenas um
lobo hepatico (unilobar).

Quanto ao aparecimento das metéstases hepaticas, em 42 (50,6%) pacientes
foi sincrénico e em 41(49,4%), metacronico.

Em relacdo as cirurgias realizadas, consideramos a ressec¢ao hepatica maior
(quando 3 ou mais segmentos sdo ressecadas) e ressec¢do hepatica menor (até 2
segmentos). Neste estudo foram realizadas 34 hepatectomias menores (40,4%) e 49
hepatectomias maiores (59,6%).

Houve 15% de complicagdes cirurgicas, a maioria fistula biliar benigna e de
resolugdo clinica favoravel. Em relagdo aos dias de internamento, o tempo minimo
foi de 3 dias e maximo de 60, com uma média de 9 dias. Apenas 16 (19,3%)
pacientes foram submetidos a transfusdo de concentrado de hemadcias, enquanto a

maioria ndo necessitou (Tabela 6).



Tabela 6

relacionado ao tumor primario.

Caracteristicas

clinicas e patologicas dos pacientes estudados

Variavel n (%)
Idade <60 anos 45 (54)
>60 anos 38 (46)
Sexo Masculino 39 47
Feminino 44 (53)
Localizag¢do do primario Colon 45 (54,2)
Reto 38 (45,8)
Linfonodos positivos Nio 28 (33,7)
Sim 48 (57,8)
Tipo de Cirurgia maior 49 (59,6)
menor 34 (40,4)
Numero de metastases 1 38 (45,8)
>1 45 (54.2)
Tamanho das metastases </=3cm 36 (43,4)
>3cm 47 (56,6)
Doenga bilobar Nao 58 (70,0)
Sim 25 (30,0)
Doenga sincronica Nao 42 (50,6)
Sim 41 (49,4)

A sobrevida global estimada da populagdo estudada em 36 meses ¢ de 73,3%

e em 5 anos de 58%.
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Figura 4 - Sobrevida global

A sobrevida livre de doenca estimada da populacio estudada em 36 meses foi

de 63,3% e em 5 anos de 40,8%.
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Figura 5-Sobrevida livre de doenga.

41 ANALISE UNIVARIADA DOS RESULTADOS DAS
VARIAVEIS CLINICAS E PATOLOGICAS EM RELAGCAO AO

PROGNOSTICO

Na andlise univariada, idade, sexo, localizagdo do tumor primario,
neoadjuvancia, metastase sincronica ou metacronica, tipo de cirurgia, ndo se
mostraram significativos em relagdo a sobrevida dessa populacao estudada. Neste
estudo, a presenca de até duas metéstases, estava relacionada com melhor sobrevida
livre de doenca e com melhor sobrevida global. Além disso, o CEA inferior a 80

ng/ml, lesdo metastdtica menor que 3 cm e doenga unilobar, apresentaram
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significado estatistico com melhor sobrevida global. As Figuras (6 a 10) abaixo

demonstram a representacao grafica dessas variaveis sobre a sobrevida.

CEA pré-hepatectomia e sobrevida global
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Figura 6 - Grafico da sobrevida global em fung¢do do valor sérico do antigeno

carcinoembrionario (CEA) pré-hepatectomia.
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Tamanho dos nodulos e sobrevida global
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Figura 7 - Grafico mostrando o impacto da dimensdo das metastases com a

sobrevida.
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Doenga bilobar e sobrevida global
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Figura 8 - Grafico da sobrevida global em fungao da presenca de doenga bilobar.
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Numero de nédulos e sobrevida global
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Figura 9 - Grafico mostrando o impacto do numero de nédulos na sobrevida global.
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Figura 10 - Grafico mostrando o impacto do niimero de lesdes metastaticas na

sobrevida livre de doenca

4.2 EXPRESSAO DO VEGF NAS METASTASES HEPATICAS DE

CANCER COLORRETAL

Para a analise da expressdo do VEGF foi utilizado o método automatizado
(ACIS III) que avalia o grau de intensidade (variando de 0 a 200) do marcador no
tecido estudado. Quase todas as amostras, 96,4%, expressavam o marcador VEGF
no citoplasma e ap6s obter média de expressdo de duas amostras, foi obtido um
valor absoluto para andlise dos resultados, conforme descricdo prévia na sessiao
métodos. Foi considerada baixa expressdo quando o valor obtido foi até 90 e alta

expressdo quando este valor encontrava-se acima de 90. A expressio do VEGF
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apresentou um valor de intensidade minimo de 0, valor méximo de 144,3 ¢ média
de 56,2.
Neste estudo a expressdo imunoistoquimica positiva do VEGF no citoplasma

se associou a pior taxa de sobrevida global na analise univariada (Tabela 7).

Tabela 7 - Probabilidade de sobrevida em 5 anos de acordo com a expressdo do
VEGF no tecido tumoral.

Sobrevida global (5 anos)

Variavel Categorias
valor de P
n %

VEGF (ACIS)* Baixa expressdo (até 90)
77 54,9 0,031
Alta expressdo (> 90)
6 333
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Figura 11 — Expressdo do VEGF x Sobrevida Global

43 ESTUDO DA RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DO VEGF NO
TECIDO TUMORAL COM AS VARIAVEIS CLINICAS E

PATOLOGICAS

Foi realizada avaliagdo estatistica da correlacdo entre o nivel de expressao do
VEGF com as seguintes varidveis: idade, sexo, grau histoldgico, localizagcdo do
tumor primario, tamanho do tumor primario, linfonodos comprometidos, CEA pré-
hepatectomia, metastase hepatica sincronica, tamanho da maior metéstase hepatica e

quantidade de nddulos hepaticos metastaticos.
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Na populagao estudada a expressao do VEGF foi maior nos pacientes com
idade superior a 60 anos com expressao mediana 69,6, e nos pacientes até 60 anos,
de 51,5, e esta diferenca demonstrou resultado estatisticamente significativo na
analise univariada. Apesar da andlise pelo coeficiente de Spearman ter sido
concordante entre as variaveis, a magnitude da correlagdo foi fraca.

O marcador VEGF ndo demonstrou associacdo com as outras variaveis

clinicas e histopatologicas deste estudo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Avalia¢ao dos valores medianos de expressdo de VEGF obtidos pelo
ACIS de acordo com diversas variaveis.

Variavel Categoria VEG.'F
N (valor mediano) valor de P

Sexo
Feminino 39 56,4 W: P=0,855
Masculino 44 55,1

Idade
Até 60 anos 49 51,5 W: P=0,002
> 60 anos 34 69,6

Localizagdo do tumor
Coélon 45 61,8 W: P=0,235
Reto 38 55,2

Tamanho do tumor primario
T2 15 65,0 W: P=0,889
T3 52 55,2
T4 8 61,7

Status linfonodal
NO 28 63,4 W: P=0,739
NI —-N2 48 54,4

Grau histologico do tumor
Grau 1 9 57,4 W: P=0,801
Graus2 e 3 57 54,3

CEA pré-hepatectomia
Até 80 51 56 W: P=0,546
>80 12 65,3

Metastase sincronica
Nio 39 64,2 W: P=0,824
Sim 42 53,5

Tamanho da maior metastase Até 3 cm 36 46,6 W: P=0,122
>3 cm 47 64,3

N° de nddulos metastaticos
Até 2 63 59,1 W: P=0,275

>2 20 54,4
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4.4 EXPRESSAO DO EGFR NAS METASTASES HEPATICAS DE

CANCER COLORRETAL

Para a expressao do EGFR foram utilizados dois métodos para a analise: um
método automatizado (ACIS III), que avalia o grau de intensidade do marcador no
tecido estudado, e outro através da interpretacdo subjetiva da expressao
imunoistoquimica na membrana, conforme descri¢ao prévia na sessao métodos.

A expressdao do EGFR foi de 97,6% nas metéstases hepaticas e apresentou
um valor de intensidade minima de 0, valor maximo de 173 ¢ média de 86,2. Foi
considerada baixa expressao até 95 e alta expressdao quando acima de 95. Neste
estudo, pelo método ACIS (automatizado), 53 (56%) pacientes apresentaram baixa
expressao e 30 (47%), alta expressao.

Com relacdo a analise do EGFR, pelo método subjetivo (ndo automatizado),
houve expressdo nas metastases hepaticas em 57 (67,5%) pacientes. Vinte e sete
(32,7%) pacientes apresentavam tumores com expressdo negativa, trinta e dois
(38,6%) pacientes com expressdao baixa, enquanto quinze (18,1%) apresentavam

expressao moderada, e nove (10,8%), expressao forte para EGFR.
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Tabela 9 - Probabilidades de sobrevida global em 5 anos de acordo com a expressao

L

do EGFR.
Sobrevida global ( anos)
Variavel Categorias
n % Valor de P
EGFR (ACIS)* Baixa expressdo (até 95)
53 56,0 0,230
Alta expressao (> 95)
30 47,0
EGFR Negativo — Fraco
59 58,1 0,072
Moderado — Forte
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Figura 12 — Expressdo do EGFR (ACIS) x Sobrevida Global
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Figura 13 - Expressdo do EGFR (ndo automatizado) x Sobrevida Global.

45 ESTUDO DA RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DO EGFR

COM METODOS IMUNOISTOQUIMICOS DISTINTOS

Os métodos para a andlise da expressdo do EGFR foram o automatizado
(ACIS) e o subjetivo (ndo automatizado). Houve correlagdo de moderada a forte
intensidade, coeficiente de correlacdo de Spearman positivo de 0,751, e significancia

estatistica (P<0,001) entre os dois métodos (Figura 14).
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Figura 14 - Correlagdo entre a expressao do EGFR avaliada pelo ACIS e por imuno-

histoquimica.

46 ESTUDO DA RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DO EGFR

COM AS VARIAVEIS CLINICAS E PATOLOGICAS

Foi realizada avaliacdo estatistica da correlacdo entre nivel de expressao do
EGFR com as seguintes variaveis: idade, sexo, grau histologico, localizagao do
tumor primario, tamanho do tumor primario, linfonodos comprometidos, CEA pré-
hepatectomia, metastase hepatica sincronica, tamanho da maior metéstase hepatica e
quantidade de ndédulos hepaticos metastaticos.

Na populagao estudada utilizando os dois métodos de andlise, a expressao do
EGFR nao demonstrou associacdo com as outras variaveis clinicas e histopatoldgica

(Tabela 10 e 11).
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Tabela 10 - Avaliagdo dos valores medianos de expressdo de EGFR obtidos pelo
ACIS de acordo com diversas variaveis.

. . EGFR
Variavel Categoria n . Valor de P
(valor mediano)

Sexo Feminino 39 90,0 MW: P=0,820
Masculino 44 86,3
Idade 49 91,0 MW: P=0,259
Até 60 anos
> 60 anos 34 82,2
Localiza¢do do tumor Coélon 45 81,8 MW: P=0,141
Reto 38 88,9
Tamanho do tumor T2 15 77,8 KW: P=0,440
primario
T3 52 89,5
T4 8 79,6
Status linfonodal NO 28 88,5 MW: P=0,613
N1-N2 48 87,6
Grau histologico do Graul 9 90,0 MW: P=0,455
tumor
Graus2 e 3 57 88,5
CEA pré- hepatectomia  Até 80 51 90,4 MW: P=0,861
>80 12 88,5
Metastase sincronica Nao 39 87 MW: P=0,134
Sim 42 89
Tamanho da maior Até3cm 36 83,9 MW: P=0,427
metastase
>3 cm 47 90,4
Ne° de nodulos Até 2 63 88,5 MW: P=0,651
metastaticos

>2 20 87,6
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Tabela 11 - Avaliagdo dos valores medianos de expressao de EGFR obtidos pela
imunoistoquimica de acordo com diversas variaveis.

Negativo - Fraco Moderado - Forte  Valor de

Variavel Categoria
n (%) N (%) p*
Sexo Feminino 27 (69,2%) 12 (30,8%) 0,810
Masculino 32 (72,7%) 12 (27,3%)
Idade Até 60 anos 32 (65,3%) 17 (34,7%) 0,220
> 60 anos 27 (79,4%) 7 (20,6%)
CEA pré-hepatectomia  Até 80 38 (74,5%) 13 (25,5%) 0,159
>80 6 (50%) 6 (50%)
Localizagao do tumor Colon 36 (80,0%) 9 (20,0%) 0,057
Reto 23 (60,5%) 15 (39,5%)
Tamanho do tumor T2 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,369
primario
T3-T4 40 (66,7%) 20 (33,3%)
Status linfonodal NO 22 (78,6%) 6 (21,4%) 0,301
N1-N2 31 (64,6%) 17 (35,4%)
Grau histologico do Grau l 6 (66,7%) 3 (33,3%) 1,000
tumor
Graus 2 e 3 39 (68,4%) 18 (31,6%)
Metéstase sincronica Nao 26 (66,7%) 13 (33,3%) 0,318
Sim 33 (78,6%) 9 (21,4%)
Tamanho da maior Até3cm 27 (75,0%) 9 (25,0%) 0,626
metastase
>3 cm 32 (68,1%) 15 (31,9%)
N° de nédulos  Até2 45 (71,4%) 18 (28,6%) 1,000
metastaticos

>2 14 (70,0%) 6 (30,0%)
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47 ANALISE MULTIVARIADA DOS RESULTADOS DAS
VARIAVEIS CLINICAS, PATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICAS

EM RELACAO AO PROGNOSTICO

Na andlise multivariada, o CEA < 80 ng/ml e doenga unilobar, ndo
alcancaram significancia estatistica. Entretanto, o niimero de lesdes metastaticas,
tamanho das metéstases hepaticas e a expressdao do VEGF foram os Unicos fatores

independentes associados a sobrevida dos pacientes estudados (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultado da analise multivariada. Fatores de risco para 6bito de acordo
com o modelo de riscos proporcionais de Cox.

3 HR 1C 95%
VARIAVEIS CATEGORIAS . .
ajustada* (HR ajustada)

Tamanho da maior metastase Até 3 cm 1,0 Referéncia 0,007

>3 cm 4,2 1,5-12,2
Numero de nodulos metastaticos — Até 2 1,0 Referéncia 0,002

>2 4,1 1,7-10,0

Doenga bilobar Nao 1 Referéncia
Sim 2,4 0,98 - 5,80 0,055

CEA <80 1 Referéncia
80 ou mais 1,9 0,78 — 4,68 0,154
Expressdo de VEGF (ACIS) Até 90 1,0 Referéncia 0,004

> 90 6,7 1,8 244
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5 DISCUSSAO

Dependendo do estagio patologico do cancer colorretal e da evolugdo da
doenca, a metastase hepatica pode ser encontrada em até 50% dos pacientes e em
30% dos casos ¢ o tnico sitio de doenga sistémica (STEELE e RAVIKUMAR 1989;
KEMENY et al. 2006). Sabe-se que o melhor tratamento para a metastase hepatica ¢
a ressec¢do cirirgica com sobrevida em 5 anos de 24% a 58% (WEI et al. 2006;
SIMMONDS et al. 2006; CUMMINGS et al. 2007; REES et al. 2008). Entretanto,
apesar dos beneficios da cirurgia, apenas 10% a 20% dos pacientes portadores de
metéstases sdo candidatos cirurgicos (VIBERT et al. 2005). Felizmente, houve
melhora no manejo dos pacientes portadores de metastase hepatica e nos dias atuais,
aqueles pacientes que ha alguns anos eram candidatos apenas a quimioterapia
paliativa, tornaram-se elegiveis para cirurgias e se beneficiam com a ressec¢ao
hepatica com melhores indices de sobrevida (VIBERT et al. 2005).

A sobrevida global do nosso estudo foi de 58% em 5 anos e este resultado ¢
comparavel com os melhores da literatura, como o de ABDALLA et al. (2004) que
demonstraram sobrevida de 57%. Atualmente, observa-se aumento na sobrevida dos
pacientes submetidos a resseccdo de metastase hepatica por cancer colorretal,
especialmente pelos avangos no tratamento oncolégico com novas drogas
quimioterapicas, melhor selecdo dos casos e avancos da técnica cirurgica.

Nas ultimas décadas, estudos identificaram fatores prognosticos relacionados
as metastases hepaticas de cancer colorretal e a analise de algumas destas variaveis ¢

utilizada como marcador de sobrevida. No nosso estudo, além de identificarmos
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estas varidveis, abordamos o impacto da expressdo imunoistoquimica do VEGF e
do EGFR na metastase hepatica do cancer colorretal da nossa populagao.

Na andlise dos fatores demograficos, sexo e idade ndo estavam associados
com 0 prognostico.

Os niveis séricos de CEA pré-hepatectomia superiores a 80ng/ml, se
correlacionaram com pior prognostico na analise univariada, mas ndo na analise
multivariada. HUITRIC et al. (1976) reportaram associagdo entre niveis séricos
aumentados do CEA no cancer colorretal com grau histolégico indiferenciado e
WANG et al. (1994) observaram que o CEA sérico aumentado, antes do tratamento
do tumor primario, foi fator progndstico independente na sobrevida. Para o cancer
colorretal, esta bastante claro a associagdo entre CEA e sobrevida ¢ na conferéncia
de consenso realizada pelo Colorectal Working Group, em 1999, esse marcador foi
considerado como fator prognostico independente. Entretanto, em relagdo ao CEA
pré-hepatectomia, estudos ndo o ratificaram como fator prognostico. FONG et al.
(1999) ja tinham observado que o CEA > 200ng/ml estava associado a um
prognoéstico pior e maior chance de morte na analise univariada, mas na analise
multivariada ndo alcangou significancia estatistica. SUGAWARA et al. (2001)
encontraram resultados semelhantes.

As lesdes metastaticas hepaticas maiores que 3 cm foram de forma
independente associadas a um pior progndstico neste estudo. Varios autores
reportam um pior progndstico quando analisam a incidéncia de recorréncia e
sobrevida em metastases hepdaticas de tumores colorretais maiores que Scm
(NORDLINGER et al. 1996; FONG et al. 1999; IWATSUKI et al. 1999; SCHEELE

et al. 2001) e observaram que o tamanho das metéstases foi um fator preditor
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independente de sobrevida global e livre de doenca apds a resseccao hepatica. Sabe-
se que quanto maior a metastase hepatica maior a chance de invasdo vascular e,
portanto, pior o progndstico. Por outro lado, no estudo de HAMADY et al. (2006), o
tamanho da metastase hepatica ndo alcangou significAncia estatistica na analise
multivariada. Na maioria dos estudos, o tamanho da metastase hepatica ¢
considerado fator prognoéstico adverso apds a resseccao hepatica, porém a presenca
de grandes lesdes ndo contra-indica abordagem cirtrgica desde que se oferecam
margens e resseccao sem evidéncia de neoplasia.

No nosso estudo, a presenca de lesdo metastatica nos dois lobos hepaticos foi
identificada como um fator prognéstico adverso apenas na analise univariada
(p<0,02). Na literatura, hé resultados conflitantes entre doenga metastatica hepatica
bilateral e sobrevida. FONG et al. (1999) nao identificaram a presenca de tumor
bilobar como fator progndstico adverso, entretanto, GAYOWSKI et al. (1994)
relataram que envolvimento bilobar estava associado com pior sobrevida. Ainda nao
esta claro se o envolvimento bilobar ¢ um preditor de pior prognostico.

A presenga de mais do que 2 lesdes metastaticas hepaticas mostrou resultado
com significancia estatistica na andlise univariada e foi identificada também como
um fator prognostico independente na sobrevida global neste estudo. FONG et al.
(1999) também observaram resultados semelhantes na presenca de 2 ou mais lesdes
metastaticas hepaticas, que apresentavam pior prognostico na analise multivariada.
Em estudo recente, FIGUERAS et al. (2007) reportaram sobrevida de 30% em
pacientes com 4 ou mais metastases e de 24% acima de 5 lesdes. Portanto, mesmo
sendo um fator de mau prognoéstico, o nimero de metéstases hepaticas nao deve

desencorajar a abordagem cirurgica.
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Na tultima década, a ressecgdo hepatica por metéastases colorretais era contra-
indicada em pacientes com 4 ou mais metastases hepaticas, doenga bilobar, grandes
lesdes metastaticas, ou doenca extra-hepatica. Apesar das varidveis estarem
associadas a pior progndstico, elas ndo contra-indicam o tratamento cirargico. Deve-
se incentivar a ressec¢do hepatica, pois é a unica com potencial curativo e, além
disso, considerar o tratamento do paciente com metastases hepaticas em instituigdes
de oncologia que privilegiem abordagem multidisciplinar, pois muitos destes
pacientes necessitam de tratamento quimioterapico adjuvante.

E imperativo identificar os pacientes com risco aumentado de recidiva da
doenga através de fatores prognosticos e, atualmente, além dos fatores prognosticos
j& estabelecidos, pesquisas sugerem que a expressao de VEGF e de EGFR na
metastase hepatica de cancer colorretal, pode sinalizar para um risco aumentado de
recidiva ¢ menor sobrevida, tornando-os tdo importantes quanto as variaveis ja
identificadas. FOLKMAN (1971) considerou o crescimento tumoral angiogénese-
dependente, sendo o principal mediador neste evento o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF). CLASPER et al. (2008) demonstraram que a expressao do
VEGEF no cancer colorretal estd presente em 50% dos casos e hd minima expressao
ou auséncia em c6lon normal e adenomas, porém identificaram também aumento da
expressdo em linfonodos comprometidos e nas metéstases a distancia, ou seja, na
evolucdo natural do tumor, a angiogénese ¢ fundamental para o processo de invasao
e metastase e neste cenario ha expressao aumentada do VEGF no tumor. KONDO et
al. (2000) observaram que o aumento da expressao do VEGF estava relacionado ao
maior potencial da vascularizagdo tumoral e de metastase. No estudo de KANG et

al. (1997), com 163 pacientes, foi observado a expressio de VEGF em 49,1% dos
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tumores primarios e esta estava aumentada em pacientes portadores de metastases
hepaticas. Vale ressaltar que estes autores ndo observaram metastase em pacientes
com expressao negativa de VEGF no tumor primario. No estudo d¢ KURAMOCHI
et al. (2006), foi observada uma forte correlagdo entre a expressdo do VEGF no
tumor primario e na metastase hepatica. No entanto, BERNEY et al. (1998)
avaliaram a expressao do VEGF no tumor primario e na metastase hepatica e
observaram reducao da expressdo do VEGF na metéstase em relagdo a expressdo no
primario. Além dos estudos demonstrando a expressao do VEGF no tumor colorretal
muitos autores tém estudado a sua relagdo com o prognoéstico. LEE et al. (2000)
observaram que a sobrevida dos pacientes com expressio do VEGF no tumor
primario ¢ pior do que naqueles com auséncia de expressdo. Uma recente meta-
analise, que incluiu 27 estudos, reportou aumento da expressdo do VEGF no cancer
colorretal e esta estava associado a piores taxas de sobrevida na analise univariada e
o estudo também ressaltou que a expressdo de VEGF foi um fator independente no
progndstico dos pacientes operados apds analise multivariada (DES GUETZ et al.
2006).

Na literatura hé alguns estudos que investigaram a expressdo do VEGF no
tumor primario e nos linfonodos comprometidos e sua relacdo com a sobrevida,
porém poucos investigaram a expressdo do VEGF na metastase hepatica e seu
impacto progndstico. No nosso estudo, a expressdo do VEGF no citoplasma das
metastases hepaticas de cancer colorretal foi de 96,4%. Além disto, neste estudo a
expressio do VEGF na metastase foi fator independente de pior prognostico.
NOIKE et al. (2008) observaram que a expressdo do VEGF na metastase hepatica se

correlacionou com a sobrevida na analise univariada, mas ndo alcangou significancia
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estatistica na multivariada. TAMURA et al. (2004) realizaram um estudo semelhante
ao nosso e observaram que a expressao do VEGF na metastase pulmonar de cancer
colorretal estava associada a pior prognostico. Portanto, apesar de ndo haver na
literatura muitos estudos que associem expressdo do VEGF na metastase hepatica e
sobrevida, nosso resultado revela que esta correlagdo deverd ser considerada e
investigada com mais casos e seguimento maior, além de encorajar outros
pesquisadores a estudar esta relagao.

O nosso estudo avaliou também a associagdo da expressao do VEGF com as
diferentes variaveis: sexo, grau histologico, localizagdo do tumor primario, tamanho
do tumor primario, linfonodos comprometidos, CEA pré-hepatectomia, metéstase
hepética sincronica, tamanho da maior metastase hepatica e quantidade de nodulos
hepaticos metastaticos. Nesta série, a expressdo do VEGF ndo mostrou correlagao
estatisticamente significativa entre sua expressdo ¢ estas varidveis, porém foi
observada uma correlagdo da expressio do VEGF com a idade. Na populagdo
estudada, a expressdo do VEGF foi maior nos pacientes com idade maior que 60
anos e apresentou uma expressdo mediana 69,6, ja nos pacientes até 60 anos foi de
51,5, e tal diferenca demonstrou-se estatisticamente significativa na andlise
univariada. A anélise pelo coeficiente de Spearman foi concordante, observando-se
uma correlagdo positiva e significativa entre as variaveis, porém de magnitude fraca.

Nos ultimos anos também tem sido investigada a expressdo do EGFR como
um evento iniciador da cascata de sinalizac¢do intracelular levando a proliferacao,
sobrevivéncia, angiogénese e metastatizacdo (KARI et al. 2003). Muitos estudos
reportam aumento da expressdo do EGFR no céancer colorretal e linfonodos

metastaticos. Em relagdo ao tumor primario, a expressdo do EGFR pode variar de
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16% para o cancer colorretal em estadgios iniciais a 97% nos avangados
(SCARTOZZI et al. 2004; SPANO et al. 2005; BRALET et al. 2005). YASUI et al.
(1988) descreveram a expressao do EGFR em 26,6% dos pacientes com estagios Il e
IIT de cancer colorretal. Além da investigagcdo deste marcador molecular nos tumores
primarios, alguns autores também avaliaram a sua relacdo com metastases
linfonodais. MCKAY et al. (2002) estudaram a expressdo do EGFR em 249 tumores
colorretais e nas metastases linfonodais. Foi observada expressao positiva em 72,7%
nos tumores primarios ¢ em apenas 40,5% das metastases linfonodais. BRALET et
al. (2007) observaram a expressdao do EGFR em 95% dos tumores colorretais de 40
pacientes ¢ em 88% dos linfonodos metastaticos de 23 pacientes. No estudo de
DENG et al. (2009), a expressdo do EGFR no tumor primario e nos linfonodos
metastaticos foi de 18% e 24%, respectivamente.

Em relagdo a expressdo na metastase hepatica, BRALET et al. (2007)
observaram expressio do EGFR em 79% das metéstases hepaticas de cancer
colorretal em 51 pacientes operados. ITALIANO et al. (2005) observaram expressao
em 81,3%, num grupo de 79 pacientes. No nosso estudo, a expressao do EGFR na
metastase hepatica pelo método automatizado (ACIS) foi de 97,6% e com o método
subjetivo (ndo automatizado) houve expressdo em 67,5% nas metastases hepaticas,
ou seja, no nosso estudo, independentemente do método imunoistoquimico, houve
uma alta expressao do EGFR semelhante a maioria dos trabalhos realizados.

Alguns autores tém encontrado discordancia entre a expressao do EGFR no
tumor primario e sua metastase correspondente. SCARTOZZI et al. (2004), nao
observaram correlacdo entre a expressio do EGFR no tumor primério e nas

metastases (hepatica, pulmonar, dssea ou no sistema nervoso central). Neste estudo,
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o EGFR foi avaliado em 99 pacientes e considerado positivo em 53% dos tumores
colorretais (tumor primario). No entanto, nas metéastases, ndo foi observada a
expressdo do EGFR. Além disso, foi encontrada expressdo do EGFR em 15% das
metastases hepaticas cujo primario ndo expressava o EGFR. Estas observagdes
sugerem que as metastases sdo biologicamente diferentes do tumor de origem,
possivelmente por mutagdes adicionais e desenvolvimento de comportamento
molecular distinto ao longo do tempo. BRALET et al. (2007) observaram a perda da
expressao do EGFR nas metastases linfonodais e hepaticas, quando comparadas com
o primario, em 27% dos pacientes. Por outro lado, ITALIANO et al. (2005)
encontraram discordancia apenas em 6,3% dos casos.

BRALET et al. (2007) concluiram que a variabilidade da expressao pode ter
diferentes explicacdes. Para a analise imunoistoquimica ser confidvel e reprodutivel,
varios passos devem ser padronizados: os anticorpos anti-EGFR comercialmente
utilizados apresentam diferentes sensibilidades e ndo sdo especificos contra a forma
biologicamente ativa do receptor; a escolha da amostra tumoral para determinar o
status da expressao do EGFR, na maioria das vezes emprega-se apenas um sitio do
tecido neoplésico; o ponto de corte do valor para definir a positividade de expressao
do EGFR nao esta claramente estabelecido, pois em alguns estudos ¢ considerado
positivo quando ¢ detectado em mais de 1% de células neoplasicas, enquanto outros
acima de 10%. Todas estas consideragdes podem conduzir a ma interpretacdo do
resultado. CHUNG e SALTZ (2005) também sugerem que esta discrepancia
aparente nos resultados seja possivelmente em virtude da falta de padroniza¢ao dos
métodos imunoistoquimicos, implicando em interpretagdes distintas. Em virtude

destas consideracdes, ¢ importante reportar que no nosso estudo, para a analise do
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EGFR, foram utilizados dois métodos de mensuragdo, o habitual (subjetivo — ndo
automatizado) e o automatizado (ACIS). Observou-se concordancia entre os
métodos, ja que se obteve um coeficiente de correlacdo significativamente forte e
positivo. Estes dados sugerem que os resultados dos dois métodos sdo comparaveis
caso haja necessidade de escolha de um deles para a analise da expressdo do EGFR.
Além destas consideragdes a respeito de diferentes resultados sobre a expressdo do
EGFR, hé possibilidade de modulacdo da expressdo induzida por quimioterapia
como foi reportado por DE PAS et al. (2004). Estes autores observaram que em
pacientes portadores de cancer de pulmio ndo pequenas células com expressao
negativa para EGFR nos linfonodos mediastinais antes do tratamento, alguns se
tornaram EGFR positivo apds quimioterapia neoadjuvante nos linfonodos
mediastinais € no tumor primdrio ressecados, ou seja, muito possivelmente ao
submeter os pacientes a esquemas quimioterapicos, podem ocorrer mudangas no
comportamento bioldégico tumoral e mudangas de expressdo dos marcadores
moleculares.

Na ultima década, também tem sido investigada a relacdo da expressdao do
EGFR com o prognostico de sobrevida em pacientes com cancer colorretal. Estudos
do inicio da década e também recentes observaram correlagdo entre a expressao do
EGFR em linfonodos metastaticos de pacientes operados por cancer colorretal e
piora na sobrevida (GOLDSTEIN e ARMIN 2001; DENG et al. 2009). Além destes,
outros autores evidenciaram pior sobrevida quando os tumores primarios ou
metastaticos do cancer colorretal expressavam EGFR (KHORANA et al. 2003;
RESNICK et al. 2004; GALIZIA et al. 2006). No nosso estudo ndo foi identificada a

associagdo entre expressdo do EGFR nas metéstases hepaticas com a sobrevida em
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nenhum dos dois métodos imunoistoquimicos (ACIS e subjetivo). Outros autores ja
tinham observado resultado semelhante ao nosso (MCKAY et al. 2002;
CUNNINGHAM et al. 2006). SPANO et al. (2005) avaliaram a expressao do EGFR
no cancer colorretal de 150 pacientes operados, com uma média de seguimento de
40 meses ¢ ndo houve piora na sobrevida dos pacientes que expressavam o EGFR.
MCKAY et al. (2002) também nao observaram correlagdo da expressdo do EGFR
no tumor primario e sobrevida.

Neste trabalho, ao compararmos a expressdo do EGFR nas metéstases com
fatores clinicos e patologicos, ndo foi observada correlagio com nenhuma das
varidveis estudadas e na literatura ndo encontramos estudos que investigaram
associagdo da expressao do EGFR nas metastases hepaticas com as varidveis citadas
no nosso trabalho.

Desde a observagao pioneira de FOLKMAN (1971), o crescimento tumoral &
considerado angiogénese-dependente ¢ o VEGF ¢ o fator pré-angiogé€nico mais
extensamente estudado. Na pratica clinica oncoldgica, o Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (VEGF) figura como um alvo terapéutico no tratamento do
CCR metastatico através de sua inibicdo com anticorpos anti-VEGF e estudos de
fase III mostram beneficios no tratamento com o emprego do anticorpo
Bevacizumabe nos pacientes com doenga sisttmica (HURWITZ et al. 2009).
MENDELSOHN (1990) considerou que seria possivel inibir a proliferacdo de
cé¢lulas neoplésicas através do bloqueio da ativagdo do EGFR, nesta linha o
cetuximabe, anticorpo inibidor do Receptor do Fator de Crescimento Epitelial
(EGFR), vem sendo investigado em estudos fase III em associagdo com drogas

quimioterapicas como irinotecans no tratamento de primeira linha em pacientes
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portadores de cancer colorretal metastatico (VAN CUTSEM et al. 2009). Em um
recente relato, WEIHRAUCH et al. (2008) publicaram um caso de um paciente que
teve diagnosticado no ano de 2001 um adenocarcinoma de célon estadio III. No ano
de 2008, este apresentou metastase hepatica irressecavel e linfonodos do hilo
hepatico aumentados. Apds tratamento com cetuximabe, bevacizumabe capecitabina
e oxaliplatina o paciente mostrou completa remissao tumoral. Este relato € intrigante
e nos faz presumir que provavelmente este tumor expressava VEGF e EGFR para ter
ocorrido resposta completa ao tratamento, mas infelizmente esta expressdo ndo foi
investigada antes do tratamento com os anticorpos monoclonais. JUBB et al . (2006)
avaliaram a sobrevida nos pacientes portadores de metastases colorretais tratados
com irinotecan, fluoracil e leucovorin associado a bevacizumabe ¢ a expressdo do
VEGF, apesar de melhor sobrevida nos pacientes que expressavam o VEGF, esta
diferenga ndo alcangou significancia estatistica (P=0,222).

Sabemos hoje que as metastases hepaticas do CCR tém componente genético
€ que os inumeros avangos no campo da biologia molecular muito tém contribuido
para o melhor entendimento da histéria natural da doenga e para o desenvolvimento
de novas estratégias de tratamento. Ao identificar novos marcadores prognosticos
tém-se a possibilidade de selecionar o grupo de pacientes com maior risco para a
recidiva, progressdo ou morte pela doenca. Além disso, permite individualizar
tratamentos mais especificos para os pacientes sob risco aumentado de recidiva.
Portanto, a expressdao do VEGF e do EGFR na metastase hepatica podera ser um
marcador ndo s6 de pior progndstico, mas também preditor de resposta a terapias

com anticorpos monoclonais.
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CONCLUSOES

A expressado do VEGF nas metastases hepaticas colorretais foi fator
prognoéstico independente e associada a pior sobrevida.

A expressio do EGFR nas metéastases hepaticas colorretais nao foi
identificada como fator prognostico no estudo.

O tamanho e o numero de metastases hepaticas foram fatores progndsticos
independentes adversos para a sobrevida, assim como a expressao de VEGF.
Os resultados da analise pelos dois métodos imunoistoquimicos (ACIS e ndo
automatizado) do EGFR nas metastases hepaticas tiveram correlacao forte e
sd0 comparaveis, ou seja, caso haja necessidade, pode-se utilizar um deles

para a analise da expressao do EGFR.
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