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Imunoexpressao do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) nos
tecidos neoplasicos e adjacentes do
carcinoma colorretal esporadico

Immunoexpression of the receptor epidermal growth factor receptor (EGFR) in tumor
tissues and adjacents fron sporadic colorectal carcinoma
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Resumo
Introdugéo: O estudo da imunoexpresséo tecidual do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) pode contribuir para o entendimento de seu

papel no progndstico do carcinoma colorretal. Objetivo: Analisar a expressao imuno-histoquimica do EGFR no carcinoma colorretal e nos tecidos da
transicéo tumor-mucosa e da mucosa adjacente a neoplasia. Métodos: Em 40 pacientes com carcinoma colorretal operados com intengéo curativa,
estudou-se a imunoexpressao do EGFR com anticorpo monoclonal anti-EGFR. Foram utilizados testes paramétricos e ndo paramétricos. Resultados:
A imunoexpressao do EGFR nas amostras de tumor apresentou diferenga significante em relacéo ao nivel de imunoexpressao em espécimes de tecido
da transi¢do tumor/mucosa (p=0,01) e no nivel de imunoexpresséo em tecidos da mucosa adjacente (p=0,04). Conclusao: O EGFR apresentou maior

imunoexpressao na mucosa do carcinoma colorretal em comparagéo a expresséo no epitélio de transicdo e na mucosa adjacente néo neoplésica.
Palavras-chave: Genes erbB-1; fator de crescimento epidérmico; marcadores bioldgicos; imunoistoquimica; carcinoma; neoplasias colorretais.

Abstract

Introduction: The study of tissue immunostaining epidermal growth factor receptor (EGFR) may contribute to the understanding of its role in the prognosis

of colorectal carcinoma. Objective: To analyze the immunohistochemical expression of EGFR in colorectal carcinoma tissues and in tumor-mucosa and
adjacent mucosal tissues to neoplasia Method: The expression of EGFR with an anti-EGFR monoclonal antibody was immunohistochemically assessed
in colorectal tissue samples from 40 patients with colorectal sporadic adenocarcinoma operated on with curative intent. Parametric and non-parametric
tests were used. Results: The immunohistochemical expression of EGFR in tumor samples showed a significant difference in the level of immunostaining
in tissue specimens of transitional tumor/mucosa (p=0.01) and the level of immunoreactivity in tissues of the adjacent mucosa (p=0.04). Conclusion:

The EGFR showed greatest expression in the mucosa of colorectal carcinoma than in the transitional epithelium and in adjacent non-neoplastic mucosa.
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Introducao

Nos paises ocidentais, inclusive no Brasil, o carcinoma colorretal
é o terceiro carcinoma mais frequente no mundo, cuja incidéncia estd
em elevagio'”. O estadiamento da neoplasia colorretal é, ainda, o fator
prognéstico mais fidedigno, porém tal informagdo nio é, habitualmen-
te, disponivel no pré-operatério®.

Para a tomada de decisdo de se submeter oundo o paciente operado de
carcinoma colorretal a quimioterapia pds-operatdria € necessario selecio-
nar os enfermos com prognéstico desfavoravel, especialmente aqueles com
lesdes avangadas, e, nesse particular, a expressdo dos marcadores tumorais
no tecido neoplésico pode ser um método 1itil para esse propésito*.

Diversos marcadores teciduais sdo descritos na literatura, porém
poucos apresentam relevancia quanto a condug3o clinica do paciente’®.
Idealmente, nas neoplasias colorretais, os marcadores teciduais deve-
riam alterar-se com o estadio do tumor, servir como exame prognds-
tico e auxiliar na definigdo da necessidade de realizagdo de terapéutica

7,9-12

complementar’’'%. Mesmo nos enfermos submetidos a ressec¢io da

doenga primdria com intengdo curativa, a recidiva neoplasica pds-ope-
ratoria € uma frequente causa de 6bito™".

A familia de proteinas do fator de crescimento epidermal (EGF)
inclui grupo de receptores e fatores de crescimento estruturalmente
relacionados'®™®. Muitas dessas proteinas, altamente expressadas em li-
nhagens de células de cincer de c6lon humano, ligam-se aos receptores
EGF (EGFR) e desempenham um papel importante no crescimento do
carcinoma colorretal'®".

A expressio tecidual do EGFR pode ser determinada imuno-his-
toquimicamente pela ligagio do EGF com a membrana do tumor"*.
No trato gastrintestinal, a expressio do EGFR ¢é geralmente maior nos
tumores do que nos tecidos normais®?.

A hiperexpressdo tecidual da EGFR ¢é considerada indicadora de

progndstico clinico sombrio™?”

, sugerindo progressdo do carcinoma
colorretal e potencial metastatico™?. No carcinoma colorretal, a hi-
perexpressdo do EGFR foi relatada em 25-82% dos pacientes e, nos
pacientes com estadios avangados, revelou ser preditivo para o apareci-
mento de metastases a distincia®*". Entretanto, o impacto desse achado
no prognéstico dos pacientes continua, ainda, controverso.

Estudos®™ falharam em mostrar relagdo entre o nivel de expres-
sdo de EGFR e a eficiéncia clinica da terapia alvo. Essa discrepincia
alimentou explicagdes a respeito desse evento, incluindo a presenga de
heterogeneidade tumoral, sensibilidade baixa do método de detecgio
do EGFR e caréncia de metodologia padronizada nos estudos®-*?.
Assim, torna-se necessario definir os fatores que podem ser usados
para identificar pacientes mais propensos a responder aos inibidores do
EGFR para que tal tratamento possa ser escolhido®.

O objetivo deste estudo foi analisar a expressdo do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) no tecido do carcinoma co-

lorretal, em tecido da transi¢do tumor-mucosa e em tecido da mucosa

adjacente a neoplasia pela técnica imuno-histoquimica.

Sousa BD, Azevedo MA, M AMAA, Martins LC, Waish

Casuistica e método

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Instituto de Assisténcia Médica ao Servidor Publico Estadual
(IAMSPE), parecer n° 062/08.

No periodo de outubro de 2005 a margo de 2007 foram estuda-
dos 40 pacientes com carcinoma colorretal operados com intengdo
curativa no Servi¢o de Gastroenterologia Cirtirgica do Hospital do
Servidor Publico Estadual de Sdo Paulo (IAMSPE). Desses pacientes,
20 (50%) eram homens e 20 (50%) mulheres. A média de idade foi de
68,7£11,6 anos (44 a 90 anos).

Nesse estudo foram considerados critérios de inclusdo a presenga
de carcinoma colorretal confirmada pelo estudo histopatolégico e lesao
extirpada com intengdo curativa. Foram considerados critérios de ex-
clusdo pacientes com menos de 18 anos de idade, portadores de doenga
inflamatéria intestinal, portadores de neoplasia em outros érgios ou
lesdo extirpada de modo paliativo.

O estadiamento pré-operatério foi realizado pelo exame clinico e
proctolégico completos, determinagdo sérica do antigeno carcinoem-
brionario (CEA), colonoscopia com bidpsia e estudo histopatolégico
da lesdo e tomografia computadorizada de térax e abdome. Foi utili-
zado o estadiamento do carcinoma colorretal proposto pelo American
Joint Cancer Committee (A]JCC) de 2010.

Para a realizagdo do estudo histopatolégico foram obtidos trés
espécimes: uma da area central do tumor, evitando-se locais ulcerados
ou com necrose; outra da regido de transi¢do entre a neoplasia e a drea
macroscopicamente ndo tumoral com confirmagdo microscépica dessa
area transicional e uma terceira amostra obtida de mucosa adjacente
localizada a 10 cm da lesdo. Todos os espécimes cirtirgicos previamente
fixados em solugdo de formol a 10% foram incluidos em blocos de para-
fina. Trés cortes de 4 [lm foram obtidos de cada bloco para a obtengio
de dreas com neoplasia, drea de transi¢do neoplasia/mucosa macros-
copicamente ndo tumoral e da rea macroscopicamente sem neoplasia.
Todos os espécimes foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE) para estudo microscépico e verificagio do comprometimento ne-
oplasico dos linfonodos ressecados e das margens cirtrgicas.

Os blocos de parafina foram seccionados com 3 pum de espessura
e as laminas submetidas a técnica imuno-histoquimica ABC (complexo
avidina-biotina-peroxidase) com o anticorpo primério anti-EGFR na
dilui¢do 1:30 (mouse monoclonal anti-human epidermal growth factor re-
ceptor — EGFR, lote 3360, clone H11, Dako Cytomation, EUA).

Foi considerada reagio positiva para o anticorpo EGFR o apa-
recimento da cor marrom na drea citoplasmatica ou membranosa da
célula. Os controles positivos foram cortes do centro germinativo de
tonsila normal. Nas ldminas usadas como controle negativo subtraiu-se
o anticorpo primario da reagdo.

A leitura das laminas foi feita por patologista experiente, utili-
zando-se microscdpio binocular da marca Nikon, com objetivas pla-

nacromdticas. Inicialmente, foram selecionadas as dreas mais positivas
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(hot spots) sob o aumento de 100 X e, em seguida, passou-se para o
aumento de 400 X, com avalia¢io de 10 campos consecutivos. A imu-
noexpressdo do EGFR, representada por colorido acastanhado inequi-
voco tanto no citoplasma (Figura 1) como na membrana citoplasmatica
(Figura 2) das células neoplésicas, foi avaliada de modo semiquantita-
tivo, segundo os critérios propostos por Kountourakis et a/.*. No ci-
toplasma, a imunoexpressio foi classificada como zero: sem coloragio
ou <10% das células neopldsicas com fraca intensidade; +: >10% das
células com fraca intensidade; ++: >10% das células com média inten-
sidade; +++: >10% das células de forte intensidade. Na membrana ci-
toplasmatica, a imunoexpressio foi classificada como zero: sem colora-
¢do; +: <10% de células neoplasicas de qualquer intensidade ou <30%
de células de fraca intensidade; ++: 10-30% de células com média a
forte intensidade ou 30-50% de células neoplésicas com fraca a média
intensidade; +++: >30% de células com forte intensidade ou >50% de
células neoplasicas com qualquer intensidade de colorago.

A avaliagio da imunoexpressio do EGFR foi realizada no tumor,
no tecido da transi¢do tumor-mucosa ndo neoplésica e na mucosa adja-
cente a 10 cm cranialmente a lesdo neoplasica.

Para a analise dos resultados, os pacientes foram divididos
em dois grupos: grupo zero, onde ndo houve imunoexpressio do
EGFR e grupo um, com imunoexpressio do EGFR, independente
da sua intensidade.

Os dados referentes as varidveis quantitativas foram apresenta-
dos em médias. As varidveis categbricas foram analisadas pelo teste
de Mann-Witney e a correlagdo entre elas foi realizada pelo teste de
Spearman. A andlise de varidncia nas amostras de trés ou mais grupos
foi obtida pelo teste de Kruskal-Wallis. As varidveis dicotomicas foram
analisadas pelo teste exato de Fisher.

O programa estatistico utilizado foi o Prism 4.0 (GraphPad
Software Inc., EUA) e o nivel de significincia adotado foi inferior a
0,05 ou 5%.

Resultados

As lesdes estavam localizadas no célon em onze (37,93%) pacien-
tes e no reto em 18 (62,07%) enfermos.

A operagdo mais executada foi a retossigmoidectomia em 24
(60%) pacientes, seguida da colectomia total em 5 (12,5%), colectomia
esquerda em 5 (12,5%), colectomia direita em 5 (12,5%) e amputagdo
abdominoperineal do reto em 1 (2,5%).

Verificou-se que a média do tamanho da neoplasia colorretal foi de
4,25%2,1 em (1,0-9,0 cm). Vinte e um (52,5%) pacientes tiveram lesoes
com didmetro <5,0 cm, enquanto que outros 19 (47,5%) apresentaram
neoplasia com didmetro >5,0 cm. Doze (30%) pacientes apresentavam
invasdo vascular sanguinea pela neoplasia no exame anatomopatolégi-
co da pega extirpada, enquanto em 28 (70%) enfermos ndo foi consta-
tada invasdo vascular. Quatorze (35%) pacientes apresentavam inva-

sdo vascular linfatica constatada no exame anatomopatolégico da pega
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Figura 1: Imunoexpressdo de padrao citoplasmatico de média de
intensidade do EGFR nas células neoplasicas (Imuno-histoquimica;
400 X).

Figura 2: Imunoexpressao de padrdo membranoso e forte intensid-
ade do EGFR nas células neoplésicas (Imuno-histoquimica; 400 X).

extirpada, enquanto em 26 (65%) enfermos a neoplasia ndo apresentava
invasdo vascular linfatica. Sete (17,5%) pacientes apresentavam invasdo
perineural constatada no exame anatomopatolégico da pega extirpada,
enquanto 33 (82,5%) enfermos nio exibiam neoplasia com invasio peri-
neural. Houve acometimento pelo carcinoma colorretal dos linfonodos
extirpados em 19 (47,5%) pacientes. Em outros 21 (52,5%) enfermos, os
linfonodos da pega operatéria estavam livres de acometimento neopla-
sico. No tocante ao grau de diferenciagdo celular do carcinoma color-
retal, 31 (77,5%) pacientes exibiam adenocarcinoma moderadamente
diferenciado, 2 (5%) adenocarcinoma pouco diferenciado e 7 (17,5%)
adenocarcinoma bem diferenciado. A lesdo penetrava a serosa (peri-
tonio visceral) sem invasdo das estruturas adjacentes (bago, estomago,
figado, diafragma, pancreas, parede abdominal, adrenal, rim, intestino
delgado e retroperiténio) (T3) em 28 (70%) enfermos; a lesdo invadia
a muscular propria ou subserosa (T2) em 10 (25%) pacientes, e estru-
turas adjacentes (T4) em 2 (5%) dos pacientes. Nenhum dos enfermos
apresentou somente invasdo da lamina prépria ou submucosa (T1).
Quatro (10%) pacientes apresentavam metastases hepdticas constatadas
no momento da operagio, enquanto 36 (90%) enfermos ndo exibiam

metéstases hepiticas.




Tabela 1: Presencga ou auséncia de imunoexpressdo do EGFR nas
amostras de tecido tumoral, tecido da transigdo tumor/mucosa e te-
cido da mucosa adjacente dos pacientes com carcinoma colorretal

Imunoexpressao  Imunoexpresséo
Tipo de tecido n  do EGFR presente  do EGFR ausente
n (%) n (%)
Tecido tumoral 40 18 (45%) 22 (55%)
Transicao tumor/mucosa 40 14 (35%) 26 (65%)
Mucosa adjacente 40 11(27,5%) 29 (72,5%)

n: Ndmero de pacientes

Tabela 2: Comparacéo entre a presenca de imunoexpresséo do EGFR
no tecido tumoral, tecido da transi¢do tumor/mucosa e no tecido da
mucosa adjacente dos pacientes com carcinoma colorretal

Tipo de tecido Imunoexpressao do EGFR p

Tecido tumoral n=18 (45%) 0,01*
Transicao tumor-mucosa n=14 (35%) 0,04*
Mucosa adjacente n=11(27,5%) 0,01*

n: Namero de pacientes
*Teste de Mann-Witney

Verificou-se que nas amostras do tecido tumoral a imunoexpres-
sdo do EGFR estava ausente em 22 (55%) pacientes e presente em
18 (45%). Em relagdo as amostras do tecido da transi¢do tumor-mu-
cosa ndo neopldsica, houve presenca de imunoexpressdo do EGFR em
14 (35%), ao passo que 26 (65%) das amostras teciduais ndo exibiram
imunoexpressio do EGFR. No tocante a imunoexpressio do EGFR
no tecido da mucosa adjacente, constatou-se que 11 (27,5%) pacien-
tes tiveram amostras teciduais com imunoexpressdo e 29 (72,5%) nido
apresentaram imunoexpresio (Tabela 1).

A imunoexpressio do EGFR no tecido neoplasico foi significan-
temente maior (p=0,01) que no tecido da transi¢do tumor-mucosa.
Da mesma forma, a imunoexpressio do EGFR foi significantemente
maior (p=0,04) no tecido neopldsico quando comparado & mucosa
adjacente. Observou-se também que a imunoexpressio do EGFR
no tecido da transi¢do tumor-mucosa foi significantemente maior
(p=0,01) em relagdo a imunoexpressio do EGFR na mucosa adja-

cente (Tabela 2).

Discussao

Por um lado, o presente estudo foi realizado de forma retrospecti-
va, 0 que permitiu a ocorréncia de eventuais vieses proprios desse tipo
de analise, por outro, a padronizagio da coleta dos dados e do estudo
anatomopatoldgico e a andlise estatistica criteriosa permitiram a redu-
¢do desses eventuais vieses.

O marcador EGFR foi escolhido para identificar dados relevantes
da carcinogénese da neoplasia colorretal. Trata-se de marcador cuja ex-
pressdo aumentada no tecido relaciona-se com progndstico mais som-

brio e com a presenga de metdstases hepaticas. No entanto, a literatura

é controversa quanto ao significado do aumento da expressio desse
marcad0r28,30,31,33,35,37'

A expressdo do marcador EGFR no presente estudo foi signifi-
cantemente maior no tecido neopldsico que nos espécimes de tecido
da transi¢do carcinoma/mucosa e nos tecidos da mucosa adjacente.
Sendo o EGFR receptor do tipo tirosina-quinase, ele tem participa-
¢do na ativagdo nas cascatas relacionadas a diferenciagdo e a multipli-
cagdo celular”. Goldstein e Arrmin® identificaram a hiperexpressio
do EGFR nas camadas mais profundas do tumor e sua associa¢io com
o aparecimento de metastases hepaticas e linfonodais. Esses autores
identificaram expressdo maior do EGFR no tecido neoplasico em re-
lagdo a mucosa ndo neoplasica adjacente ao tumor. Observou-se, no
presente estudo, que as diferentes medidas da imunoexpressio (indice
de positividade e intensidade de expressdo) apresentaram diferengas
significantes nas regides do centro do tumor, transi¢do tumor-mucosa
e mucosa adjacente. Admitindo-se que a imunoexpressdo apresenta
relagdo direta com a quantidade EGFR presente em determinada
amostra de tecido, esse achado sugere que o conteido do EGFR ¢é
maior no tecido neopldsico quando comparado com o tecido da tran-
si¢do tumor/mucosa ndo neopldsica e com o tecido da mucosa adja-
cente do carcinoma colorretal.

Na presente série foram realizadas anélises em tecido neopldsico
em espécimes de tecido da transi¢do carcinoma/mucosa e em espéci-
mes de tecido de mucosa nio neoplasica adjacente ao tumor. Embora
a mucosa ndo neoplasica retirada cuidadosamente a 10 cm do local do
tumor fosse considerada sem alteragdes, é possivel que ela contivesse
afinidade diferente ao marcador da mucosa de pacientes sem carcino-
ma colorretal. No entanto, outro estudo? considerou como mucosa
“normal” aquela adjacente ao tumor e sem tecido tumoral identificavel
microscopicamente.

O estudo por meio da imuno-histoquimica foi realizado em fun-
¢do da aplicabilidade do método e do seu baixo custo, além de esse mé-
todo ser bem estabelecido na literatura especifica'®*.

A analise imuno-histoquimica do tecido do carcinoma colorretal
foi realizada pelo método semiquantitativo, sendo a expressdo dos mar-
cadores no tecido tumoral e na mucosa normal avaliada pelo niimero de
células coradas e pela intensidade da coloragio.

A interpretagdo da expressdo dos marcadores foi realizada quan-
titativamente conforme a técnica de Kountourakis ez /.. Inicialmente,
foram selecionadas as dreas mais positivas (ot spots) sob 0 aumento de
100 X e, em seguida, passou-se para o aumento de 400 X, com avaliagio
de dez campos consecutivos. A imunoexpressio do EGFR, represen-
tada por colorido acastanhado inequivoco tanto no citoplasma como
na membrana citoplasmatica das células neoplasicas, foi avaliada, de
modo semiquantitativo, no citoplasma. Como esses resultados foram
obtidos por método validado, foram considerados validos e utilizados
no presente estudo.

Nesse estudo ndo houve diferenga significante na expressdo do

EGFR de acordo com a localizagio retal ou clica do carcinoma. Esse
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mesmo achado foi observado por Spano ez al.”, Kountourakis ez a/.** e

Baiocchi et a/.*’. Esse resultado pode indicar que a imunoexpressdo do

EGFR independe das caracteristicas morfolégicas das diferentes regi-

des do intestino grosso, quando se compara o colo com o reto.

Nas condigdes deste estudo, os resultados obtidos permiram con-

cluir que a imunoexpressiao do EGFR foi mais intensa na mucosa do
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