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RESUM O: Estudosrecentesapontam existéncia deuma proteinacom importantefuncgéoinibidoradaapoptose, denominadasurvivina,
aqual apresenta aparentementeum valor prognésticono cancer colorretal. OBJETIVOS: Avaliar aincidénciaevalor progndstico
daexpressaotecidual daproteinasurvivinano cancer colorretal, além dahipétese de que aimunohistoquimica €um método adequado
parasuaandlisenapréaticaclinica. METODOS: Foi realizada umaanaliseretrospectiva da expr essio da proteina survivina atr avés
deimunohistoguimica em espécimestumor aisreferentesa 45 pacientessubmetidos ao tratamento cir Ur gico do cancer colorretal. A
imunor reatividade encontrada em cada espécimefoi relacionada ao estadiamento erecidivastumor ais, além deumaandlisequalitativa
da adequagao da imunohistoquimica par a esta finalidade. RESULTADOS: Observou-se a expressdo da proteina survivina em 40
casos (88,8%). N&o foi evidenciada associagdo significativa entreaexpressdo da survivinae o estadiamento (p= 0,85) ou a presenca
de recidiva tumoral (p= 0,23). Em relagao a imunohistoquimica, observamos que o posicionamento a nivel citoplasmatico desta
proteina e sua reatividade em tecidos normais, ainda que em menor intensidade, representaram importantes obstaculos a sua
quantificacio em decorréncia doslimitesimpr ecisos obser vados & microscopia 6tica. CONCL USOES: Embor a apresentando uma
elevadaincidéncia de sua expressdo nos casos de cancer colorretal examinados, ndo foi possivel relacionar a expressao da survivina
com o estadiamento ou prognostico do cancer colorretal. Além disto, seu padr &o de expressdo citoplasmatico associado a sua presenga
em tecidos nor mais mostrou-se em nossa exper iéncia pouco adequado ao estudo quantitativo pela técnica deimunohistoquimica.

Descritores: cancer colorretal, survivina.

INTRODUGAO controle do ciclo celular e o conseqliente comporta

mento bioldgico dos tumores, 0s quais estéo relacio-

Ao longo dos ultimos anos, obteve-se impor-
tante avango na compreensdo da etiopatogenia das
doencas neoplésicas através do desenvolvimento de
técnicas de biologiamolecular, as quais possibilitam a
identificacdo de mecanismos intra e extracelulares de

nados a expressao e atuacao de um grande nimero de
moléculas, em suamaior parte composta por proteinas.

A utilizagdo crescente de técnicas como o
seguenciamento genético e a imunohistoquimica
expandiu em muito nossos conhecimentos a respeito
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do grande numero de genes e funcdes de suas
respectivas proteinas. Diversos métodos tém sido
desenvolvidos para sua deteccéo e quantificagdo por
técnicas de DNA recombinante (PCR), porém a
imunohistoquimica permanece como 0 método mais
disponivel paraaandlise em bases clinicas, devido ao
seu custo reduzido e a possibilidade de suaredizacéo
em |aboratdrios convencionais de anatomia patol gica.

Estudos recentes apontam existéncia de uma
proteinacom importante funcao inibidora daapoptose,
denominadasurvivina, aqual apresentaaparentemente
um importante valor progndstico no cancer colorretal,
entre outros *3. Existem evidéncias de que a agéo da
survivinasgarelevante natransicdo de adenomacom
baixa displasia para carcinoma, o qual esta associado
aumareducéo da apoptose e aumento na proliferacdo
celular.

Assim sendo, o0 abjetivo do presente trabalho
éavaliar aincidénciaevalor prognéstico daexpressao
tecidual da proteina survivina no cancer colorretal,
assim como a hipétese de que aimunohistoquimica é
um método adequado para sua andlise, visando uma
maior aplicabilidade clinica

METODOS
Casuistica

Foi realizada uma analise retrospectiva da
expressao da proteina survivina através de imunchis-
toquimica em espécimes tumorais referentes a 45
pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico do cancer
colorretal no Departamento de Cirurgia do Hospital
Municipa S8o José, em Joinville, SC, sendo estes casos
sel ecionados de acordo com aqualidade dos blocos de
tecidos em parafina adequados para realizacdo da
imunohistoquimica. Dentre estes foram incluidos 20
casos de pacientes do sexo feminino e 25 do masculino,
totalizando respectivamente 44% e 56% da amostra.
Em relagdo a localizagdo do tumor, esta mostrou-se
compativel com a distribuicdo usual observada na
literatura, conforme observado na Tabda-1.

Estadiamento Tumor al

Foram incluidos no presente estudo apenas
pacientes Dukes B e C. Pacientes Dukes A foram
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Tabela 1 — Distribuic&o dos pacientes segundo o sitio.

SiITIO Ne de Pacientes %
Colon Direito 9 20
Colon Esquerdo 2 9
Colon Sigméide 11 24
Colon Transverso 4 9
Reto 19 43
Total 45 100

excluidos dapresente casuisticadevido apossivel viés,
decorrente as baixas incidéncia e possibilidade de
recidiva.

Recidivatumoral

Foi consideradarecidivadadoenca, apresenca
de recorréncia local ou metastatica da doenca
diagnosticada através de biopsias ou exames de
imagens. Dentro da amostra selecionada, esta foi
observadaem 17 (37,7%) dos casos em um seguimento
médio de 57 meses.

M étodo | munohistoquimico

Todas as |&minas foram submetidas a técnica
de imunohistoquimica para a pesquisa da expressao
da proteina survivina, sendo utilizado o anticorpo
especifico monoclonal  Survivin Ab- 3 (clone 5E8),
produzido pela Neo Markers (MS-1203-P1), para
deteccdo da expressdo da proteina survivina.

Para avaliag@o de resultado do exame de
imunohistoguimica foram utilizadas duas variaveis,
sendo estas a extensdo e aintensidade da coloracdo da
proteina survivina pelo anticorpo. Para avaliag@o
destas, foram determinados cinco campos com
aumento de 400 vezes, sendo utilizada a analise por
graus, segundo Altieri e cols. Visando aumentar a
reprodutibilidade desta andlise subjetiva, estes graus
foram agrupados, segundo demonstrado nas Tabel as-2
e 3, paraclassificacdo como positivos ou negativos.

Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica, utilizaram-se os
testes qui-quadrado parademonstrar aassociacdo entre
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Tabela 2 — Andlise da extensao.

Extensdo Grau Classificacdo
0-5% 0 Negativo
5-25% 1

25 —50% 2

50 — 75% 3 Positivo
75% — 100% 4

as variaveis estudadas, enquanto que o estudo da
correlacdo indicara a existéncia de relacdo entre as
varidveis.
RESULTADOS
Incidéncia de expressio de survivina

Observou-se aexpressao daproteinasurvivina
em 40 casos entre o total de 45 casos estudados
(88,8%).

Extensdo X Estadiamento

Conforme demonstrado na Tabela-4, ndo foi
evidenciadaassociagdo significativaentre a extenséo
da survivina no tecido e o estadiamento tumoral (p=
0,85).

Tabela 3 — Andlise da intensidade.

Intensidade Grau Classificacao
0 Negativo Negativo

1 Fraco

2 Moderado Positivo

3 Intenso

Tabela 4 — Analise da extensdo de acordo com a
classificacdo de Dukes.

Estadiamento

(Dukes) n Positividade na extensdao p
B 24 20 (83,3%) 0,85
C 21 17 (81,0%)

Tabela 5 — Andlise da extensdo de acordo com a
recidiva.

Recidiva n Positividade p
Tumoral na Extensao

Sim 17 12 (70,6%) 0,23
Né&o 28 25 (89,3%)

Extensdo X Recidiva

Conforme demonstrado na Tabela-5 n&o foi
encontrada associacdo significativa entre a extensdo
da coloracgdo tecidual pela survivina e a presenca de
recidivatumoral (p= 0,2347).

Intensidade X Estadiamento

Conforme demonstrado na Tabela- 6, ndo foi
evidenciadaassociagéo entre intensidade da col oracéo
tecidual pela proteina survivinae o estadiamento pela
classificagdo de Dukes. (p=0,9828).

Intensidade X Recidiva

Conforme demonstrado na Tabela-7, néo foi
evidenciadaassociagéo entre intensidade da col oracéo
tecidual pelaproteinasurvivina e presencaderecidiva
tumoral .

Tabela 6 — Andlise da intensidade de acordo com
estadiamento.

Estadiamento n Positividade p

(Dukes) naintensidade
B 24 17 (70,8%) 0,98
C 21 14 (66,7%)

Tabela 7 — Andlise da relacéo entre intensidade e
recidiva.

Recidiva n Positividade p
Tumoral naintensidade

Sim 17 11 (64,7%) 0,88
N&o 28 20 (71,4%)
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Intensidade X Extensao

A andlise da correlacdo entre aintensidade e
a extensdo da expressao de proteina survivina,
observadas pelaimunohistoquimicanapresente série,
mostrou-se altamente significativa com r = 0,69 e
p< 0,0001.

DISCUSSAO

Tendo sido descritapelaprimeiravez em 1997
por Ambrosini* como integrante de uma familia de
proteinas inibidoras de apoptose (IAP), muitos dos
aspectos referentes a expressao da survivina
permanecem ainda bastante controversos. Dentre estes,
podemos destacar os resultados bastante conflitantes
ainda observados ha literatura a respeito da presenca
ou ndo desta proteinaem tecidos normais. Reed e cols
(2001) 4 afirmam que “enquanto os tecidos fetais
contém abundante survivinaem mRNA e proteinas, a
maior parte dos tecidos normais néo a apresentam”.
Esta afirmac&o pode ser confirmada pelo relato de
diversosautores como Knutsen e cols (2004) ®, osquais
foram incapazes de detectar a presenca de survivina
através do método de imunohistoguimica na mucosa
normal de 74 pacientes portadores de cancer de reto.
Também utilizando a imunohistoquimica, Lin e cols
(2003) ¢ falharam em encontrar qualquer reatividade
parasurvivinaem 30 fragmentos de mucosaintestinal
normal. Por outro lado, diversos autores tém relatado
resultados absolutamente opostos a estes, através da
demonstrac@o de proteina survivina em tecidos
normais. Utilizando a imunohistoguimica, Gianani e
cols (2001) ” demonstraram a presenca de proteina
survivina em todos os 20 casos de mucosa colénica
normal observada. Zhang e cols (2001) & encontraram
também uma positividade de 100% para a presencade
survivina em 28 fragmentos de mucosa colonica,
utilizando a técnica de RT-PCR.

A funcdo fisiolégica da proteina survivina
no epitélio intestinal

Um dos mais interessantes achados referentes
apossivel fungéo da proteina survivinatem emergido
a partir de estudos que demonstram sua expressao
preferencial na base das criptas intestinais. Zhang e
cols (2001) & associaram este achado a reducdo da
expressao da proteina APC nesta regido e seu
progressivo aumento na diregdo ascendente da cripta
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em direcdo ao lUmen intestinal, onde a expressdo de
survivina é ausente, e sugeriram a hipétese de que a
proteinaAPC inibeaagéo dasurvivina. Deacordo com
esta hip6tese, tal arranjo seriaadequado parajustificar
o elevado indice proliferativo das células na base da
cripta e a maior incidéncia de apoptoses nas células
situadasjunto aaberturaluminal dascriptasintestinais,
facilitada pelaausénciade expressdo de survivinanesta
regi&o. Esta hipotesefoi reforcadaa partir dos estudos
de Boman e cols (2004) ¢, os quais demonstraram um
perfil de expressdo semelhante em criptas col6nicas
em pacientes portadores de polipose familiar e
controles. Gianani e cols (2001) 7 adicionaram a esta
hip6tese umaimportante informacdo ao relatarem uma
diferencano padréo de expressdo de survivinanacripta
intestinal, a0 comparar mucosas normais e neopl asicas.
De acordo com este estudo, foi possivel observar um
gradiente decrescente de expressdo de survivinaapartir
dabasedacriptaem direcéo aluzintestinal em epitélio
intestinal normal, enquanto tal padrdo tornou-se
progressivamente alterado quando comparado ao
aspecto heterogéneo observado nos adenomas e
adenocarcinomas col 6nicos, respectivamente.

Emboran&o tenhasido consideradacomo uma
variavel pré-definida para este estudo, a analise do
padréo de imunocoloragdo observado nos espécimes
incluidos no presente trabalho revelou um aspecto
correspondente aquele relatado pelos autores acima,
com predominio de expressdo de survivinanabase das
criptas em segmentos de mucosa coldnica normal,
sendo este padréo alterado progressivamente nos
tecidos tumorais.

Incidéncia de expressdo em tumores
colorretais

Assim como a expressao em tecidos normais,
existe ainda grande controvérsia quanto a real
incidéncia da observacdo de expressdo da survivina
no cancer colorretal, ocorrendo, como podemos notar
naTabela-8, umavariagdo que oscilaentre 54 e 100%.

No presente estudo, encontramos uma
positividade de 88,8% nos espécimes tumorais
analisados, situando-se esta em um nivel elevado em
relacdo & mediana de 65% entre os resultados
demonstrados na Tabela-8.

Valor progndstico da expressdo desurvivina

Este € um dos principai s obj etivos nos estudos
referentesaexpressio de survivinano cancer colorretal.
Sarela e cols (2001) 2observaram nos casos positivos
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uma sobrevida de 5 anos significativamente menor
(94% X 52%), enquanto Rodel e cols (2002) 3
avaliaram a expressdo de survivina em
adenocarcinomasdereto e encontraram umacorrel agéo
inversa bastante significativa referente ndo apenas a
sobrevida (77% X 18%), mas também no que diz
respeito arecidivalocal (37% X 6%) e metastases a
disténcia(78% X 18%). Resultados semelhantesforam
observados por Yang e cols, os quais analisaram 91
casos de céancer colorretal e encontraram uma
positividade significativamente maior em casos com
metastases (56% x 45%), além de umapior sobrevida
em casos de tumores positivos para a expressdo de
survivina (88,9% x 65,2%; p <0,01).

No presente estudo ndo foi possivel demonstrar
valor prognostico significativo entre a expressao
tumoral de survivina e o estadiamento ou indice de
recidiva tumoral, tanto na andlise pela extensao de
coloracao desta proteina quanto por sua intensidade,
contrariando os estudos acima citados. Embora
possamos considerar a possibilidade de ocorréncia de
uma insuficiéncia de amostragem para alcancar a
significancia estatistica (erro tipo I), nossa principal
suspeita recai, ho entanto, sobre a natureza bastante
subjetivadaavaliagdo quantitativainerente ao método
de analise da expressdo tumoral através de
imunohistoquimica, aqual discutiremos a seguir.

A imunohistoquimica como método de
avaliacdo da survivina

Embora represente uma das principais
ferramentas no estudo da biologia molecular através
da possibilidade de identificacdo da presenca de
determinada proteina mediante suacol oracao apos sua
ligac&o ao anticorpo especifico, aimunohistoquimica
apresenta uma importante desvantagem devido a
dificuldade de obter-se uma quantificagdo objetiva.
Para minimizar este problema, diversas formas de

Tabela 8 — Expressdo de survivina no cancer colorretal.

classificagdo tém sido utilizadas, baseando-se em
supostos graus deimunorregtividade, osquais poderiam
de alguma forma ser utilizados como elementos
comparativos entre amostras distintas. Além disto, a
propria natureza do método apresenta outros Sérios
obstaculos a esta reprodutibilidade, incluindo a
presenca de um grande nimero de varidveis como
anticorpos de diferentes origens, utilizacdo de um ou
mai s corantes, variagoes referentes a dilui¢des, tempo
e temperatura de incubacdo, além da eventual
necessidade de realizagc&o de mais de uma bateria de
exames em momentos diferentes.

Em alguns centros, a utilizac&o datecnologia
destinada a andlise destas [aminas de imuno-
histoquimica, através da chamada citometria digital,
tem logrado oferecer um melhor controle destas
variaveis, permanecendo no entanto relevantes
questdesreferentes areprodutibilidade entre diferentes
centros, observadores e métodos de coloragéo.

No caso da andlise da expressdo de survivina,
observa-seumavariabilidade entre os diferentes autores
na forma de quantificagdo da imunorreatividade. Yao
ecols (2004) 2, ao analisar umasérie de 126 casos de
céancer colorretal consideraram como presente a
imunorreatividade em todos os espécimes, a qual foi,
no entanto, classificada como alta ou baixa. Por outro
lado, Sarela e cols (2001) 2analisaram uma série de 49
casosde cancer colorretal erelataram umapositividade
deapenas61,2%. Considerando-seanaturezasubjetiva
desta avaliagdo, torna-se dificil comparar estes dois
estudos, ndo podendo ser excluida a hipétese de que
espécimes cuja imunorreatividade foi considerada
como ausente por estes Ultimos autores, poderiatalvez
ser classificada como de baixa reatividade pelos
critérios de Yao e cols 2.

Em nossa experiéncia, pudemos observar a
presenca de um fator complicador adicional ao estudo

Autor M étodo n Positividade Survivina
Chen e cols, 2004 © RT-PCR 52 67,3%
Yang e cols, 2004 RT-PCR 42 54,8%
Lin e cols, 2003 & Imunohistoquimica 87 63,2%
Sarela e cols, 2001 2 I munohistoquimica 49 61,2%
Gianani e cols, 2001 7 I munohistoquimica 20 100%
Presente estudo I munohistoquimica 45 88,8%
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da survivina pela técnica de imunohistoquimica. nossa experiéncia possa servir como elemento de
Apesar da boa reatividade obtida e da qualidade auxilio para outros autores interessados na analise da
adequada dos métodos de coloracéo realizados, o expressdo tecidual de survivina.

posicionamento intracelular disseminado a nivel Como concluséo, observamos entdo que,
citoplasmético desta proteina e sua reatividade em apesar de uma positividade de 88,8% de positividade
tecidos normais, ainda que em menor intensidade, para a expressao da survivina nos casos estudados,

representou um sério obstaculo adicional a sua ndo foi possivel relacionar a expressao da survivina
guantificagdo em decorréncia do aspecto disseminado com o estadiamento ou o prognostico do cancer
e de limites imprecisos dentro dos tecidos. Neste colorretal. A partir de experiéncia inicial, pudemos
sentido, embora seja nossa inten¢&o prosseguir nestes ainda concluir que o padrdo de expresséo
estudos apds possiveis tentativas de melhor citoplasmatico de survivinaassociado a sua presenca
padronizacdo de leitura dos padrbes de em tecidos normais, ainda que em menor intensidade,
imunorreatividade, pareceu-nos importante registrar mostrou-se pouco adequado ao estudo quantitativo
estas dificuldades encontradas com o objetivo de que pelatécnicade imunohistoquimica.

SUMMARY: Estudos recentes apontam existéncia de uma proteina com impor tante fungéo inibidora da apoptose, denominada
survivina, a qual apresenta aparentemente um valor prognostico no cancer colorretal. OBJETIVOS: Avaliar aincidéncia e valor
prognostico da expressdo tecidual da proteina survivina no cancer colorretal, além da hipétese de que aimunohistoquimica é um
método adequado par asuaandlisenapréticaclinica. METODOS: Foi realizada umaanaliser etr ospectiva da expressio da proteina
survivina através de imunohistoquimica em espécimes tumorais referentes a 45 pacientes submetidos ao tratamento cir Urgico do
cancer colorretal. Aimunorreatividade encontrada em cada espécimefoi relacionada ao estadiamento erecidivastumorais, além de
uma analise qualitativa da adequacdo da imunohistoquimica para esta finalidade. RESULTADOS: Observou-se a expressdo da
proteinasurvivinaem 40 casos (88,8% ). N&o foi evidenciada associacdo significativaentreaexpressdodasurvivinaeo estadiamento
(p=0,85) ou a presenca derecidivatumoral (p=0,23). Em relagdo aimunohistoquimica, observamos que o posicionamento a nivel
citoplasmatico desta proteina e sua reatividade em tecidos normais, ainda que em menor intensidade, representaram importantes
obstaculos a sua quantificacio em decorréncia dos limites imprecisos observados & microscopia 6tica. CONCLUSOES: Embora
apresentando uma elevada incidéncia de sua expressao nos casos de cancer colorretal examinados, nao foi possivel relacionar a
expressdo da survivina com o estadiamento ou progndstico do cancer colorretal. Além disto, seu padr 8o de expressdo citoplasmatico
associado a sua presenca em tecidos nor mais mostrou-se em nossa exper iéncia pouco adequado ao estudo quantitativo pelatécnica
deimunohistoquimica.

Key words: Cancer colorretal, survivina.
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