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RESUMO

A angiogénese é essencial no desenvolvimento neoplasico, associando-se
as metastases a distancia e recorréncia em diversas neoplasias malignas. Em
carcinomas colorretais, os parametros da analise digital de imagem e estereologia da
angiogénese foram pouco estudados. Obijetivo: avaliar parametros tridimensionais e
a quantificacdo microvascular bidimensional nas diferentes apresentagdes
morfolégicas dos adenomas colorretais e no adenocarcinoma colorretal restrito a
submucosa, a fim de determinar o papel da angiogénese nas diferentes etapas da
sequéncia adenoma-carcinoma e sua relagao com as diferentes apresentacdes das
lesdes precursoras do carcinoma colorretal. Material e métodos: foi realizado estudo
historico de delineamento transversal, incluindo 115 lesées neoplasicas colorretais,
ressecadas endoscoépica ou cirurgicamente no periodo de 1997 a 2001, obtidas de
pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Fundagao Universitaria de
Gastroenterologia (FUGAST). Para analise da angiogénese foram utilizadas as
técnicas de imuno-histoquimica, analise digital de imagem, quantificacdo
microvascular e estereologia. Os resultados foram apresentados como mediana e
intervalos  interquartis. Resultados: a quantificagdo  microvascular  foi
progressivamente mais elevada nas lesdes polipdides com displasia de alto grau
comparadas as de baixo grau. Quanto maior o grau de atipia observado, maior foi o

namero de microvasos (regressao linear, P < 0,05). O volume e extensao



microvascular foram diferentes entre as fases evolutivas da neoplasia colorretal,
resultando em aumento no volume 728 (416 - 1408) versus 178 (93 - 601) e
extensdo microvascular 242,4 (131,1 - 936,8) vs 24,0 (6,5 - 142,2) (P < 0,001) nas
lesbes polipdides com displasia de alto grau comparadas as de baixo grau,
respectivamente. A quantificagdo microvascular foi progressivamente mais elevada,
acompanhando a progressao neoplasica polipoide: displasia de baixo grau 41,8
(15,8 - 71,9), displasia de alto grau 60,0 (23,0 - 95,6) e carcinoma de submucosa
76,0 (37,5 - 132,6) (P < 0,001). Concomitante, o volume 956 (436 - 2188) vs 178 (93
- 601) e a extens&o microvascular 534,6 (146,7 - 1262) vs 24,0 (6,5 - 142,2) foram
mais elevados nos adenocarcinomas colorretais restritos a submucosa em relacao
as lesdes polipdides com displasia de baixo grau, respectivamente (P < 0,001). N&o
foi encontrada diferenga estatisticamente significativa na angiogénese entre os
adenomas polipdides e ndo-polipdides através da quantificagao 41,8 (15,8 - 71,9) vs
22 (16 - 40) e estimativa da extensdo microvascular 24 (6,5-142,2) vs 17,5 (4,4-
54,7), respectivamente. Conclusdo: a utilizacdo da analise digital de imagem e
estereologia acrescentou maior objetividade e eficacia na metodologia de avaliagéo
angiogénica, pois permitiu a precisa segmentagdo das areas hipervasculares, a
representacdo da morfologia tridimensional caracteristica do suprimento vascular e a
identificacdo de diferengas na microvascularizagdo nas etapas evolutivas do cancer

colorretal.



ABSTRACT

Angiogenesis is essential in the tumoral development, associating with
metastasis at distance and recurrence in several malignant neoplasias. In colorectal
carcinomas, the parameters of the digital image analysis and stereology of
angiogenesis have been little studied. Objective: evaluate three-dimensional
parameters and the bidimensional microvascular quantification in the different
morphologic presentations of the adenomas and in the submucosal colorectal
carcinoma, in order to determine the role of angiogenesis in the different stages of
the sequence adenoma-carcinoma and its relationship with the different
presentations of the precursory neoplastic lesions of the colorectal carcinoma.
Material and methods: transversal historical study was carried out, including 115
colorectal neoplastic lesions, obtained by endoscopyc or surgical resection between
1997 and 2001, from the patients of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre and of
the Fundacdo Universitaria de Gastroenterologia (FUGAST). For the analysis of
angiogenesis, immunohistochemistry, digital image analysis, microvascular
quantification and stereology were used. The results were presented as medium and
interquartile range. Results: the microvascular quantification has gradually raised in
the polypoid lesions with high degree dysplasia comparing to the ones of low degree.
The bigger the degree of atipia, the higher was the number of microvessels (linear

regression, P < 0,05). The volume and microvascular extension were different among
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stages of the colorectal neoplasia, resulting in an increase of the volume 728 (416 -
1408) vs 178 (93 - 601) and microvascular extension 242,4 (131.1 - 936,8) vs 24,0
(6,5 - 142,2) (P < 0.001) in the polypoid lesions with comparative high degree
dysplasia to the ones of low degree, respectively. The microvascular quantification
was gradually raised, following the polypoid tumoral progression: low degree
dysplasia 41,8 (15,8 - 71,9), high degree dysplasia 60,0 (23,0 - 95,6) and
submucosal carcinoma 76,0 (37,5 - 132,6) (P < 0.001). Concomitantly, the volume
956 (436 - 2188) vs 178 (93 - 601) and microvascular extension 534,6 (146,7 - 1262)
vs 24,0 (6,5 - 142,2) were more elevated in the submucosal carcinoma in relation to
the polypoid lesions with low degree displasia, respectively (P < 0.001). There was
no significantly difference in angiogenesis between the poypoid and nonpolypoid
colorectal adenomas through the quantification 41,8 (15,8 - 71,9) vs 22 (16 - 40) and
estimate of microvascular extension 24 (6,5 - 142,2) vs 17,5 (4,4 - 54,7),
respectively. Conclusion: the use of the digital image analysis and stereology added
greater objectivity and effectiveness in the methodology of angiogenic evaluation,
because it allowed the accurate segmentation of hypervascular areas, the
representation of characteristic three-dimensional morphology of vascular supply and
identification of differences in the microvascularization in the evolutive stages of the

colorectal cancer.
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1 INTRODUCAO

A angiogénese €& o crescimento de novos capilares (1-3). Esta
fisiologicamente presente durante a fase embrionaria e fetal. No adulto, é
usualmente ausente, restringindo-se a poucas situagcdes onde representa uma etapa
essencial, como na reprodugdo e cicatrizagdo (4-6). Nestas situagdes, a
angiogénese é um processo ordenado, regulado e autolimitado, resultado do
equilibrio entre fatores estimuladores e inibidores da proliferagao vascular. Quando a
multiplicagdo vascular aumenta sem controle, a angiogénese persistente e nao-
controlada torna-se patoldgica e sustenta a progressdo de muitas doengas nao-
neoplasicas. Por exemplo, na artrite reumatdide novos capilares invadem e destroem
a cartilagem articular; no diabetes mellitus ocorre proliferacdo de capilares na retina,
invasdo do vitreo, sangramento e cegueira. A angiogénese associada a tumores
sélidos € um processo em que novos capilares sao formados no estroma neoplasico
a partir de células endoteliais pré-existentes (1, 3, 5, 7). Isto promove o crescimento
neoplasico através da perfusdo de oxigénio e nutrientes e remocao de metabdlitos
toxicos, diferente da simples difusdo no espacgo extracelular que mantém o tumor

restrito e com uma pequena populagao celular.
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No século XIX identificou-se uma rica rede capilar associada ao estroma
neoplasica, porém pouco se conhecia sobre a origem dos vasos sanguineos, a
natureza do estimulo a sua formacdo e a sua relacdo com o desenvolvimento
neoplasico (8). Inicialmente, a hiperemia e o aumento da vascularizagdo foram
atribuidos, principalmente, a simples dilatacdo de vasos pré-existentes, em resposta
aos metabdlitos e produtos de necrose, sem apresentar efeito direto no tumor.
Certos termos como “carcinoma inflamatério”, ainda utilizados atualmente, sao

baseados nesta concepgao errénea (6).

A idéia do crescimento neoplasico dependente da neovascularizagcido
originou-se no inicio dos anos 60, a partir de experimentos in vitro onde células
tumorais foram inoculadas em O6rgdos perfundidos isolados (9). Nestes
experimentos, artefatos de perfusdo levaram a auséncia de angiogénese, resultando
em restricdo do crescimento neoplasico até o didmetro maximo de 2 a 3 mm.
Quando estes pequenos tumores foram transferidos a mesma linhagem do
camundongo do qual se originaram desenvolveram neovascularizagdo e cresceram
acima de 1000 vezes seu tamanho prévio. A partir destes experimentos, a hipotese
proposta foi que ndo somente as células endoteliais podem limitar a expansao
neoplasica, mas que, sem neovascularizacdo, a maioria dos tumores sélidos
interrompe seu crescimento quando atinge o diametro aproximado de 2 a 3 mm (1,

10).

Em 1971, Folkman et al. isolaram um fator em tumores humanos e animais
denominado tumor angiogenesis factor (TAF) que demonstrou atividade mitogénica

as células endoteliais, estimulando a rapida formagdo de novos capilares em
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experimentos animais (11). A partir do isolamento do TAF, Folkman et al.
demonstraram, pioneiramente, que a angiogénese é um pré-requisito para o
crescimento neoplasico e ndo simplesmente um efeito colateral deste,
estabelecendo a hipotese que o crescimento neoplasico é angiogénese-dependente:
“‘uma vez que o tumor tenha ocorrido, cada aumento na populacao celular deve ser

precedido pela proliferacdo de novos vasos capilares, convergindo ao tumor” (1).

Apoés a identificagcdo do tumor angiogenesis factor (TAF) uma série de
reguladores positivos da angiogénese, incluindo os peptideos angiogénicos, também
chamados de fatores de crescimento, foram identificados. Dentre estes, os mais
encontrados e estudados em tumores humanos sdao o Fator de Crescimento
Fibroblastico Basico (bFGF) — um dos mais potentes peptideos angiogénicos
conhecidos que apresenta importante atividade mitogénica e quimiotaxica para
células endoteliais — e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). Embora
o VEGF tenha sido particularmente implicado na angiogénese associada a
neoplasia, é provavel que a angiogénese in vivo seja o resultado da agédo de
multiplos fatores angiogénicos (12). Durante a atividade angiogénica, uma ou mais
destas proteinas angiogénicas sao liberadas pelas células tumorais, difundindo-se
através dos tecidos e, alcangando a rede vascular adjacente, desencadeiam uma

sequéncia de eventos, tais como:

- degradacdo da membrana basal, usualmente de vénulas pds-capilares

adjacentes ao estimulo;

- protrusdo e migragao celular endotelial através do estroma perivascular em

diregao ao estimulo angiogénico;
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- formacado de colunas e, posteriormente, de alcas capilares através da

intensa proliferagdo celular, seguida de canalizagao;

- perfusdo sanguinea e deposi¢ao de membrana basal (13).

As células tumorais ndo s&o a unica fonte destas proteinas no estroma
neoplasico. O tumor pode recrutar macréfagos, os quais produzem suas proprias
proteinas angiogénicas; mastécitos também s&o recrutados pelo tumor e, repletos
com heparina, ampliam o efeito do bFGF liberado pelas células tumorais. Além das
proteinas angiogénicas liberadas pelas células no estroma neoplasico, o bFGF,
armazenado na matriz extracelular, também €& mobilizado por colagenases ou
heparinases, liberadas tanto pelas células tumorais quanto por células nao-

neoplasicas associadas (figura 1) (6, 13).

macréfago e . membrana

mastécntos basal
R\\ molécu Ias

qunmlotatlcas
\ /
J/ \ moléculas
r - } angiogénicas

? inibidores
anglogémcos

ativadores de plasminogénio
colagenases
heparinases

Figura 1 — Angiogénese
Diferentes mecanismos envolvidos na expresséo do fenétipo angiogénico e na
formacao de novos capilares (Adaptado de Folkman et al., 1992) (13).
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Recentemente, foi reconhecido que a contribuicdo da neovascularizacdo ao
crescimento neoplasico nao é restrita apenas ao efeito de perfusdo, mas também ao
efeito paracrino. Este resulta da producédo de fatores de crescimento pelas células
endoteliais que estimulam a migragéo e proliferagdo das células tumorais, incluindo
fatores de crescimento fibroblasticos, fatores de crescimento ligados a heparina,
Fator Estimulador de Clones Granulocitarios, Fator de Crescimento Plaquetario-
derivado, Fator de Crescimento Tipo Insulina 1 e Interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8).
Assim, origina-se uma interagao paracrina bidirecional, na qual as células tumorais e

endoteliais estimulam mutuamente sua proliferacao (6, 13).

A liberacdo destes fatores de crescimento, isoladamente, ndo é suficiente
para o inicio da atividade angiogénica. O estimulo angiogénico deve ser
acompanhado da supresséo dos inibidores locais da angiogénese — os reguladores
negativos — que protegem o endotélio vascular do estimulo proliferativo. Diversas
proteinas na circulagdo inibem a proliferacdo celular endotelial, incluindo o Fator
Plaquetario 4 (PF4), Thrombospondin-1, TGF-B, inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3), Interferon alfa (a-/FN), Prolactina

(fragmento 16 kDa) e Angiostatina (fragmento 38 kDa do plasminogénio) (6, 13).

A atividade angiogénica em um determinado tumor é um processo
complexo, sendo determinada pela quebra no equilibrio local entre os reguladores
positivos e negativos da proliferagdo microvascular, na qual os negativos sao
suprimidos (6, 13, 14). A expressdo do fenotipo angiogénico, a partir de um
subgrupo de células tumorais, demarca duas fases do desenvolvimento neoplasico:

(a) pré-vascular e (b) vascular.
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Na fase pré-vascular, o diametro neoplasico € restrito entre 2 a 3 mm e ha
limitagdo da populagédo celular — alguns carcinomas in situ contém menos de 10°
células. Esta pequena populacédo celular € mantida por difusdo de 0, e nutrientes
através do espaco extracelular (1, 2, 15, 16). Estudos experimentais e clinicos
demonstram que muitos tumores se originam sem atividade angiogénica,
permanecendo in situ por um longo periodo de tempo (meses ou anos). A maioria
das lesbes pré-vasculares € assintomatica e clinicamente indetectavel, excetuando-
se as localizadas em superficies como a pele, cavidade oral, cérvice uterina e
bexiga. Nesta fase, a auséncia de angiogénese impede a expansao do carcinoma in
situ ou das micrometastases quiescentes, independente da capacidade de

replicacéo celular — ha um equilibrio entre a proliferacdo e apoptose celular (17, 18).

A fase vascular caracteriza-se pela formagado de novos vasos capilares e
rapida proliferacdo celular neoplasica (3, 19). O crescimento neoplasico requer
novos capilares e a perfusdo passa a ser o mecanismo de aporte de oxigénio,
nutrientes e via de eliminagdo de metabdlitos (1). A maioria dos tumores torna-se
clinicamente detectavel somente apds a neovascularizagéo (6). A angiogénese, além
de permitir o crescimento do tumor primario, também contribui com o processo
metastatico. A medida que ha expansdo da vascularizacdo, maior é a superficie
potencial para a invasado de células neoplasicas, o que também pode ser facilitado

pela natureza imatura dos novos vasos formados (3, 20).

Em 1972, Brem et al. destacaram a importancia de definir métodos de
quantificacdo da angiogénese associada a neoplasia, propondo um sistema de

graduagdo em tumores cerebrais baseado nas caracteristicas das células
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endoteliais e na avaliagdo da densidade microvascular com a utilizagdo de lecitina
como marcador do endotélio (21). Posteriormente, novos anticorpos especificos para
a deteccdo das células endoteliais intensificaram os estudos de quantificacdo da
microvascularizagdo associada a neoplasia (22). A primeira evidéncia da associagao
entre angiogénese, metastases a distancia e diminuigdo da sobrevida em tumores
sélidos humanos foi atribuida a Srivastava et al., em 1986, em estudos no melanoma
cuténeo (19). No inicio dos anos 90, Weidner et al. demonstraram a angiogénese
como indicador prognostico nos carcinomas de mama e préstata, a partir da
avaliacdo da densidade microvascular em regides isoladas com elevada
concentragdo de microvasos (as denominadas areas hipervasculares ou hot spots)
em secc¢des histologicas (17, 23, 24). Na ultima década, esta metodologia tem sido a
referéncia para a avaliagdo da angiogénese em tumores de mama, prostata e em
praticamente todos os tumores solidos humanos. Evidéncias recentes também
demonstram que a indugao da angiogénese na medula 6ssea sustenta a progresséo
de neoplasias hematolégicas como a leucemia, considerado um “tumor liquido”, e

em outras neoplasias mieldides e linféides (22).

O numero de estudos que determinam a angiogénese como fator
progndéstico em tumores de mama, pulmao, trato gastrointestinal, geniturinario e pele
supera amplamente aqueles que ndao encontraram tal associagdo (20, 25, 26). As
diferengas encontradas na literatura podem ser atribuidas, dentre diversos fatores, a
metodologia de avaliagdo da microvascularizagdo, a variabilidade na populagao
estudada, critérios histopatologicos, estadiamento da neoplasia, modalidade de
tratamento utilizado e a propria heterogeneidade bioldgica da neoplasia (26). E

necessario, além de um delineamento uniforme dos estudos, seguir critérios
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padronizados para a identificagdo e quantificagdo microvascular, propostos
inicialmente por Weidner et al. (17, 23, 24) e, posteriormente, uniformizados em dois
Consensos Internacionais de metodologia e critérios de avaliagdo da angiogénese

em tumores solidos humanos publicados em 1996 (27) e 2002 (28).

Os microvasos intratumorais séo identificados através da técnica de imuno-
histoquimica em secgdes histoldgicas. A selegcdo do anticorpo (anti-CD34, anti-
CD31, anti-FVIIl e CD105) pode influenciar na identificagcdo da microvascularizagéo.
O anticorpo anti-CD31 apresenta maior sensibilidade e especificidade, seguido do
anti-CD34 e do anti-FVIIl. Embora o anticorpo anti-FVIIlI seja especifico para a
microvascularizagao, pode se encontrar ausente em parte do endotélio capilar e,
como o anticorpo anti-CD34, apresentar contra-coloragcdo em uma proporgao de
vasos linfaticos. Embora o anticorpo anti-CD31 possa apresentar reagcdo cruzada
com algumas células inflamatorias, tais como células plasmaticas ou estromais, esta
reacao pode ser discriminada da reatividade celular endotelial com base no padrao
de coloragao e na morfologia celular (27). Os anticorpos primarios utilizados n&o s&o
equivalentes: o anticorpo anti-FVIII é expresso pelo endotélio estavel, enquanto que
o anti-CD31 e o anti-CD34 identificam, principalmente, microvasos em crescimento
ativo (12). Seguindo-se a identificagdo da microcirculagéo é necessaria a selecao de
areas representativas na secgao histologica. Devido a heterogeneidade encontrada
na seccgao histoldgica, a quantificagdo microvascular total implicaria na avaliagao de
extensas areas da neoplasia. Conforme critérios propostos, a selecédo das areas
representativas na secgao histologica inicia-se por microscopia optica, em pequeno
aumento, a procura de areas com mais intensa neovascularizagdo — as

denominadas areas hipervasculares ou hot spots — que se localizam principalmente
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na margem neoplasica invasiva (17, 23, 24). A contagem microvascular é realizada
nas areas hipervasculares, pois estas se originam de clones celulares tumorais com
0 mais alto potencial angiogénico e, consequentemente, com maior probabilidade de
acesso a circulagao sistémica e de metastatizagao (28). Uma vez que tais areas séo
identificadas, a quantificacdo é realizada em grande aumento, sendo o resultado
expresso pela média entre as areas hipervasculares (23, 24). Recentemente,
incrementos técnicos como a analise digital de imagem tem sido introduzidos. Esta
representa um meétodo mais objetivo de quantificagdo microvascular e permite a
reducdo da variagdo interobservador encontrada na contagem manual analdgica

convencional (29).

Neoplasias malignas do trato gastrointestinal, particularmente do cdélon e
reto, ndo tém sido extensamente investigadas (30). A maioria dos estudos descritos
na literatura, avaliam a angiogénese como um entre os inumeros candidatos a
potenciais fatores progndsticos no carcinoma colorretal, incluindo séries
retrospectivas em neoplasias avangadas e com numero limitado de pacientes, cuja
interpretacdo dos resultados é frequentemente prejudicada pelas variagées na
terapia adjuvante, auséncia de padronizagao e controle de qualidade na metodologia

laboratorial e estatistica empregadas (29, 31).

A associagdo da angiogénese com critérios histopatoldégicos no cancer
colorretal demonstrou que o aumento do volume da neoplasia é dependente da
angiogénese (32). Fox et al. demonstraram que a densidade microvascular se
encontra significativamente mais elevada em tecidos histologicamente normais,

adjacentes a neoplasia colorretal, conforme a sua progressao (33). Recentemente,
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Kuniyasu et al. demonstraram que a mucosa hiperplasica adjacente ao
adenocarcinoma colorretal apresenta elevada expressdo de moléculas pro-
angiogénicas, contribuindo para a atividade angiogénica neoplasica e para a intensa
vascularizagdo encontrada na transicdo entre o tecido normal e a margem

neoplasica invasiva (34).

Na investigacdo da angiogénese como fator prognostico no cancer
colorretal, a maioria dos autores demonstrou associagao significativa entre elevada
microvascularizagao e reducédo de sobrevida, através de analise uni- e multivariada
(16, 35-47). Por outro lado, outros autores ndo encontraram tal associagéo (33, 48-
51) e, alguns, até encontraram maior sobrevida em pacientes com tumores de
elevada microvascularizagdo por analise uni- e multivariada (20, 52, 53). O
delineamento retrospectivo realizado na maioria dos estudos e variagdes na
metodologia, tais como, diferentes marcadores endoteliais, magnificagdo Optica
utilizada, selecao das areas representativas e a analise de diferentes parametros na
avaliacdo da angiogénese podem estar relacionados com a diversidade de
resultados. Vermeulen et al. realizaram o primeiro estudo prospectivo em carcinoma
colorretal e demonstraram que a elevada contagem microvascular foi associada
significativamente ao surgimento de metastases hematogénicas e reducdo da
sobrevida, confirmando, assim, os resultados encontrados pela maioria dos estudos
retrospectivos previamente realizados (54). Esta diferenca de resultados enfatiza a
importancia de metodologia a ser utilizada e a apropriada selegdo dos pacientes,
reduzindo a variabilidade intra e interobservador, a fim de obter resultados

reproduziveis e comparaveis.
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O papel da angiogénese no desenvolvimento neoplasico precoce, associado
a disponibilidade de um modelo de carcinogénese colorretal, baseado em mutagdes
genéticas cumulativas na sequéncia polipo-cancer, levou alguns autores a analise da
angiogénese em diferentes fases da carcinogénese colorretal. Bossi et al,
estudando 36 adenomas e 178 carcinomas colorretais, encontraram densidade
microvascular significativamente mais elevada conforme a progressdo neoplasica —
mucosa normal, hiperplasica, polipo adenomatoso e adenocarcinoma. Uma vez
estabelecido o adenocarcinoma, n&o foi encontrada diferencga significativa entre os
diferentes estadios. Assim, Bossi et al. demonstraram que a angiogénese é
estimulada precocemente na carcinogénese, alcangando sua intensidade maxima no
adenocarcinoma e que outros mecanismos estariam envolvidos no maior potencial

maligno neoplasico e na capacidade de metastatizacao (48).

Pavlopoulos et al., estudando 106 adenocarcinomas e 17 polipos
adenomatosos colorretais, demonstrou resultados semelhantes. Os
adenocarcinomas colorretais apresentaram maior contagem microvascular quando
comparados aos adenomas, porém a contagem microvascular reduziu
significativamente conforme a progressdo neoplasica. Ainda foram incluidos
parametros morfométricos de avaliagdo microvascular como a ramificacdo e area
vascular total, demonstrando que tais parametros apresentam valores menores nos
adenomas e que aumentam significativamente conforme a progressédo neoplasica

(50).

A primeira analise quantitativa tridimensional da arquitetura microvascular no

adenocarcinoma colorretal e em suas lesdes precursoras foi realizada por Konerding
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et al.. Foram encontradas caracteristicas arquiteturais microvasculares similares,
embora os adenomas tenham apresentado maior preservagcao da arquitetura

vascular (55).

Aotake et al. demonstraram que o potencial apoptdtico aumentou
paralelamente ao incremento da proliferacdo em adenomas com displasia de baixo
grau, mas diminuido quando adenomas progrediram a displasia de alto grau e
adenocarcinoma. Um gradual incremento da densidade microvascular foi observado
durante a progressdo neoplasica na displasia de baixo a alto grau e
adenocarcinoma. Houve correlagao inversa entre o indice apoptético e a densidade
microvascular quando todas as lesdes foram consideradas em conjunto, sugerindo
gue a angiogénese inicia durante a transicdo de displasia de baixo a alto grau e que
pode contribuir para a redugcdo da apoptose celular durante a carcinogénese

colorretal (56).

Conforme a apresentacéo clinico-patolégica, duas vias de carcinogénese
colorretal tém sido propostas. A primeira, baseada na sequéncia pdlipo-cancer ou
adenoma-carcinoma (57), tem ampla aceitagdo devido a frequente coexisténcia de
adenocarcinoma e adenoma na mesma lesdo polipdide. O potencial maligno
associa-se ao tamanho e extensdo do componente adenomatoso do tipo viloso (58-
60). A aplicagao clinica desta via de carcinogénese representa a base da prevengéo
secundaria do carcinoma colorretal através da polipectomia endoscopica. A segunda,
representando uma via alternativa na patogénese do carcinoma colorretal, tem sido
extensamente descrita principalmente na literatura japonesa e refere-se ao

surgimento do carcinoma colorretal a partir de lesbes de padrao de crescimento ndo-
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polipoide. Parte destas lesbes seriam constituidas somente de carcinoma invasivo,
sem componente adenomatoso associado, sugerindo que a carcinogénese destas

lesbes seria pela via de novo, a partir da mucosa intestinal normal (61, 62).

Desde o relato de um pequeno adenoma nao-polipdide por Muto et al. (63),
e com a progressiva evolugdo nos sistemas de imagem endoscoOpica, um numero
crescente destas lesdes tem sido descritas na literatura nas duas ultimas décadas,
sendo apontadas também como precursoras do carcinoma colorretal (61-64).
Morfologicamente sdo classificadas como plano-elevadas e plano-deprimidas (65-
68), sendo, atualmente, incluidas no Sistema de Classificacdo de Tumores do
Sistema Digestivo da Organizagdo Mundial de Saude (69). Um consideravel numero
destas pequenas lesbes podem nao ser detectaveis a colonoscopia convencional,
sendo identificadas somente através da associacdo de endoscopia de alta resolugao
e cromoscopia (70). Endoscopicamente, estas pequenas lesdes sao reconhecidas
por ligeiras alteragdes de coloragdo da mucosa (palidez ou discreto enantema) e na
textura da parede através de alteragdes na insuflacdo aérea. A utilizacdo de
contrastes como o indigo carmin facilita a detec¢do, melhor definicdo e delimitagcéo
destas lesdes. Microscopicamente, caracterizam-se pela espessura inferior ao dobro

da espessura da mucosa normal adjacente (71, 72).

Apesar das pequenas lesdes nao-polipdides planas n&o progredirem
rapidamente quando apresentam diametro aproximado de 5 mm, algumas destas
pequenas lesbes podem apresentar um elevado indice de atipia severa apesar de
seu pequeno tamanho e devem ser cuidadosamente consideradas (73). A presenca

de depressao central € considerada um marcador endoscépico de displasia de alto
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grau (71, 72). Embora ainda seja tema em discussédo (74), diversos estudos indicam
um maior potencial maligno destas lesdes nao-polipdides baseado em suas
caracteristicas histopatolégicas (60-68) e o seu papel como precursoras do
adenocarcinoma colorretal (75, 76). Kudo (77) demonstrou que neoplasias do tipo
deprimido s&o usualmente menores que as planas e polipoides e apresentam maior
risco de displasia de alto grau (aproximadamente 50 % em lesdes de 6 a 10 mm) e
capacidade de invasao da submucosa enquanto ainda diminutas (didmetro médio de

11 mm).

O fato de algumas pequenas neoplasias nao-polipdides serem constituidas
somente de adenocarcinoma, sem componente adenomatoso associado, sugere que
a carcinogénese destas lesbes seria pela via de novo, a partir da mucosa intestinal
normal. Isto explicaria, em parte, a maior taxa de crescimento e o comportamento
agressivo de algumas destas pequenas lesbes (66, 78). Porém, a possibilidade de
determinadas lesdes originarem-se de pequenos adenomas submetidos a rapida
transformacao e seguirem a sequéncia adenoma-carcinoma, ndo pode ser ignorada,
desde que tecido adenomatoso tem sido ocasionalmente identificado nestas lesdes

(79).

Avaliando o desenvolvimento e a histéria natural através de observacao
colonoscopica (80), cinética celular e mutacdo K-ras (81) de pequenos adenomas
nao-polipdides colorretais (didmetro aproximado de 5 mm) foi demonstrado que
estas lesdes apresentam progressao lenta, relacionada a cinética celular, e que
raramente progridem ao carcinoma invasivo. Estes achados, combinados aos

encontrados em estudos retrospectivos prévios, postulam que é possivel encontrar
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dois tipos de lesbes ndo-polipoides: (a) um que rapidamente progride a via cancer de
novo sem componente adenomatoso associado e (b) outro que apresenta
crescimento exofitico ou permanece morfologicamente inalterado e entdo podera
evoluir a transformacdo carcinomatosa lentamente via sequéncia adenoma-
carcinoma. Mutacdes de K-ras raramente ocorrem em lesdes nao-polipdides,
sugerindo que o desenvolvimento genético destas lesGes difere das lesdes
polipdides; ndo foi encontrada diferenga significativa na mutagédo do p53 entre as
duas lesdes (58). A investigacédo dos fatores genéticos (especialmente mutagdes do
gene APC), analise molecular, angiogénese, fatores do hospedeiro e a resposta
imunoldgica poderdo ajudar na elucidagdo dos fatores envolvidos na diversidade
morfologica e no potencial maligno destas lesdes. Os escassos estudos referentes a
associagdo da angiogénese com as diferentes apresentagbes morfologicas de
neoplasias colorretais adenomatosas polipdides e ndo-polipodides demonstraram, até
o0 presente momento, resultados contraditérios em relagcdo ao seu papel

determinante na morfologia (82, 83).

Os estudos da angiogénese nos diferentes tumores solidos humanos, em
sua grande maioria, avaliam a densidade microvascular em secgdes histologicas
conforme metodologia proposta por Weidner et al. (17, 23, 24) e, portanto, n&o
consideram os diferentes parametros morfométricos que poderiam se mostrar
significativos, considerando a complexidade tridimensional da microvascularizagéo
associada a neoplasia. E possivel que parte da diversidade de resultados
encontrados nos estudos da angiogénese no carcinoma colorretal seja explicada
pelas significativas limitagbes metodolégicas na avaliagcdo da contagem

microvascular, habitualmente realizada em sec¢des histolégicas em dois planos, a
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qual € influenciada pela tortuosidade, compressdo e emaranhamento da

microcirculagéo (47).

Ha muito tempo vem sendo reconhecidas as potenciais vantagens da
morfometria em relagdo a observacdo visual, tanto em histopatologia quanto em
citologia. A medigdo de tecidos e células, quando comparada a observagao visual
tem como principais vantagens a maior objetividade e mais facil reprodutibilidade. A
morfometria dos tecidos foi utilizada, inicialmente, para a compreensdao da
morfologia tridimensional e fisiologia teciduais, sendo posteriormente preconizada
em pesquisa na area de patologia como um meio para melhorar os métodos
diagndsticos convencionais. Atualmente, suas aplicagbes sdo numerosas. Através
dela, pode-se estudar areas, superficies, volumes e formas. Este método vem sendo
aplicado em estudos de patologia mamaria, ovariana e em neoplasias vesicais para
avaliacdo e graduagdo das neoplasias (84) O termo morfometria foi definido
inicialmente como a descricdo quantitativa de uma estrutura e, posteriormente, como
morfologia quantitativa a medigdo de estruturas por qualquer método, incluindo a

estereologia (85).

Conforme demonstrado por Gil et al. (86), em consequéncia da secgao
histologica, ha uma redugdo dimensional: um volume tridimensional torna-se uma
area em dois planos e uma superficie em dois planos torna-se uma linha em um
unico plano. Em uma secgéo histologica a representagdo do nucleo, por exemplo,
resulta em um perfil nuclear, onde a area do perfil nuclear representa o volume
nuclear original (a area é o “traco” do volume); a extensdo do perimetro do perfil

representa a superficie nuclear (o contorno ou perimetro € o “traco” da superficie
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nuclear) e a sec¢ado de uma fibra neural é reduzida a um ponto (o ponto é o “trago”

da linha) (figura 2) (86-88).
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Figura 2 — Principios da estereologia

Objetos aleatoriamente seccionados, demonstrando o tracejado na secgao em dois
planos e a estrutura original tridimensional correspondente: o volume é representado
pela area e a superficie por uma linha (Adaptado de Gil et al.)(86).

Neste contexto, a morfometria é definida somente como a mensuragao dos
“tracos” e a estereologia, a ciéncia de mensuragdes validas em trés dimensdes (86).
Quando é analisado o suprimento vascular em um determinado tumor e nao células
isoladas, a falta de correlagdo direta entre a imagem obtida em unico plano e a
morfologia tridimensional limita a representatividade da secg¢ao obtida e a simples
quantificacdo das estruturas realizada (86). Os métodos estereolégicos sé&o
ferramentas precisas para a obtencdo de informagdes quantitativas tridimensionais
acerca de estruturas microscopicas, baseadas, principalmente, nas observacoes
feitas nas secgdes histolégicas. A estereologia € apoiada em probabilidade
geométrica, permitindo observagao em trés dimensdes, como o volume e extensao,
a partir de imagens bidimensionais (86-88). A partir da relagdo quantitativa existente

entre as dimensdes do tecido no seu perfil e em 3 dimensdes, a estereologia permite
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a correlagdo das dimensdes dos tragos com as dimensdes dos objetos que estes
representam. Portanto, a partir da medigado das areas dos perfis nucleares pode-se
inferir as dimensdes do volume nuclear original com a aplicagdo de formulas
estereologicas a um numero suficiente de areas. A morfologia irregular de varios
orgaos ou de estruturas (cortex adrenal, cértex cerebral, suprimento vascular)
dificulta uma estimativa confiavel de seus respectivos volumes. Isto foi resolvido pela
aplicacado de incrementos da técnica estereoldgica e da metodologia proposta por
Cavalieri que permitem a determinacdo do volume absoluto a partir de seccgodes

verticais em intervalos conhecidos (espessura da secg¢éao) (87, 88).

A estereologia foi inicialmente descrita em 1847 pelo gedlogo francés August
Delesse. Posteriormente, com a introdu¢cdo da morfologia matematica foi possivel a
aplicacdo da analise de imagem computadorizada em larga escala a estereologia. A
partir dos anos 80, um numero crescente de avangos técnicos tem sido obtidos

ampliando o uso da estereologia em aplicagdes bioldgicas (86).

A capacidade de converter sinais analdgicos para o formato digital tornou
possivel a representacdo de imagens Opticas como matrizes de valores de
densidade o6ptica, o que trouxe a mudanga fundamental na area: o comeco da
analise de imagens digitais em videomicroscopia. A analise da imagem digital
consiste no uso de computadores para derivar a informacao numeérica relacionada as
caracteristicas da imagem selecionada, tais como perimetros, areas, densidades

opticas e outras (84).

O avango da técnica computadorizada tem permitido a realizacdao de

medidas rapidas e automaticas de diferentes tecidos com aplicagées praticas em
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patologia laboratorial (89). O computador tem condi¢gdes de calcular as dimensdes, o
numero de objetos e armazena-los digitalmente. Porém, tanto as medidas, quanto a
rigorosa selegdo das areas de interesse, devem ser realizadas cuidadosamente, a

fim de se evitar desvios (90).

A associagdo da analise estereologica a quantificagdo microvascular foi
realizada previamente em poucos estudos sobre polipos colorretais benignos e
carcinoma colorretal (47, 50, 91, 92). Contudo, os escassos estudos avaliando a
angiogénese em lesdes colorretais ndo-polipdides a analisam somente através da
quantificacéo (82, 83), ndo sendo encontrada descri¢gao na literatura, até o presente

momento, de analise estereoldgica nestas lesdes

A possibilidade de abordagem dos multiplos fatores envolvidos no processo
angiogénico e a analise de diferentes metodologias para a sua determinacao, tornam
amplo o campo de pesquisa e de avangos que podem ser obtidos na avaliacdo da
angiogénese associada a neoplasia. Neste estudo, através da analise digital de
imagem e estereologia, serdo avaliados parametros tridimensionais, além da
quantificagdo  microvascular bidimensional, nas diferentes apresentagdes
morfolégicas dos adenomas colorretais e no adenocarcinoma colorretal restrito a
submucosa, a fim de determinar o papel da angiogénese nas diferentes etapas da
sequéncia adenoma-carcinoma e sua relagao com as diferentes apresentacdes das

lesdes precursoras do carcinoma colorretal.



2 OBJETIVOS

Utilizando a avaliagdo da quantificagcdo microvascular e estereologia por

analise digital de imagem:

a) Verificar diferengcas da angiogénese entre os adenomas colorretais

polipdides e n&o-polipdides.

b) Verificar diferengas da angiogénese entre os adenomas polipdides e o

adenocarcinoma colorretal restrito a submucosa.

c) Comparar a quantificagdo microvascular e estereologia por analise
digital de imagem como metodologias de avaliagdo da angiogénese na

neoplasia colorretal.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento

Estudo histérico de delineamento transversal.

3.2 Material

Foram incluidas neste estudo 115 lesbes neoplasicas colorretais,
ressecadas endoscoépica ou cirurgicamente no periodo de 1997 a 2001, obtidas de
pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Fundagdo Universitaria de
Gastroenterologia (FUGAST). Foram selecionados blocos de parafina contendo os
espécimes ressecados, fixados previamente em formalina 10 % e submetidos a
seccao de 4 um, com posterior fixagdo e montagem em lamina de vidro e coloragéo
com hematoxilina-eosina. A amostra foi dividida em 36 pdlipos com displasia de
baixo grau (PDBG), 27 pdlipos com displasia de alto grau (PDAG), 13 pdlipos com
adenocarcinoma restrito a submucosa (CASM), 27 lesbes nao-polipdides com
displasia de baixo grau (NPDBG) e 12 lesbées nao-polipdides com displasia de alto

grau (NPDAG).
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3.3 Tamanho amostral

Considerando que a variavel angiogénese € medida em uma escala
quantitativa e que seu desvio padrao € de aproximadamente 20 unidades (56, 82),
para testar diferengas de pelo menos 20 unidades (tamanho do efeito = 1), estima-se
um tamanho amostral de aproximadamente 23 pacientes por grupo, para a = 0,05 e

poder = 90%.

3.4 Critérios de classificagdo macroscépica e histopatoldégica das lesdes

colorretais

Todas as seccdes histolégicas foram submetidas a revisdo microscopica
pelo patologista e pesquisador, sem o conhecimento prévio das caracteristicas
morfolégicas e histopatologicas da lesdo, a fim de uniformizagdo de critérios

diagndsticos.

A classificagdo macroscépica e histopatolégica das lesdes colorretais
obedeceu a critérios publicados em 2000 para classificagdo de tumores pela
Organizagdo Mundial de Saude (69). Os adenomas colorretais foram definidos pela
presengca de neoplasia intraepitelial, histologicamente caracterizada pela
hipercelularidade, nucleos aumentados e hipercromaticos com variados graus de
estratificacédo e perda da polaridade. Macroscopicamente foram classificados em
polipdides e nao-polipdides (figuras 3 e 4). Conforme critérios propostos por Kudo
(67), a caracterizagdo endoscopica das lesdes colorretais ndo-polipdides baseia-se
no padrao de crescimento ligeiramente elevado em relagdo a mucosa adjacente,

com coloragao discretamente avermelhada ou palidez circunscrita e associadas a



36

interrup¢cdo dos sulcos inominados da mucosa colorretal. A associacdo com
cromoendoscopia, através da instilagdo do contraste indigo carmin 0,4 %, permitiu
melhor definigdo destas lesbes, incluindo sua superficie, morfologia e limites.
Microscopicamente, sua espessura nao ultrapassa duas vezes a espessura da

mucosa normal adjacente (71, 72) (figura 5).

Figura 3 — Adenoma colorretal polipdéide
Videocolonoscopia com magnificagdo de imagem (FUJINON, 40X) associada a
cromoscopia com indigo carmin.
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Figura 4 — Adenoma colorretal nao-polipoéide
Videocolonoscopia com magnificagdo de imagem (FUJINON, 40X) associada
cromoscopia com indigo carmin

Q)

Figura 5 — Adenoma colorretal nao-polipdide: sec¢ao histolégica
Espessura da leséo inferior ao dobro da mucosa adjacente (HE, 125 X).

Baseado em sua arquitetura microscépica os adenomas foram subdivididos
em tubular, tubulo-vilosos e vilosos. Em relacdo ao grau de displasia foram
classificados em adenomas com displasia de baixo grau (agrupando displasia leve e

moderada) e displasia de alto grau (93, 94). Os adenomas com displasia de baixo
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grau foram caracterizados pela arquitetura glandular pouco alterada e com minimas
atipias nucleares (nucleos ligeiramente aumentados, pseudoestratificados e com
preservagao da polaridade) (figura 6). Adenomas demonstrando maiores alteragbes
na arquitetura glandular e atipia nuclear moderada a acentuada (nucleos
aumentados, hipercromaticos, irregulares e ocupando o tergo superior da glandula),
restritas ao epitélio ou a lamina prépria, foram classificados como adenomas com

displasia de alto grau (figura 7).

O adenocarcinoma colorretal foi definido pela presenca de invasdo da

submucosa (69) (figura 8).

Figura 6 — Adenoma colorretal com displasia de baixo grau.
Preservagao da arquitetura glandular e minimas atipias nucleares (HE, 50X).
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Figura 7- Adenoma colorretal com displasia de alto grau.
Distorgao acentuada da arquitetura glandular e atipias nucleares, com
preservagao da muscular da mucosa (HE, 50 X).

Figura 8 — Adenocarcinoma colorretal
Les&o com invasdo da submucosa, adjacente a mucosa normal (HE, 50X).

3.5 Imuno-histoquimica

A microvascularizacdo foi identificada por imuno-histoquimica, conforme

técnica previamente descrita (95), utilizando o anticorpo endotelial primario anti-
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CD31 (Monoclonal Mouse Anti-Human Endothelial Cell, CD31 Clone JC/70A Code n°
M0823 Lot 070 Edition 16.07.99 DAKO A/S — Denmark) em secgdes histologicas
desparafinadas. O complexo estreptoavidina-biotina — DAKO StrepAB (Large
Volume DAKO LSAB+Kit, Peroxidase Universal K0690 DAKO CORPORATION
Carpinteria, CA 93013 USA) foi utilizado para a visualizagdo da imunorreagéo,
utilizando-se o DAB-diaminobenzidina tetra-hidrocloreto como cromoégeno (DAKO
DAB Chromogen tablets, DAKO A/S, Denmark) e contra-coloragdo com hematoxilina
de Harris. Histologicamente, os microvasos foram reconhecidos pela coloragéo
acastanhada, contrastando com a contra-coloracdo de fundo de cor azul
(hematoxilina de Harris), representando os controles positivos para a reagao imuno-
histoquimica com o anti-CD31 (figura 9). Os controles negativos omitiram o anticorpo
primario (anti-CD31), substituindo-o por solugcdo salina. Isto permite avaliar a
coloracdo inespecifica que, caso esteja presente, indica que o complexo secundario
anticorpo-biotina apresenta reagdo cruzada com alguma(s) substancia(s)
endogena(s), comprometendo, portando, a acuracia do método. A técnica de imuno-
histoquimica empregada neste estudo foi realizada no Laboratério Medicina Digital

(Porto Alegre — RS).
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Figura 9 — Imuno-histoquimica: anticorpo anti-CD 31
Microvasos de cor castanha contrastando com a cor de fundo azul (hematoxilina de
Harris) (HE, 200 X).

3.6 Analise digital de imagem e quantificagcao microvascular

As laminas foram analisadas pelo pesquisador sem o conhecimento prévio
da classificagdo histopatoldgica das secgbes. Foi utilizado sistema de analise digital
de imagem composto por microscépio optico Olympus BX60 (Téquio, Jap&do) com
lentes planacromaticas neofluares (SWH10X-H/26,5) conectado através de
videocamera (SONY ®model/ DXC-970MD 3CCD - color video camera) ao
microcomputador com processador Pentium |l 400 MHz com 128 MB de memoria
RAM, disco rigido de 13 GB e placa de captura Image Pro Capture kit (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para analise estereoldgica digital foram utilizados
os programas Image Pro Plus versao 4.5 e Scion Image for Windows 2000 (96) que
permitem a captura digital de imagem com as areas de interesse, marcagéo de

estruturas, utilizagdo de recursos graficos e posterior gravagdao em CD. A captura



42

das imagens foi realizada na Unidade de Citologia do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (Departamento de Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul).

Inicialmente, cada secgéo histolégica foi analisada completamente em 40
aumentos (UPLANFI 4x/0,13 «/-) com o objetivo de reconhecer com clareza a area
neoplasica a ser estudada, bem como a possibilidade de coloragdo excessiva de
fundo (background) ou outros artefatos (figura 10). Conforme descrito inicialmente
por Weidner et al. (17, 23, 24) e ratificado em Consensos Internacionais de
metodologia de avaliagdo da angiogénese em tumores solidos humanos (27, 28), as
areas hipervasculares sao selecionadas em 100 aumentos (UPLANFI 10x/0,30Ph1
«/-) a partir da concentracdo do maior numero de microvasos corados pelo anticorpo

anti-CD31 (figura 11).



Figura 10 — Captura digital de imagem
Imagem capturada com a utilizagdo do programa Image Pro Plus versao 4.5 e
analise inicial da secgéao histologica (imuno-histoquimica anti-CD31, 40X).

43
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Figura 11 — Selegao da area hipervascular
Captura digital de imagem com identificacdo de area hipervascular a partir da
concentragdo de microvasos corados (imuno-histoquimica anti-CD 31, 100X).

Posteriormente, cada area hipervascular foi analisada em 200 aumentos
(UPLANFI  20x/0.50Ph1  /0,17). Qualquer célula ou grupamento celular
demonstrando coloragédo positiva (coloragdo acastanhada), claramente isolada de
vasos maiores adjacentes, células tumorais e outros elementos do tecido conjuntivo,
com ou sem lumen e/ou eritrécitos foi considerado um microvaso contavel. Areas
com fibrose, hemorragia, necrose, inflamagédo, microvasos esparsos e vasos com
parede muscular foram excluidos da contagem (17, 27) (figura 12). A quantificagao,

estimativa do volume e extensdo microvascular nestas areas foi realizada através do
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método de contagem estereolégica com corregdo por grade a seguir descrito (87,

88).

Figura 12 — Microvasos contaveis em area hipervascular segmentada

Nas areas hipervasculares segmentadas sdo considerados microvasos contaveis
qualquer célula ou grupamento celular demonstrando coloragao positiva (coloragéao
acastanhada), isolada de vasos maiores adjacentes, células tumorais e outros
elementos do tecido conjuntivo, com ou sem lumen e/ou eritrocitos; microvasos
esparsos e vasos com parede muscular foram excluidos da contagem (imuno-
histoquimica anti-CD31, 200X).

A imagem capturada em formato .jpg (joint photography experts group)
contendo as areas de interesse foi convertida ao formato .tif (true image format)
através do programa IrfanView version 3.7 e, posteriormente, armazenada em
formato .bmp (bitmap file). Isto permitiu a insergdo da grade de corregéao

estereologica e a marcagdo com pontos das estruturas microvasculares, com o
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auxilio dos programas Scion Image for Windows 2000 e Image Pro Plus verséo 4.5.
A insercdo da grade de corregéo resulta em um campo com amplitude de 600 x 440
pixels, correspondendo & area de 0,66 mm? em 200 aumentos. Somente foram
considerados como contaveis os microvasos incluidos completamente dentro da
grade, ou que toquem a linha de demarcagdo da mesma (figura 13). A contagem
microvascular foi objetivamente graduada em uma escala ordinal, expressa pelo
numero de microvasos por area hipervascular (se presente somente uma area) ou

pela média aritmética das areas identificadas na sec¢ao histologica.
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Figura 13 — Segmentacao digital da area hipervascular

Quantificagdo e analise estereoldgica microvascular a partir da inser¢géo da grade de
correcao estereoldgica bidimensional, considerando-se como microvasos contaveis
somente aqueles incluidos dentro da grade ou que toquem a linha de demarcacgéao.
Amplitude de campo = 600 x 440 pixels; area = 0,66 mm? (Imuno-histoquimica, anti-
CD31, 200X).

3.7 Estereologia nas lesdes neoplasicas colorretais

A estereologia € o conjunto de técnicas usadas para a obtencdo de
informagdes quantitativas sobre caracteristicas geométricas com sistemas de testes
de dimensado menor que o objeto ou estrutura estudado (84). A base matematica
para a estimativa de volume das formas irregulares foi dada pelo matematico italiano
Cavalieri (86, 87) que demonstrou que o volume V(obj) de qualquer objeto pode ser

estimado a partir de secgdes paralelas separadas por uma distancia conhecida t,



48

somando-se as areas de todas as secgdes cruzadas do objeto Za(prof) e
multiplicando esta figura por t: V(obj) = t.Za(prof).

Como ¢é impossivel medir uma estrutura com absoluta precisdo, a medida
média da espessura (t) das fatias do corte pode ser estimada pela medida do
comprimento daquilo que se estda medindo, omitindo-se a primeira e a ultima fatia e
dividindo-se pelo numero total de fatias menos 2. Em toda a superficie do corte, em
todas as secgdes aplica-se um teste randomizado com pontos regularmente
distribuidos. No estudo realizado, foi sobreposta grade com pontos distribuidos
aleatoriamente e com intervalos fixos entre si (amplitude de campo de 600 x 440
pixels com 17 x 9 pontos) a imagem capturada contendo a area de interesse (figura
14). Para cada estrutura sob estudo, contam-se todos os pontos P que os alcangam.
Assim, a area absoluta de uma secgdo da estrutura é a(sect) = a(p).P(struc)u?,
onde a(p) é a 4rea em unidades conhecidas ao quadrado (u?), associada com cada
ponto no sistema de teste regular. O volume total de cada estrutura é estimado apés
a adigao de todos os pontos que alcangam a estrutura.

V(estrut) = t. a(p) . =P(estrut) u®
O “calculador’ de Cavalieri € um instrumento valioso, pois permite obter
facilmente na avaliacédo estereoldgica padrdo uma estimativa do volume do espago

de referéncia.
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Figura 14 — Analise estereolégica
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Sobreposigcao de grade com pontos de distribuicao aleatéria (amplitude de campo de
600 x 440 pixels; 17 x 9 pontos; area = 0,66 mm2) para estimativa de volume e

extensao microvascular.

A probabilidade que uma determinada estrutura atingida por uma secgao

aleatoriamente posicionada e orientada seja proporcional a sua dimens&o linear ou

extensdo, confere uma estimativa deste pardmetro de avaliagdo microvascular. A

partir da quantificagdo do numero de pontos P que atingem as estruturas de

interesse em uma determinada area hipervascular e do volume pode-se aplicar a

seguinte férmula para a estimativa da extensdo microvascular:

L (struct) = 2. Qa (struct / ref) . V (ref) u, onde a densidade numérica Qa

€ estimada pelo numero de pontos P, conforme descrito acima..
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3.8 Analise estatistica

Os dados referentes as variaveis quantitativas, numero de microvasos totais
e numero de microvasos/area hipervascular foram descritos por mediana e
amplitude interquartil (P25 a P75) devido a forte assimetria observada na distribuigéo
de frequéncias. Para a comparagado estatistica dos grupos foram utilizadas as
transformacdes matematicas rank e logaritmica, sendo em seguida aplicada a
técnica de analise de variancia (ANOVA) oneway. A localizagao de diferengas por
teste de comparagdes multiplas (procedimento de post hoc) foi realizada pelo teste
de Duncan. Como os achados obtidos foram muito semelhantes, optou-se por
apresentar os resultados da transformacao logaritmica. Os dados submetidos a
transformacao logaritmica também foram analisados pela técnica de regressao
linear, o que possibilitou a avaliacdo de tendéncias lineares do fenbmeno da
angiogénese entre os grupos estudados. O nivel de significancia adotado foi de a =
0,05. Os dados foram analisados com o auxilio do Statistical Package for the Social

Sciences — SPSS versao 11.0.

3.9 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado ap6s aprovagdo pela Comissdo de Etica do Grupo
de Pesquisa e Pds-graduacédo do HCPA (GPPG) sob o numero 99-330, ano de 1999,
obtendo financiamento parcial do Fundo de Amparo a Pesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (FIPE).



4 RESULTADOS

4.1 Quantificagao microvascular absoluta (niUmero de microvasos)

A avaliagdo da contagem microvascular nas secgdes histolégicas dos
adenomas e adenocarcinoma colorretal restrito a submucosa, demonstrou diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos na ANOVA oneway (P < 0,001). Foram
identificados trés estratos de acordo com o numero de microvasos: baixo, médio e
elevado. Ao analisar estes dados utilizando um modelo de regresséo, foi possivel
identificar uma clara tendéncia linear, indicando que a medida que progride o grau de
displasia e crescimento polipéide aumenta, de forma estatisticamente significativa, o

numero de microvasos da leséo (P < 0,001) (tabela 1 e figura 15).
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Figura 15 — Quantificagao microvascular absoluta

Diferentes apresentagbes macroscopicas e graus de displasia dos adenomas
colorretais e carcinoma colorretal restrito a submucosa (ANOVA oneway, P <
0,001). NPDBG: adenoma nao-polipéide com displasia de baixo grau; NPDAG:
adenoma nao-polipéide com displasia de alto grau; PDBG: adenoma polipéide com
displasia de baixo grau; PDAG: adenoma polipéide com displasia de alto grau;
CASM: carcinoma de submucosa polipdide.

4.2 Quantificagcao microvascular relativa (microvasos/area hipervascular)

Quanto ao numero de microvasos por area hipervascular o teste de ANOVA
oneway nao detectou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.
Somente no modelo de regressao observou-se, novamente, uma tendéncia linear

significativa (P = 0,012) (tabela 1 e figura 16).
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Figura 16 — Quantificagao microvascular relativa (niumero de microvasos/area
hipervascular)

Diferentes apresentagbes macroscopicas e graus de displasia dos adenomas
colorretais e carcinoma colorretal restrito a submucosa (ANOVA oneway, P =
0,012). NPDBG: adenoma nao-polipéide com displasia de baixo grau;
NPDAG: adenoma n&o-polipdide com displasia de alto grau; PDBG: adenoma
polipdide com displasia de baixo grau; PDAG: adenoma polipoide com displasia de
alto grau; CASM: carcinoma de submucosa polipdide.

4.3 Analise estereolégica (volume e extensao microvascular)

A analise estereoldgica microvascular demonstrou que tanto o volume
quanto a extensao microvascular repetiram o padrao observado para o numero de
microvasos (contagem absoluta de microvasos). Porém, ao comparar-se 0s
parametros estereologicos entre lesbes com displasia de alto grau, estes se
mostraram significativamente mais elevados nas lesées polipdides em relacdo as

nao-polipdides (P < 0,001). Assim, foi possivel observar-se uma tendéncia
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estatisticamente significativa para o aumento desses indicadores conforme a
progressao da displasia, morfologia polipéide e malignidade (P < 0,001) (tabela 1 e

figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Analise estereolégica: volume microvascular

Associagao entre a progressao do volume microvascular com a morfologia polipdide,
displasia de alto grau e no adenocarcinoma restrito a submucosa (ANOVA oneway,
P < 0,001). NPDBG: adenoma nao-polipéide com displasia de baixo grau; NPDAG:
adenoma nao-polipdide com displasia de alto grau; PDBG: adenoma polipéide com
displasia de baixo grau; PDAG: adenoma polipéide com displasia de alto grau;
CASM: carcinoma de submucosa polipdide.
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Figura 18 — Analise estereolégica: extensao microvascular

Associagcao entre a progressdao da extensdao microvascular com a morfologia
polipdide, displasia de alto grau e no adenocarcinoma restrito a submucosa (ANOVA
oneway, P < 0,001). NPDBG: adenoma nao-polipéide com displasia de baixo grau;
NPDAG: adenoma nao-polipdide com displasia de alto grau; PDBG: adenoma
polipdide com displasia de baixo grau; PDAG: adenoma polipéide com displasia de
alto grau; CASM: carcinoma de submucosa polipdide.
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Tabela 1: Comparacao dos valores obtidos pela quantificagdo, volume e extensio
microvascular entre os grupos em estudo

NPDBG NPDAG PDBG PDAG CASM
Variavel n=27 n=12 n=36 n=27 n=13 P
Microvasos 22,0° 29,5%° 41,8%P 60,0°° 76,0° <0.001
(16,0 -40,0) (22,1 -50,6) (15,8 -71,9) (23,0 - 95,6) (37,5-132,6) ’
Microvasos/area 22,0 23,1 27,0 34,9 34,0 0122
hipervascular (13,0 - 34,0) (14,9 - 29,1) (14,3 -44,4) (17,7 - 59,0) (17,9 - 80,5) ’
Volume 1522 306%° 178° 728° 956° <0.001
microvascular (92 - 248) (118 - 997) (93 - 601) (416 - 1408) (436 - 2188) ’
= a b a,b c c
Extensao 17,5 47 4 24,0 2424 534,6 <0,001

microvasculart  (4,4-54,7) (10,6 -243,6) (6,5-142,2) (131,1-936,8) (146,7 - 1262,4)

Os dados s&o descritos como mediana e amplitude interquartii (P25 a P75).
Letras-indice nao coincidentes representam diferencas estatisticamente significativas ao
teste de post hoc de Duncan, aplicado apds analise de variancia de um critério (ANOVA
oneway). NPDBG: adenoma n&o-polipéide com displasia de baixo grau;
NPDAG: adenoma né&o-polipdide com displasia de alto grau; PDBG: adenoma polipdide
com displasia de baixo grau; PDAG: adenoma polipéide com displasia de alto grau;
CASM: carcinoma de submucosa polipoide; 1 extensao microvascular x 1000.



5 DISCUSSAO

A angiogénese desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
neoplasico. Qualquer aumento da populagdo celular deve ser precedido por um
aumento do suprimento vascular, a fim de fornecer oxigénio e nutrientes. Durante a
fase pré-vascular o equilibrio entre os fatores pro- e inibidores da angiogénese
resulta em restricdo do crescimento neoplasico ao didmetro aproximado de 2 a 3 mm

(1, 10).

Apesar da relevancia da angiogénese no desenvolvimento neoplasico
demonstrada por Folkman et al. (1) ha mais de 3 décadas e do crescente numero de
publicagdes na literatura mundial — a revisdao no MEDLINE (National Library of
Medicine, Bethesda, Maryland, USA) com a palavra chave angiogenesis demonstra
a presenca de 3780 publicacbes de janeiro a novembro de 2003 -, ainda sao
encontrados resultados controversos em relagdo ao seu valor prognostico. Estes
podem ser atribuidos, entre diversos fatores, as diferencas na metodologia de
avaliagcdo microvascular (17, 27, 97), associadas a heterogeneidade bioldgica
neoplasica e, semelhante a outros marcadores tumorais, a heterogeneidade vascular

neoplasica (98, 99).

Variagbes metodoldgicas podem estar associadas a diversidade de

resultados encontrados. Desta forma, neste trabalho, foi realizada a avaliagdo da
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angiogénese em seccbes histologicas das diferentes formas de apresentacéo
morfolégica dos adenomas e do adenocarcinoma colorretal restrito a submucosa
através da combinacado de duas técnicas, associadas a quantificacdo microvascular:
a analise digital de imagem e estereologia. A revisdo do MEDLINE até outubro de
2003 nao mostrou nenhum artigo avaliando a angiogénese através de estereologia e
analise digital de imagem nas diferentes formas de apresentagées morfoldgicas dos
adenomas colorretais. Isto se deve, provavelmente, a importancia restrita a analise
critica e detalhamento da metodologia de avaliagcdo da angiogénese associada a

neoplasia encontrada na literatura.

Diversos mecanismos tém sido implicados na ativagdo angiogénica em
tumores, incluindo estresse metabdlico (baixa concentragéo local de O, redugao do
pH e hipoglicemia), estresse mecanico (pressao gerada pela proliferagdo celular),
resposta imune/inflamatéria e mutagbes genéticas (ativacdo de oncogenes ou
delecdo de genes supressores tumorais que controlam a produc¢do de reguladores
da angiogénese) (100-102). Apesar de nao estar completamente elucidado o papel
dos fatores ambientais e/ou genéticos na ativagdo angiogénica e no crescimento
neoplasico, a ativagdo angiogénica tem sido observada em estagios pré-malignos
em diversas neoplasias humanas (18, 102, 103). Isto foi demonstrado por Folkman
et al. em 1989, em modelos experimentais de tumores pancreaticos em ratos que
seguiram a sequéncia hiperplasia-neoplasia (18), nos quais a angiogénese
antecedeu e foi necessaria para a progressao de hiperplasia a neoplasia. A presenca
de densa neovascularizagdo no carcinoma mamario intraductal e na neoplasia
cervical intraepitelial também sugere que a angiogénese esteja associada

precocemente a progresséo neoplasica (104-106).
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Os adenomas colorretais originam-se através do incremento da atividade
proliferativa, a qual, por sua vez, ativa a apoptose pela caréncia de nutrientes e
competicdo por fatores de crescimento resultantes da proliferacdo celular. Isto
determina o lento crescimento dos adenomas apesar da elevada atividade
proliferativa. Na presenca de alteragbes de ambos os mecanismos, o efeito sinérgico
do incremento da proliferacdo e inibicado da apoptose resulta em rapido crescimento

dos adenomas e, subsequentemente, dos carcinomas colorretais (56).

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que a
angiogénese foi estimulada precocemente durante a tumorigénese e que a formagéo
de novos vasos ocorreu antes do inicio da malignidade em lesdes polipoides. A
quantificagdo microvascular foi progressivamente mais elevada nas lesées com
displasia de alto grau comparadas as de baixo grau. Quanto maior o grau de atipia

observado, maior foi o numero de microvasos (regresséo linear, P < 0,05).

A analise de parametros obtidos pela analise estereoldgica demonstrou
diferengas entre os estadios da progressao da neoplasia colorretal, resultando em
aumento no volume e extensao microvascular nas lesées com displasia de alto grau
comparadas as de baixo grau. Estes achados sugerem que a angiogénese € um
evento precoce na carcinogénese colorretal e que antecede o surgimento do
adenocarcinoma. A presenca de importantes alteragdes estruturais na arquitetura
glandular restritas a mucosa e a presenga de pleomorfismo nuclear — que definem a
displasia de alto grau — foram suficientes para o desencadeamento do processo
angiogénico. Estes dados estdo de acordo com os encontrados por Aotake et al.

(56), embora Bossi et al. (48) ndo tenham encontrado diferenga na quantificagao



60

entre lesdes polipdides com displasia de baixo e alto grau ao utilizarem somente
como metodologia de avaliagdo angiogénica a avaliagcdo de densidade

microvascular.

Neste estudo, concomitante a quantificagdo microvascular progressivamente
mais elevada na progressao neoplasica polipdide, o volume e a extensao
microvascular foram mais elevados nas lesdes polipdides contendo adenocarcinoma
restrito a submucosa em relagdo as lesdes com displasia de baixo grau. Assim,
estes dados confirmam a hipotese que a angiogénese é um evento precoce na
carcinogénese colorretal. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Bossi et
al. (48) e Aotake et al. (56) que utilizaram a avaliacdo da densidade microvascular, e
Pavlopoulos et al. (50) que associaram a avaliagdo morfométrica em imagens

digitais a avaliagdo da densidade microvascular.

A angiogénese também desempenha um importante papel — juntamente com
fatores envolvidos na degradagdo da membrana basal e matriz extracelular, tais
como o sistema plasmina-plasminogénio, as metaloproteinases de matriz e as
catepsinas — na capacidade de invasdo transmural (107). Tumores que se tornam
vascularizados expressam niveis aumentados de proteinas pro-angiogénicas como o
Fator de Crescimento Endotelial Derivado de Plaquetas (108) e o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (109). O Fator de Crescimento Endotelial Vascular
também contribui na invasdo transmural por apresentar funcdo antiapoptética —
através da inducao de expressao bcl-2, ativacao do mitogen-activated protein kinase

(MAPK) e inibigao do c-jun-NH3-kinase (JNK) — e capacidade de degradar a matriz
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extracelular, através da ativagdo da plasminogénio-uroquinase e de seu sistema

receptor (110, 111).

A relacdo da angiogénese com metastases linfonodais no adenocarcinoma
colorretal restrito a submucosa e o seu papel na possivel indicacido de ressecgao
endoscopica exclusiva foi estudada por Oh-e et al. (83). A quantificacdo
microvascular realizada em 254 carcinomas com invasdo de submucosa demonstrou
que lesbes ressecadas apresentando baixa contagem microvascular e com invaséo
de submucosa inferior a 1,5 um ndo apresentam metastases linfonodais, indiferente
do grau de diferenciag&o histoldgica. Isto possibilitaria a extensao das indicagbes de
resseccao com finalidade curativa nestes casos, embora a presengca de
indiferenciagao histoldégica na margem invasiva ainda seja considerada o fator de

risco mais importante para o surgimento destas metastases.

A angiogénese associada a neoplasia é um processo cadtico e irregular
(102), resultando em vasos funcionalmente anormais, de didmetros variados, com
excessivas ramificagoes, distor¢cdes estruturais e alteragdes na parede, tais como
fenestragbes endoteliais, ampliagdo das jungdes interendoteliais e defeitos na
membrana basal (8). Apesar da riqueza morfolégica encontrada nesta complexa
arquitetura tridimensional, o numero de publicagdes relacionadas que analisam a

morfologia tridimensional é pequeno (47, 50, 91, 92).

Apesar do seu reconhecido papel na carcinogénese colorretal, a partir de
suas caracteristicas histopatologicas, o elevado potencial maligno das lesées nao-

polipdides ainda é matéria em discussdo na literatura (74). Provavelmente, o
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seguimento e a melhor definicdo das alteragbes genéticas destas pequenas lesdes
podera determinar sua histéria natural e o real potencial maligno (81, 112). Embora
dois estudos retrospectivos (113, 114) e dois prospectivos (80, 81) tenham
demonstrado que tumores nao-polipdides progridem lentamente quando
comparados aos polipdides, relatos da historia natural de diminutas lesbes
colorretais ainda sdo muito escassos e o mecanismo de desenvolvimento destas
lesbes ainda permanece desconhecido. Por outro lado, Fujimori et al. demonstraram
que a incidéncia de displasia acentuada e carcinoma foi significativamente maior nas
lesbes n&o-polipoides em relagdo as polipdides, sugerindo que estas lesbes
apresentam comportamento biolégico mais agressivo (73). Ikegami também sugeriu
que lesdes nao-polipdides apresentam caracteristicas diferentes daquelas
encontradas nas lesdes polipdides, incluindo a capacidade de invasao de

submucosa enquanto ainda se apresentam de diminuto tamanho (62).

No presente estudo, ao se comparar as diferentes apresentacdes
morfolégicas dos adenomas colorretais, ndo foi encontrada diferenca na
quantificacdo microvascular entre as lesdes polipdides e ndo-polipdides, indiferente
do grau de displasia. Contudo, a analise estereoldgica conseguiu detectar valores
mais elevados nas lesdes polipdides com displasia de alto grau em relagdo as nao-
polipdides com displasia de alto grau. As diferengas encontradas com a analise
estereologica podem ser o resultado da capacidade de detecgdo da
heterogeneidade tridimensional microvascular através desta metodologia. Nao estdo
completamente elucidados os mecanismos responsaveis pelas duas diferentes vias
de desenvolvimento neoplasico e a resultante heterogeneidade de apresentagdes

morfologicas. Conforme os resultados obtidos neste estudo, a angiogénese nao
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parece ser o fator determinante da apresentagdo morfoldgica. Achados semelhantes
foram descritos recentemente por Oh-e et al. (83). Por outro lado, Rubio (82)
demonstrou que o colageno e a microvascularizagdo encontram-se mais elevados
nos adenomas polipdides em relacdo aos nao-polipdides, sugerindo que o0s
primeiros necessitam maior suporte vascular para sustentar seu crescimento
exofitico. Apesar de serem desconhecidos os mecanismos pelos quais as lesdes
nao-polipdides apresentam menor expressao microvascular quando comparadas as
polipoides, nossos achados podem sustentar, em parte, os achados descritos por
Watari et al. (81) e Aotake et al. (56). Os resultados obtidos por estes autores, apos o
seguimento de diminutas lesdes nao-polipdides, demonstram que somente uma
pequena parte destas lesbes apresentam rapido crescimento e progressao ao
cancer invasivo e que um numero significativo destas permanece morfologicamente
inalterado ou apresenta evolugdo morfologica polipdide de lenta progressao. A baixa
quantificacdo angiogénica encontrada nas diminutas lesbes n&o-polipoides pode
estar associada aquelas lesdes que ndo apresentam progressdo morfologica e,
assim, representar um melhor comportamento biolégico e necessidade de aporte
vascular restrito. No estudo realizado, os resultados encontrados sugerem que a
presenca de displasia de alto grau seja um evento mais significativo em relagcéo a

morfologia macroscopica na determinagao do potencial angiogénico.

Apesar da intensa pesquisa para a identificagdo dos determinantes
moleculares e de inibidores naturais e sintéticos da angiogénese (115, 116), pouco é
conhecido em relacédo a natureza do leito vascular em tumores humanos e a melhor
maneira de avalia-lo (117). Em vista dos resultados controversos encontrados em

determinados estudos referentes ao papel da angiogénese como fator progndstico e
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que utilizam a metodologia inicialmente proposta por Weidner et al. (17, 23, 24),
recentemente, questdes foram levantadas em relagdo a aplicagdo desta metodologia
devido a sua baixa reprodutibilidade, resultado, principalmente, da intervengao

humana na selecéo das areas hipervasculares e identificacdo dos microvasos.

Na analise da angiogénese em secgdes histologicas o ponto mais critico
permanece sendo a selegcdo dos campos a serem analisados (118). O principio
baseia-se na selecdo, em pequeno aumento, de areas com maior concentragao de
microvasos na secgao histologica — as denominadas areas hipervasculares.
Realizando a contagem microvascular bidimensional nestas areas, determina-se o
escore angiogénico (17, 23, 24). Variagbes na técnica de imuno-histoquimica, a
utilizacdo de diferentes anticorpos primarios e de métodos de recuperacao
antigénica — que apresentam diferentes graus de especificidade — podem resultar em
alteracbes na identificagcdo destas areas e, consequentemente, dos seus microvasos
(27). Ainda, areas hemorragicas ou inflamatorias, comumente observadas em
carcinomas colorretais avangados, podem levar a uma contagem microvascular
erroneamente elevada e, portanto, devem ser excluidas das areas contaveis (50).
Em outras condi¢des, tais como em tumores intensamente vascularizados e em
diminutas lesbes nao-polipdides, como as encontradas no presente estudo, a

identificacdo uniforme destas areas hipervasculares € de dificil realizacao.

A técnica de contagem microvascular manual realizada em grande aumento
nas hipervasculares, € trabalhosa, demanda tempo e requer constante atencao, o
que pode resultar em significativas variagdes interobservador e baixa

reprodutibilidade, tornando muitas vezes dificil as comparag¢des entre os diferentes
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estudos. A diversidade de equipamentos Opticos utilizados, com diferentes
amplitudes de campo e de magnificagcdo microscopica, também influenciam na
avaliacdo da area estudada e na confiabilidade dos parametros analisados (119).
Weidner et al. (17) demonstraram que o valor preditivo da densidade microvascular
decresce quando a area analisada & inferior a 0,19 mm?. Embora Weidner et al. (23)
tenham sugerido um campo de 0,74 mm?, estudos da angiogénese no cancer de
mama apresentam amplas variagbes na magnificagdo e area utilizadas,
encontrando-se valores entre 0,12 e 1 mm?. Uma pequena area, correspondendo a
maior magnificacdo, melhora o detalhamento da imagem e permite a identificagdo de
um numero maior de microvasos, enquanto que em areas maiores ha certa “diluicao”
na area hipervascular (27, 120). Vermeulen et al. (121) observaram que a
magnificagdo em 400x resulta em contagem duas vezes maior em relagdo a
realizada em 200x em seccbOes de neoplasia de mama submetidas a imuno-

histoquimica com anti-CD31.

Outros autores tém escolhido como metodologia a amostragem de campos
sobre toda a seccdo histoldgica (122). E ainda desconhecido se a quantificagéo
obtida nas areas mais vascularizadas € mais significativa e representa a mesma

informacgé&o biolégica que a média obtida de toda a secgéo histologica (118).

Recentemente, determinadas variagdes na metodologia de avaliagdo da
angiogénese tém sido publicadas, destacando-se a descrita por Fox ef al. (123) em
1994. Estes autores descreveram um método alternativo de quantificagao
angiogénica, utilizando a grade de Chalkley (124) que se constitui em uma grade

reticulada com 25 pontos aleatoriamente distribuidos (point-counting eyepiece
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graticulate) e sobreposta as areas hipervasculares. Foram avaliados 30 carcinomas
de mama e a contagem de Chalkley foi o resultado do numero de pontos da grade
gue atingem os microvasos, obtida pela média entre trés areas de contagem. Houve
correlagdo positiva (r = 0,71) entre a avaliagdo da densidade microvascular e a

contagem de Chalkley.

Apesar das terminologias avaliagdo da densidade microvascular e contagem
de Chalkley serem utilizados frequentemente como sinbnimo na literatura, estes nao
sdo métodos equivalentes, uma vez que a contagem de Chalkley representa uma
estimativa da area vascular relativa ao invés de uma verdadeira contagem
microvascular (12, 28, 125). Como método de morfometria vascular, a contagem de
Chalkley é potencialmente examinador-dependente, embora exclua uma das
variabilidades importantes que se refere a distingdo entre duas estruturas coradas

adjacentes (se representam um unico ou dois microvasos separados) (28, 125).

Posteriormente, a investigagdo do valor prognostico da angiogénese,
avaliada através da contagem de Chalkley, foi realizada em estudos no carcinoma
de mama (120, 126-129), no carcinoma de pulm&o de ndo-pequenas ceélulas (130-
133) e no carcinoma de bexiga (7, 134). No carcinoma de mama, somente dois
estudos demonstraram contagem elevada de Chalkley como fator prognostico
adverso independente através da analise multivariada (120, 127). No carcinoma de
pulm&o de ndo-pequenas células dois estudos demonstraram contagem de Chalkley
elevada associada ao prognostico adverso (131, 132). No carcinoma de bexiga
ambos estudos encontraram associagédo entre a contagem elevada de Chalkley e o

prognoéstico adverso (7, 134). Assim, em virtude das diferengcas encontradas, o
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impacto prognostico da avaliagdo da angiogénese com a utilizagdo desta

metodologia ndo se encontra claramente definido (125).

Offersen et al. (125) apresentaram uma comparacéo entre dois métodos de
avaliacdo da angiogénese: a avaliagdo da densidade microvascular e a contagem de
Chalkley. Analisando 977 carcinomas reunidos em cinco de seus estudos publicados
previamente e que utilizaram metodologia proposta por Gundersen et al. (87), com o
emprego da grade de corregao estereologica, foi demonstrada moderada correlagéo
entre as duas metodologias, embora o impacto prognostico tenha apresentado
diferencas conforme o tipo de carcinoma. Somente no carcinoma de prostata a
densidade microvascular demonstrou superioridade a contagem de Chalkley em
separar dois grupos de pacientes e como marcador prognostico independente na
analise multivariada (135, 136). No carcinoma de mama, a contagem de Chalkley foi
superior a avaliagdo da densidade microvascular na analise univariada; na analise
multivariada a contagem de Chalkley serviu como marcador independente somente
em pacientes com linfonodos positivos. Em pacientes com linfonodos negativos n&o
foi possivel a discriminagdo entre grupos de baixo e alto risco com a utilizagado da
contagem de Chalkley (125). No carcinoma de pulm&o nenhum dos métodos de
contagem demonstrou valor prognodstico e a angiogénese, aparentemente, ndo é
fundamental para o desenvolvimento deste tipo de tumor (130). No carcinoma de
bexiga, a quantificagdo microvascular elevada, demonstrada por ambos os métodos,

associou-se ao prognostico favoravel e ao grau de inflamacgao presente (137).

Portanto, a afirmativa de padronizar a contagem de Chalkley como método

de avaliagdo angiogénica, publicada em dois Consensos Internacionais de
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metodologia e critérios de avaliagdo da angiogénese em tumores soélidos humanos
(27, 28) nao encontra suporte na literatura devido a falta de informacdes
progndsticas consistentes com a sua utilizagdo. Isto pode estar associado a
problemas metodolégicos que devem ser solucionados antes da implementagao

deste método na pratica clinico-patologica diaria.

Com base em estudos realizados que demonstram a superioridade da
aplicacdo das imagens computadorizadas digitalizadas na analise morfométrica
quantitativa (84), acrescentando maior objetividade e eficacia quando comparado ao
método analdgico convencional, avaliou-se a angiogénese nas secgdes histoldgicas
através da analise digital de imagem. Em nosso estudo esta técnica se mostrou
efetiva e precisa na segmentacdo de areas analisadas, sem sobreposicédo de
campos, 0 que representou um importante avango técnico, pois em determinadas
secgodes histologicas foram realizadas até 20 segmentagdes em uma unica area area
hipervascular. Esta técnica também permitiu 0 armazenamento das imagens para
anadlise e comparagao posteriores. Para a sua execugao nao foi necessaria a
utiizacdo de equipamento de alto custo, sendo utilizado microscopio Optico,
computador, placa de captura de imagem e programas de processamento de
imagem com recursos para a execugao de analise estereoldgica que podem ser
obtidos pela internet. O emprego do programa de analise estereologica Scion Image
possibilitou a insercdo e formatagdo de recursos graficos — como a grade de
corregdo estereolégica — na imagem digitalizada que permitiram a analise
estereoldgica. Com isto acrescentou-se um maior numero de informagdes na
avaliacdo da angiogénese. A técnica analdgica utilizada na grande maioria dos

estudos de angiogénese nao permite o armazenamento das imagens, sendo
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necessaria a avaliacdo imediata dos parametros em estudo e ha maior dificuldade e
custo para a insergcéo de dispositivos como a grade de corregao estereologica. Ao
ser empregada metodologia estereoldgica bidimensional, através da insergdo da
grade de corregdo proposta por Gundersen et al. (87) nas imagens digitalizadas,
realizou-se a quantificagdo microvascular sem o habitual viés de contagem
observado nos estudos em que a contagem foi realizada incluindo-se todo o campo
microscopico. Foram considerados microvasos contaveis somente aqueles incluidos
na area estabelecida pela grade de corregdo. Isto tem como objetivo evitar a
inclusdo de estruturas cujos limites estariam além do campo analisado e, assim,
poderiam nao estar relacionadas a microvasos contaveis ou, como habitualmente
ocorre, quantifica-las repetidamente em dois campos segmentados adjacentes,
resultando em uma quantificacdo erroneamente mais elevada. Embora a analise
digital de imagem tenha contribuido para aprimorar a selegcdo das areas
hipervasculares e uniformizagdo da avaliagdo angiogénica, é ainda sujeita a
intervengdo humana com algum grau de subjetividade tanto na selegcdo das areas
hipervasculares como na identificagdo dos microvasos. Apesar do significativo ganho
de qualidade na avaliagdo angiogénica com a utilizagdo da analise digital de imagem
e a grade de correcéo estereoldgica, poucos estudos utilizaram estas metodologias

(50, 125).

E importante considerar que os resultados obtidos em um unico plano pela
metodologia convencional de analise da angiogénese (17) embora provenientes de
secgdes escolhidas como as mais representativas da area neoplasica, nao
consideram a complexidade e a heterogeneidade da arquitetura microvascular.

Conforme demonstrado por Gil et al. (86), em consequéncia da secgao ha uma
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reducédo dimensional: um volume tridimensional torna-se uma area em dois planos e
uma superficie em dois planos torna-se uma linha em um unico plano. Portanto, os
resultados tornam-se dependentes do tamanho e da forma da area hipervascular
definida pela seccdo, uma vez que esta nem sempre contém o campo com 0 maior

numero de microvasos.

Neste estudo, a variagao intra-neoplasica foi eliminada através da avaliagao
estereologica da superficie vascular que reflete a geometria vascular das areas
hipervasculares selecionadas em cada secc¢do histolégica. Esta metodologia
demonstrou superioridade em relacdo a quantificagdo microvascular bidimensional
na detecgao de diferencas entre as lesdes polipoides com displasia de alto e baixo
grau e entre as lesdes polipdides e nao-polipdides com displasia de alto grau. O
método estereoldgico baseia-se no fato que secgbes em dois planos contém
informagbes quantitativas sobre estruturas tridimensionais. As estimativas
resultantes da analise estereoldogica sdo completamente independentes da
orientagdo das seccdes e da forma do objeto, sendo as propor¢cdes mantidas
independentemente da magnificagao utilizada (87). Isto acrescenta maior efetividade
e reprodutibilidade quando comparado a quantificacdo microvascular bidimensional
como unico parametro de avaliacdo da angiogénese. Semelhante a aplicagdo da
grade reticulada de Chalkley, a aplicagdo da grade com pontos de distribuicdo
aleatdria elimina o viés de decisdao observador-dependente se duas estruturas
coradas representam um uUnico ou dois microvasos separados. Determinados
autores sugeriram que além da quantificagdo microvascular, a area vascular (50,
120, 138, 139) e a estimativa computadorizada da extensdo endotelial (140) total

deveriam ser consideradas como importantes parametros na avaliagdo angiogénica.
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Métodos de processamento automatico de imagens obtidas de toda a
seccao neoplasica tém permitido a selegcdo objetiva das areas hipervasculares e a
contagem microvascular sem a possibilidade de intervengdo humana (97, 118, 122,
139, 141, 142). Através de completa automagdo com a utilizagdo de captura de
imagem por microscopio automatizado (97, 142) ou com scanner fotografico de slide
(118), obtém-se a quantificacdo objetiva dos microvasos. Algumas dificuldades
encontradas na maior aplicabilidade destes métodos sdo: a disponibilidade do
equipamento necessario, a resolugao do sistema de imagem e a necessidade de
utilizacdo de métodos de intensificagcdo da coloragdo imuno-histoquimica para que
todos os microvasos presentes na secgao neoplasica sejam identificados (97). Por
outro lado, estruturas em areas com background excessivo podem ser erroneamente
incluidas como microvasos contaveis se nao forem previamente excluidas. Com a
aplicacao destes métodos, a possibilidade da densidade microvascular ser alterada
pela imperfeita segmentagdo dos microvasos deve ser considerada, uma vez que
podem ser agregados microvasos adjacentes ou um microvaso relativamente
extenso pode ser separado em diversos fragmentos. Embora o método manual
possa quantifica-los como um unico microvaso, a analise automatizada, pode
quantifica-los separadamente. Além disto, os resultados obtidos sdo também
dependentes do tamanho e da forma das areas hipervasculares.

A complexidade da angiogénese associada a neoplasia é demonstrada: (1)
pela presenca de mecanismos alternativos em determinados tumores solidos em
gue os vasos sanguineos nao sao derivados necessariamente do brotamento de
novos vasos a partir de vasos preé-existentes, (2) pela variabilidade bioldgica da

angiogénese entre os diferentes tipos de tecidos e tumores e (3) pela possibilidade
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de obtencdo de diferentes resultados conforme o parametro utilizado na sua
avaliagdo. A estimativa mais objetiva da angiogénese permitira sua reprodutibilidade
entre os diferentes centros de pesquisa e tratamento de neoplasias, podendo torna-
la um elemento adicional importante no exame histopatolégico das ressecgdes
tumorais e um importante fator prognostico quantitativo na avaliacédo de rotina dos

tumores conforme sugerido por Brem et al. em 1972 (21).

Os dados apresentados demonstram a importancia da aplicagdo de métodos
que avaliem a morfologia tridimensional que é caracteristica da angiogénese. Neste
estudo, a utilizacdo da estereologia possibilitou a analise de parametros que
representam a complexidade arquitetural da microvascularizagdo, além da selecao
mais objetiva das areas hipervasculares com a inclusdo da analise digital de
imagem. Considerando a diversidade de resultados encontrados com a avaliagéo da
angiogénese que utilizam somente a metodologia convencional de avaliagdo da
densidade microvascular bidimensional e, atualmente, com a possibilidade de
utilizacdo de métodos automaticos e computadorizados, a analise da quantificacéo
microvascular, isoladamente, pode representar um parametro incompleto de

avaliacdo da angiogénese.

Apesar da relativa complexidade na aplicacao de formulas matematicas para
execucgao do calculo de variaveis estereoldgicas e da necessidade de equipamento
disponivel para captura e analise digital de imagem, a combinagdo de ambas as
técnicas se mostrou efetiva na segmentacdo e melhora na qualidade das imagens,

permitindo, através da reproducdo da caracteristica tridimensional do suprimento
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vascular neoplasico, a identificagdo de diferencas na microvascularizagdo nas

etapas evolutivas do cancer colorretal.
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6 CONCLUSOES

Utilizando a avaliagdo da quantificacdo microvascular e estereologia por

analise digital de imagem:

a) Nao foram encontradas diferengas significativas na angiogénese entre

lesbes adenomatosas colorretais polipdides e nao-polipoides.

b) Foi encontrada associagao significativa entre o incremento da
quantificagcdo microvascular e a progressao da displasia e carcinoma invasivo
de submucosa nas lesdes polipdides colorretais, porém entre as lesdes
adenomatosas com displasia de alto e baixo grau somente a analise

estereoldgica detectou diferencas estatisticamente significativas.

c) Através da analise digital de imagem, a estereologia se mostrou
superior em relacdo a quantificagdo microvascular por representar a
morfologia tridimensional caracteristica do suprimento vascular e detectar

diferencas significativas nas etapas precoces da neoplasia colorretal.



7 PERSPECTIVAS

Na ultima década, o leito vascular neoplasico tem sido extensamente
estudado através de diferentes técnicas de avaliagcdo de densidade microvascular,
utilizando marcadores celulares pan-endoteliais que refletem o status vascular do
tecido, ou seja a presenca de vasos sanguineos. Através desta metodologia nao
obtemos informagdes do status angiogénico do leito vascular neoplasico (dindmica
do processo angiogénico), e funcional da vascularizagdo neoplasica (117). Recentes
estudos histomorfolégicos indicam que alguns tumores podem estar vascularizados
sem significativa angiogénese, provavelmente por utilizar vascularizacdo pré-
existente ou mesmo por formar canais vasculares através de processo nao-
endotelial (143, 144). Uma vez que a densidade microvascular apresenta variagdes
conforme a neoplasia € metodologia empregada, a realizacdo de estudos que
utilizem marcadores associados a atividade angiogénica como o CD105 (145),
determinadas integrinas associadas a proliferacdo endotelial (119), a verificagao do
status funcional da neovascularizagdo através da quantificacdo de células murais
como pericitos e células musculares lisas e a investigacao de fatores como o VEGF,
Fator indutor de hipdxia 1a (12), entre outros, permitira um melhor conhecimento do
grau de ativacdo da angiogénese e do status funcional da vascularizagcédo

neoplasica. Isto permitira, provavelmente, a melhor sele¢ado de pacientes portadores
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de neoplasias com elevada intensidade angiogénica e com potencial beneficio da

terapéutica antiangiogénica (117).
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ABSTRACT

Angiogenesis is essential in the tumoral development. In colorectal
neoplasias the parameters of the digital image analysis and stereology of
angiogenesis have been little studied. Objective: evaluate three-dimensional
parameters and the bidimensional microvascular quantification in the different
morphologic presentations of the adenomas. Material and methods: transversal
historical study was carried out, including 102 colorectal neoplastic lesions, obtained
by endoscopyc or surgical resection. For the analysis of angiogenesis,
immunohistochemistry, digital image analysis, microvascular quantification and
stereology were used. Results: the microvascular quantification, volume and
microvascular length estimate has gradually raised in the polypoid lesions with high-
grade dysplasia comparing to the ones of low-grade (P < 0.001). There was no
significantly difference in angiogenesis between the polypoid and nonpolypoid
colorectal adenomas through the quantification and microvascular length estimate.
Conclusion: the use of the digital image analysis and stereology added greater
objectivity and effectiveness in the methodology of angiogenic evaluation, because it
allowed the accurate segmentation of hypervascular areas, the representation of
characteristic three-dimensional morphology of vascular suppliment and identification
of differences in the microvascularization in the evolutive stages of the colorectal
cancer. However, no significant relation could be found between macroscopic type
and angiogenesis in the present study, suggesting that angiogenesis may contribute
little to morphogenesis of colorectal adenomas.

KEYWORDS: angiogenesis, microvessels, stereology, digital image analysis.



89

INTRODUCTION

The angiogenesis associated to solid tumors is a process in which new
capillaries are formed in the tumoral stroma from endothelial cells of the host. This
promotes the tumoral growth through oxygen and nutrients perfusion and withdrawal
of toxic metabolites, instead of the simple diffusion in the extra cellular space that
maintains the tumor restrict and with a small cell population.™ The availability of a
colorectal carcinogenesis model, based on cumulative genetic mutations in the polyp-
cancer sequence and, more recently, in the carcinogenic potential of non-polypoid
lesions*’, represents an important study field on angiogenesis in the early tumoral

development where it represents a fundamental step.

Most of the studies described in literature, evaluate the angiogenesis
as one among several candidates to potential prognostic factors of the
colorectal carcinoma including retrospective series in advanced and with
limited number of patients, whose interpretation of results is frequently harmed
by the variations in the used adjuvant therapy, selection of patients and in the
methodology, such as different endothelial markers, optical magnification,
selection of representative areas and analysis of different quantitative

parameters in the microvascular evaluation.®"°

Considering the three-dimensional complexity of the microvascular
tumoral net, the lack of straight correlation between the image obtained in two
planes and the three-dimensional morphology represents an important
methodological limitation in the adequacy of the obtained section." The

application of stereology contributes to a more accurate representation of the
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angiogenic potential of tumors, because it represents a group of methods for
quantitative measure of three-dimensional microscopic structures in
histological sections, based on the existent correlation between the structure,
originally three-dimensional, and its characteristics in the section in two

planes.'®™

To our knowledge this is the first study to analyze, besides the
quantification, morphometryc characteristics of microvessels in polypoid and
non-polypoid colorectal adenomas through digital image analysis and
stereology, aiming at studying the association of the angiogenesis with the
morphologic growth pattern in the initial steps of the colorectal carcinogenesis,
besides the comparison among the different methods of angiogenesis

evaluation.

MATERIAL AND METHODS

2.1 MATERIAL

Archival material of 102 neoplastic colorectal lesions, obtained by
endoscopic or surgically excisioned between 1997 and 2001, from patients of the
Departament of Pathology of Federal University of Rio Grande do Sul, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre and of the Fundacao Universitaria de Gastroenterologia
(Porto Alegre, Brazil) were included in this study. Blocks of wax containing specimen
were selected, previously fixed in formalin 10% and submitted to the 4 um section,

and stained with hematoxylin and eosin. The sample was divided into 36 polyps with
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low-grade dysplasia (PLDG), 27 polyps with high-grade dysplasia (PHDG), 27 non-
polypoid lesions with low-grade dysplasia (NPLDG) and 12 non-polypoid lesions with
high-grade dysplasia (NPHDG). All histologic sections were submitted to microscopic
review by the pathologist and researcher, without any previous knowledge of the
morphologic and histopathological characteristics of the lesion, aiming at

standardizing the diagnosis criteria.

The macroscopic classification of the colorectal lesions followed the criteria
from World Health Organization Classification of Tumours." According to the
morphologic growth pattern, they were classified as polypoid and non-polypoid.
Microscopically, lesions with thickness that was inferior to double the size of the
adjacent mucosa, were classified as non-polypoid.’'® Concerning the grade of
dysplasia the adenomas were classified as presenting low-grade dysplasia (grouping

low and moderate dysplasia) and high-grade dysplasia."’

2.2 Immunohistochemistry

The microvascularization was identified through
immunohistochemistry, according to previously described technique,'® with the
use of primary endothelial anti-body anti CD31 (Monoclonal Mouse Anti-
Human Endothelial Cell, CD31 Clone JC/70A Code nr. MO823 Lot 070 Edition
16.07.99 DAKO A/S — Denmark) in non-waxed histopathologic sections. The
streptoavidine-biotine complex — DAKO StrepAB (Large Volume DAKO LSAB
and Kit, Peroxidase Universal KO690 DAKO Corporation, Carpinteria, CA
93013 USA) was used in order to visualize the immunoreaction, using the

tetrahydrochloret as chromogen (DAKO DAB Chromogen tablets, DAKO A/S,
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Denmark) and counter-coloring with hematoxylin of Harris. Histologically, the
microvessels were recognized by the brownish color, contrasting with the
counter-coloring with blue basis (hematoxylin of Harris), representing the

positive controls to the immunohistochemical reaction with anti-CD31.

2.3 Digital image analysis in the evaluation of microvascularization

The system used was digital image analysis composed of optical
microscope Olympus BX60 (Tokyo, Japan) with planochromatic neofluar
objectives (SWH10X-H/26.5) connected through a video camera (SONY
model DXC-970MD 3 CCD - color video camera) to the computer with Image
Pro Capture kit (media Cybernetics, Silver Spring, USA) and software Image
Pro Plus version 4.5. Installed, they permit digital capture and storing of
images containing areas of interest.

The hypervascular areas — the hot spots — were selected in 100
magnification (UPLANFI 10x/0,30Ph1«/-) from the higher concentration of
microvessels stained by anti-CD31. Afterwards, each hypervascular area was
analysed in 200 magnification (UPLANFI 20x/0.50Ph1 «/0,17). Where any cell or cell
group showing positive staining (brownish), with or without lumen and/or erythrocyte,
clearly isolated from adjacent muscular wall vessels, tumoral cells and other
conjuctive tissue elements, was considered a countable microvessel. Areas
presenting fibrosis, hemorrhage, necrosis, and inflammation were excluded from the
counting.’®?° With image software Scion Image for Windows, 2000 (NIH, USA) and
Image Pro Plus 4.5 the quantification, volume and microvascular length estimate

were performed through bidimensional stereologic counting with grid correction (field
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amplitude of 600 x 440 pixels, corresponding to an area of 0,66mm?, 200x) being
considered countable only the microvessels completely included inside the correction
grid, or hitting the border line of it."*3
The microvascular counting was objectively ranked in an ordinal scale,
expressed by the number of microvessels in the hypervascular area (figure 1). The
volume estimate was performed through the criteria proposed by Cavalieri.'®"® To the
captured image containing the area of interest the grid is overlapped a grid with
points distributed at random with fixed gaps among them (field amplitude of 600 x
440 pixels with 17 x 9 points). The points hitting the microvessels are named profiles,
being added in each histologic section. For each structure count all P points that hit it.
In this way the absolute area of the structure section is a(sect) = a(p).P(struct)u?,
where a(p) is the area in square (u?), associated to each point in the regular system
test. The volume is estimate after the sum of all points that hit the structure.
V(struct) =t . a(p) . ZP(struct) u®
The probability that a given structure is hit by a randomily positioned and
randomly oriented section is proportional to its linear dimension or length. From the
knowledge of the number of profiles in a determined hypervascular area and of the
volume we applied the following formula to the estimate the microvascular length: L
(struct) = 2. Qa(struct / ref) . V (ref) u where the numerical density in the plane Qa

is estimated as described above for number of profiles in general.

2.4 Statistical analysis
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The data refering to quantitative variation, number of total microvessels and
number of microvessels/hotspots were described by median and interquartile range
(P25 to P75) due to strong asymmetry observed in the distribution of frequencies. For
the statistical comparison of groups, we used rank and logarithmic math
transformations, being subsequently applied the variance analysis technique
(ANOVA) oneway. The location of differences by tests of multiple comparisons (post
hoc procedure) was performed by the Duncan test. As the findings obtained were
very alike, we chose to present the results of the logarithm transformation, what
enables the approximation of asymmetric data to a normal distribution, permitting the
use of a parametric test like ANOVA oneway. The data submitted to logarithmic
transformation, were also analyzed by the linear regression technique, what enabled
the evaluation of linear tendencies of the angiogenesis phenomena among the
groups studied. The significance level adopted was a =0,05. The data were analyzed
with the help of Statistical Package for the Social Sciences — SPSS version 11.0.

The study was performed after approval of the Ethics and Scientific
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Federal University of Rio

Grande do Sul, Brazil.

RESULTS
3.1 Microvascular counting (nr microvessels)

The evaluation of microvascular counting in the histological sections shows
that when comparing the medians of the number of microvessels among the different

colorectal lesions, a statistically significant difference was observed among the
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groups of ANOVA oneway (P < 0,001). To the multiple comparisons test of Duncan
were identified three layers with low, medium and high number of microvessels.
However, the absolute differentiation among groups was not clear. While analyzing
this data, using a regression model, it was possible to identify a clear linear tendency,
indicating that as the grade of dysplasia progresses, the polypoid growth increases,
in a statistically significant way, the number of microvessels of the lesion (P < 0,001)

(table 1).

3.2 Stereology (volume and microvascular length estimate)

The microvascular stereological evaluation shows that not only the
volume but also the length repeated the pattern observed for the number of
microvessels (absolute counting of microvessels). However, when we compare
the stereological patterns among lesions of high-grade dysplasia, these have
shown to be significantly higher in polypoid lesions when comparing to non-
polypoid ones (P < 0,001). This way, it was possible to observe a statistically
significant tendency for the enhancement in these indicators as the dysplasia

and polypoid morphology progress (table 1).

DISCUSSION

Although the role of environmental and/or genetic factors in the angiogenic
activation and in the consequent tumoral growth is not completely elucidated,
experimental evidences show that the angiogenesis can occur as early as the

transition from hyperplasia to neoplasia.?"*? The results found in the present study



96

show that the angiogenesis is early stimulated during the tumorigenesis and that the
formation of new microvessels occurred before the beginning of the malignity in
polypoid lesions, resulting in a statistically significant growth in the microvascular
volume and length in the lesions with high-grade dysplasia compared to the low-

grade ones. Similar findings were previously described by Aotake et al.?

, although
Bossi et al.?* hadn’t found any difference in the quantification between polypoid with
high-grade dysplasia compared to the low-grade ones evaluating microvessel density

alone.

When comparing the different morphologic presentations of the colorectal
adenoma, we did not find any statistically significant difference in the microvascular
quantification among polypoid and non-polypoid lesions, indifferently to the dysplasia
grade, although the analysis of stereological parameters could detect significantly
higher values in the polypoid lesions with high-grade dysplasia compared to non-
polypoid. The differences found that reached statistical significance, can be the
result, in a way, of the detection capacity of the three-dimensional microvascular
heterogeneity through stereological analysis. The mechanisms responsible for two
different ways of neoplastic development and the resulting heterogeneity of
morphologic presentations are not completely elucidated. However, according to the
results obtained in this study, the angiogenesis does not seem to be the determinant
factor. Similar findings have been described recently by Oh-e et al.®, although
Rubio®® has shown that the microvascularization is found significantly higher in
polypoid adenomas in relation to the non-polypoid ones, suggesting that these ones

need a bigger vascular support in order to sustain its exophytic growth.
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The studies of the angiogenesis in different human solid tumors,
most of the time, analyse it only through the microvascular quantification in two
planes histologic sections, not considering the morphometric parameters that
could be shown as significant, taking into account the three-dimensional
complexity of the tumoral microvascularization. Besides the biological tumoral
heterogeneity and, in particular, similar to other tumoral markers, to vascular

intra-tumoral heterogeneity”‘28

it is possible that part of the diversity of results
found in the studies of the angiogenesis be explained by the significant
methodological limitations in the evaluation of the microvascular counting, which
is influenced by coiling, tortuosity and compression of vessels.?® The application
of stereology contributes to a more accurate representation of the angiogenic
potential of tumors, because it allows the acquisition of quantitative information
about three-dimensional structures in the histologic sections based on the
correlation that exists between the structure, originally three-dimensional, and
its characteristics in the two-plane sections obtained through the section of
histologic blocks."*"® In the attempt to decrease the potential of human
intervention in the analysis of the interest areas, the addition of the digital image
analysis represents a significant advance in relation to the conventional
analogical analysis, for it allows, besides the accurate segmentation of the area
to be analyzed without overlapping the fields, storage of images for analysis

and subsequent comparison and the insertion of graphic resources that allow

the stereological analysis.

In this study, the intra-tumoral vascular heterogeneity was corrected through

the stereology that reflects the vascular geometry of the hypervascular areas
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selected in each histologic section, showing superiority in relation to the
microvascular quantification in two planes as statistically significant differences were
found in the estimates of volume and microvascular length among the polypoid
lesions presenting high- and low-grade dysplasia and among polypoid and non-
polypoid lesions presenting a high-grade dysplasia. With application of the
stereologic correction grid were considered countable microvessels only the ones
included in the self determined area avoiding, this way, the inclusion of structures
whose limits would be beyond the analyzed field, or that would be repeatedly

included in close by fields what would result in a wrongly higher quantification.'*'

The resulting estimates from the stereological analysis are completely
independent from the sections orientation and the shape of the object (ie. by the
different section planes of the hypervascular areas) and the proportions are kept no
matter what magnification was used, not having another condition demanded for the
application of this method, except that the position of the first section in the object
should be random.” Some authors have suggested that besides the microvascular
quantification, the vascular area should be considered as an important parameter in

the angiogenic evaluation.'®%%'

Because of controversial results found in certain studies of the angiogenesis
as a prognostic factor and that use the methodology initially proposed by Weidner et
al. in 1991'® — whose main point is the microvascular quantification in the areas that
are more intensively vascularized — recently, questions have been raised about the
application of this methodology because of its low reproducibility, a result, mainly, of

the human intervention in the selection of the hypervascular areas and the
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identification of microvessels. Advances have been obtained in the attempt of the
objective quantification of the angiogenesis through the introduction of semi-
automatic and automatic procedures. However, they need advanced technology and
still are dependant of increment in the immunohistochemical technique and of the
resolution of the image system.*

The importance of the development of low cost methodology, reproducible
and of easy clinic application is the great challenge in the angiogenesis research.
The possibility of comparison among the different studies of the angiogenesis
associated to neoplasia, based on consolidated methodology, objective and
presenting the lowest possible level of human intervention, will allow it to be defined
as an important prognostic factor in the different human neoplasia and the selection
of candidates to anti-angiogenic therapeutics from a reliable measurement of the
angiogenic rate. The results presented in this study suggest that the digital image
analysis and stereology represent important advances in the angiogenesis
evaluation, through the accurate segmentation of the analyzed fields and the
evaluation of the three-dimensional structure characteristic of the neoplastic vascular
supply, what may represent, this way, more effectiveness in the methodology of
angiogenic evaluation when utilized in association to the evaluation of microvessel
density already widely used. However, prospective studies in a larger patient
population comparing these counting methods are warranted, in order to test the
proposed cut-off points from already published studies, and the prognostic value of

angiogenesis associated to neoplasia.
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FIGURE LEGEND

Figure 1 — Digital image analysis and bidimensional
quantification by stereologic method using Image pro-plus 4.5.
The brownish colored microvessels (immunohistochemistry,
anti-CD31) considered valid were the ones located inside the
area of the correction grid, being the number of microvessels of
each studied field divided by the grid area (600 x 440 pixels,
0,66mm?, 200X).

Figure 1 corresponde a Figura 13 (pdgina 45)
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TABLE

Table 1. Comparison of microvessel quantification and stereology

measurements between non-polypoid and polypoid colorectal

adenomas
NPLDG NPHDG PLDG PHDG
n n=27 n=12 n=36 n=27 p
22,0° 29,5°° 41,8%° 60,0°°
Microvessels <0,001
(16,0 -40,0) (22,1-506) (158-71,9) (23,0-95,6)
Microvascular 152° 306°° 178° 728°
<0,001
volume (92 - 248) (118 - 997) (93 - 601) (416 - 1408)
Microvascular 17,5 47 4° 24,0%° 242 4° 0.001
<
length * (4,4-547) (10,6 -243,6) (6,5-142,2) (131,1-936,8)

The data referring were described by median and interquartile range

Non-coincident index letters represent statistically significant differences to the

tests of post hoc and Duncan, applied after the analysis of a criteria variation.
(ANOVA oneway).

NPLDG: non-polypoid low-grade dysplasia growth; NPHDG: non-polypoid
high-grade dysplasia growth; PLDG: polypoid low-grade dysplasia growth;
PHDG: polypoid high-grade dysplasia growth.

T microvascular length x 1000.
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