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RESUMO

Correlação da expressão do receptor do fator de crescimento do epitélio vascular – vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) e do KI-67, em pacientes com câncer de mama, com variáveis histo-
patológicas. Introdução: proteínas que influam na proliferação celular, como o VEGF e o KI-67, 
são alvo de estudos. O VEGF está implicado na angiogênese, que é necessária ao crescimento 
tumoral. Objetivo: analisar a correlação do VEGF e do KI-67 com variáveis histopatológicas. 
Métodos: entre 15/03/2008 e 14/04/2009, incluímos 41 pacientes com câncer de mama inicial, 
tumores T1 e T2, para estudo, usando a coloração H&E na análise do tumor, grau histológico 
e invasão vascular e a imunoperoxidade para a avaliação imuno-histoquímica com anticorpos 
específicos para os receptores de VEGF, KI-67, p53 e receptor de estrogênio (RE), usando escore 
qualitativo até 3+ na avaliação da intensidade da coloração e/ou quantitativo até 5+, para avaliar a 
expressão percentual das células coradas. O escore total, soma das duas, pode chegar ao máximo 
de 8+. Apenas o KI-67 foi categorizado pelo percentual de células coradas na IHQ e considerado 
positivo a partir de 20%. Resultados: o receptor do VEGFR1, tanto no escore intensidade de 
cor quanto no escore total, apresenta correlação positiva com os tumores T1 (p=.01), com o re-
ceptor estrogênico positivo (p=.01) e com a expressão negativa do KI-67 (p=.02). A expressão do 
KI-67 apresenta correlação positiva com p53 (p=.00) e com o receptor hormonal negativo (RE–) 
(p=.04) e correlação fraca com a invasão vascular (p=.09) e o grau histológico indiferenciado 
(G3) (p=.07). Discussão: a avaliação de marcadores tumorais que possam responder à terapia 
alvo é um objetivo a ser perseguido. A correlação positiva do VEGF com o status do RE já foi 
relatada e está de acordo com nossos resultados. A expressão do KI-67 é associada à pobre evento. 
Os resultados controversos dos marcadores refletem a dificuldade em padronizar as avaliações 
(reagentes usados, procedimentos e escore) e impedem sua validação prognóstica. Conclusões: 
os resultados são promissores e o seguimento dessas pacientes permitirá analisar o significado 
destes marcadores para os eventos de sobrevida livre de doença ou mortas.
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Introdução 

Os tumores sólidos podem induzir o crescimento vascular do 
estroma, e a intensidade da resposta angiogênica pode ser cor-
relacionada com o prognóstico em pacientes com câncer de 
mama. O fator de crescimento do epitélio vascular – vascular 
endothelial growth factor (VEGF) estimula diretamente o cres-
cimento das células endoteliais e a permeabilidade vascular, 
estimulando o extravasamento de proteínas plasmáticas que 
alteram a matriz extracelular, promovendo a angiogênese1,2. O 
VEGF pode ser um facilitador do crescimento tumoral pelo 
aumento vascular, promovendo a nutrição tumoral e, além dis-
so, tem sido correlacionado com o intervalo livre de doença. 

A expressão do VEGF das células endoteliais foi correlacio-
nada com a expressão do receptor 1 do VEGF (VEGFR-1), posi-
tivamente, e também com os tumores LN negativos. Esses acha-
dos apontam para o tratamento com agente antiangiogênico3.

O VEGF liga e ativa dois receptores da tirosina-cinase, o 
VEGFR1 e o VEGFR2, que regulam a atividade antiangio-
gênica, tanto fisiológica quanto patológica. O VEGFR1 tem 
dupla rota; negativa na angiogênese do embrião e positiva no 
adulto. É expressado nas células endoteliais e também nos 

macrófagos, podendo promover crescimento tumoral, metás-
tase e inflamação. Essa dupla função, positiva e negativa, em 
diferentes sistemas e condições biológicas, ainda não é bem 
conhecida4,5. 

A relação dos fatores angiogênicos na patologia mamária 
está ganhando o reconhecimento de cientistas e clínicos, des-
de que possam funcionar como alvos moleculares no controle 
da expansão tumoral. O VEGF é uma das chaves reguladoras 
da angiogênese e, apesar dos avanços, não se conhece sua real 
dependência dos hormônios sexuais2. Essa citocina pró-angio-
gênese pode ser um indicador da resposta estromal à ferida 
operatória ou ao câncer. 

Estudos6-8 sobre o câncer de mama, procurando estabele-
cer variáveis clínicas e histopatológicas que traduzam um risco 
estatisticamente significante à disseminação metastática, valo-
rizam as características histopatológicas do tumor primário. A 
invasão vascular tem sido valorizada por vários estudiosos do 
câncer de mama, no sentido de predizer tanto metástases axi-
lares quanto a distância, podendo ter uma relação direta com a 
angiogênese tumoral. 

Tem-se dado ênfase aos marcadores celulares8, procurando 
estabelecer, em bases individuais, qual seria a agressividade tu-
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moral, útil na predição prognóstica de sobrevida e de tratamen-
to complementar. Há os receptores hormonais – proteína cito-
plasmática que expressa a associação hormonal com o tumor –;  
o antígeno KI-67 – proteína nuclear que expressa o índice de 
proliferação celular e pode ser detectada em material fixado 
com o uso do clone MIB-1 –; a fosfoproteína p53, que mantém 
o controle do ciclo celular e que, com a mutação do gene p53 
e do cromossomo 17p13, pode resultar na proteína p53 estável, 
detectada por métodos imuno-histoquímicos. 

Esses alvos moleculares e sua correlação com o VEGF, na 
rota da angiogênese hormono-dependente, poderão apontar 
caminhos na terapia e na quimioprevenção se a “ângio-preven-
ção” for o objetivo2.

Método

Planejou-se um estudo transversal para correlacionar e expres-
são do receptor do epitélio vascular (VEGFR1) e do KI-67, no 
nódulo tumoral, com variáveis histo-patológicas, simultâneo 
com um estudo de caso e de controle para o estudo do VEGF 
sérico. O cálculo amostral foi baseado na hipótese de que o 
VEGF esteja elevado em 40% dos casos com câncer e 10% nos 
de controles, na proporção de 1:1; nessas condições, com risco 
relativo de 4,00 e/ou taxa de odds de 6,00, o “n total”, de 76 
pacientes. Incluiu-se 42 pacientes com câncer de mama.

Foram eleitas as mulheres com câncer de mama primário, 
no momento do diagnóstico, com idade entre 30 e 74 anos, 
com doença local, tumores T1 e T2. Foram excluídas as com 
outro tipo de neoplasia, em tratamento neoadjuvante ou com 
diabetes mellitus. 

A inclusão prospectiva de 42 pacientes ocorreu de 15 de março 
de 2008 até 14 de abril de 2009, entre aquelas que frequentam o 
ambulatório de mastologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(HCPA). Após a elegibilidade, foi solicitado a assinatura no consen-
timento informado (CI) para a participação no estudo, que constou 
de um questionário com informações clínico-patológicas. 

O patologista, na avaliação dos parâmetros patológicos, 
usou as técnicas de coloração por hematoxilina e eosina (HE). 
A técnica de imuno-histoquímica (IHQ), usando o complexo 
avidina-biotina-peroxidase, foi aplicada para avaliar a expres-
são dos antígenos dos tumores. A imunorreação foi analisada 
de forma qualitativa (Quali) e quantitativa (Quanti). A classifi-
cação Quali foi feita de acordo com a intensidade da coloração 
acastanhada no citoplasma das células neoplásicas, usando os 
seguintes escores: 0 = ausência de coloração; 1+ = coloração fra-
ca; 2++ = coloração média e 3+++ = coloração forte. A análise 
Quanti da expressão das proteínas foi classificada em índices 
percentuais de 0 a 100%, nas seguintes proporções: 0 / 1% / >1 
até 10% / >10 até 33% / >33 até 66% / >66 até 100, correspon-
dendo a 0/, /+, /++, /+++, /++++, /+++++, respectivamente. O es-
core total (ET) é a soma até 3+ da Quali com o máximo de até 

5+ da Quanti. Na Quali, 2+ significa 1/100 de células fraca-
mente coradas e, para alguns autores, é praticamente expressão 
negativa9.

O receptor do VEGF (VEGFR1) foi pesquisado pelo anti-
corpo VEGF, clone A20, com diluição 1:400. O receptor do 
VEGF foi categorizado9 segundo o escore Quali (InVEGFR1) 
em coloração forte =1, cor média =2 e coloração fraca =3 e, 
segundo o ET, que é a associação da intensidade da coloração 
com a expressão do percentual de células coradas (InExVE-
GFR1), nos seguintes valores: quando a intensidade e a per-
centagem corada somarem 8+=1, quando a soma for 7+=2 e 
quando a soma for abaixo de 7+=3.

A expressão da proteína p53, com o uso do ET, foi categori-
zada em positiva (>2+/8) e negativa (ausente ou até 2+/8).

A expressão do receptor de estrogênio (RE) foi avaliada de 
duas maneiras: numa, foi categorizada em qualquer positivida-
de =1 e negatividade =2 e, na outra, em três categorias, positiva, 
acima de 3+/8+=1, positiva fraca =2, usando-se 2 e 3+ como 
fraca expressão, e negativa =3.

Na IHQ da proteína KI-67, usou-se o anticorpo MIB-1. 
O KI-67 foi avaliado em porcentagem de células positivas e 
categorizado em positivo, quando a proteína está expressa em 
20% das células ou mais (≥20%=1) e negativo quando inferior 
a 20% (<20%=2).

As variáveis histopatológicas foram o tamanho do nódulo, 
categorizado em T1p e T2p; o status axilar, categorizado em 
LN+/LN-, a histologia categorizada como G1, G2 e G3 e a 
invasão vascular peritumoral, categorizada em sim e não. 

A característica da amostra foi avaliada pela análise da fre-
quência. A correlação entre os marcadores tumorais e a histo-
patologia foi realizada pelo coeficiente e pelo χ² de Pearson. As 
variáveis tabuladas, significantes ou próximas da significância 
estatística (p<0,05), também foram avaliadas em análise mul-
tivariada, com resultados iguais.

Resultados

Ocorreu a perda de uma paciente que decidiu pela quimiote-
rapia neoadjuvante. Na Tabela 1 estão as características das 41 
restantes.

A avaliação do receptor do VEGF, correlacionando a in-
tensidade de coloração (InVEGFR1) com algumas variáveis, 
está sintetizada na Tabela 2. Usou-se a correlação de Pearson 
e o significado estatístico pelo valor p. Também usou-se o χ² 
de Pearson e seu valor p. No ET, quando considerado a InE-
xVGFR1, os resultados estão na Tabela 3. Na Tabela 4, estão as 
correlações com o KI-67 e a estimativa de risco.

A expressão do receptor do VEGF, analisado no escore in-
tensidade, por meio do coeficiente de Pearson, mostrou corre-
lação positiva com nódulo T1p, tumor RE+ e proteína KI-67 
pouco expressa ou negativa.
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Variáveis Média Desvio-padrão Limites Pacientes

Idade (anos) 54,3 11,2 32-72 41

IMC (kg/m²) 28,1 5,4 19-48,9 41

Idade menarca 12,6 1,7 8-17 40

Idade menopausa 49,8 2,7 44-55 25

Número de gestações 2,95 2,95 0-8 39

Número de partos 2,45 2,45 1-7 38

Tabela 1. Características das pacientes

IMC=índice de massa corporal.

Variáveis e Categorização Correlação de Pearson χ² de Pearson Significado
Valor p Likelihood Ratio

T1=1 Corr. 0,40 6,98 0,03 7,28
T2=2 p=0,009

10,29 0,00 12,08
Expressão RE Corr. 0,38

>3+/8=1 p=0,013 12,46 0,00 10,10
2+e3+=2
Negativa=3 Corr. 0,46 5,05 0,08 5,02

p=0,002
RE

Qualquer + = 1 Corr. 0,34
Negativo = 2 p=0,029

Expressão do KI
≥20=1
<20=2

Tabela 2. Expressão da intensidade do receptor para o fator de crescimento do epitélio vascular

RE=receptor de estrogênio

RE=receptor de estrogênio

Variáveis e Categorização
Correlação de
Pearson e p

χ² bilateral de Pearson 
Significado

Valor p
Likelihood Ratio

Nódulo 5,04
T1p=1 Corr. 0,33 4,96 0,07
T2p=2 p=0,030 13,67

14,69 0,00
Expressão RE Corr. 0,39 11,70

Positivo >3+=1 p=0,010 12,46 0,00
Até 3+=2 5,23
Negativo = 3 Corr. 0,49 5,41 0,06

p=0,001
RE

Qualquer + = 1 Corr. 0,34
Negativo = 2 p=0,027

Expressão KI-67
≥20%=1
<20%=2

Tabela 3. Escore total do receptor para o fator de crescimento do epitélio vascular = InExVEGFR1
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A expressão do receptor do VEGF, no seu ET, se correla-
cionou positivamente com T1p e RE+ e negativamente com o 
KI-67.

Correlação fraca, estatisticamente não significante, entre o 
KI-67 e o grau histológico e a invasão vascular. O KI-67 com 
alta expressão apresenta tendência de correlação com G3 (indi-
ferenciado) e com a invasão vascular. O KI-67 tem correlação 
positiva com p53 expresso e com RE-.

Discussão

A avaliação de marcadores tumorais que possam respon-
der à terapia alvo é um objetivo a ser perseguido². Alguns 
estudos10,11 estão correlacionando o VEGF, seja plasmático ou 
sérico, com o VEGF tecidual e a angiogênese, tentando uma 
seleção terapêutica.

Nossos achados indicam que o receptor VEGFR1, tanto no 
escore intensidade quanto no escore total, apresenta correlação 
positiva com os tumores T1, com o receptor estrogênico posi-
tivo (RE+) e com a expressão negativa do KI-67. O VEGFR1 
no seu ET tem baixa correlação com p53 negativo. A expressão 
do KI-67, com valores percentuais a partir de 20%, apresenta 
correlação com a expressão da proteína p53, com o receptor 
hormonal negativo (RE-) e correlação fraca com a invasão vas-
cular e com o grau histológico indiferenciado (G3).

A correlação positiva do VEGF com o status do RE já foi 
relatada10,11 e está de acordo com nossos achados. 

O estudo12 avaliou a relação entre o status do KI-67 e o 
prognóstico no câncer de mama. A meta-análise com mais de 
12.000 pacientes concluiu – apesar do ponto de corte dos va-
lores para o KI-67 oscilar de 3,5 a 34% – que a positividade 
foi associada ao significante alto risco de recidiva, tanto para 
doença com axila positiva quanto negativa, e que também há 
relação com pobre sobrevida nesses casos. 

Pacientes com KI-67 categorizado a partir de 25% tiveram 
pior prognóstico13. Nosso ponto de corte foi 20% e obtivemos 
correlação com p53 positivo e com RE negativo, que são mar-
cadores de pior prognóstico. Esses dados são concordantes, po-
rém, o estudo14 com 54 pacientes, embora tendo a associação 
do VEGF tecidual com o KI-67, não demonstrou significância 
prognóstica. A taxa de proliferação é associada à pobre even-
to, mas os resultados controversos refletem a dificuldade em 
padronizar as avaliações e impedem a validação prognóstica e 
terapêutica de alguns marcadores9,15.

Revisão da literatura, baseada em marcadores de proliferação, 
avaliados por imuno-histoquímica15,16, enfatiza que há necessidade 
de estudos prospectivos e de padronização dos reagentes usados, 
dos procedimentos e do escore9,15. Concluem que nenhum dos 
marcadores pode ser recomendado na prática clínica, e essa posi-
ção foi enfatizada na reunião de espertos da Sociedade Americana 
de Oncologia Clínica (ASCO), em 200717. No entanto, com o 
advento dos testes genéticos, o marcador de proliferação celular, 
como o KI-67, é revisado como marcador preditivo e prognósti-
co18 e, à luz de pesquisas recentes, o KI-67 está sendo reavaliado e 
indicado para ser rotineiro no câncer inicial de mama18,19.

Variáveis e categorização Correlação de Pearson χ² bilateral de Pearson 
Significado 

Valor p
Razão de Prevalência

e IC95%

Grau histológico

G1=1 Corr. 0,28 3,42 0,18 RP=2,27

G2=2 p=0,07 (0,9<RP5,8)

G3=3 3,65 0,10

Corr. 0,25 RP=2,27

Invasão vascular p=0,10 11,68 0,01 (0,9<RP<5,9)

Sim = 1

Não = 2 Corr. 0,53 3,95 0,04 RP=4,36

p=0,00 (1,81<RP<10,50)

Proteína p53

>2+/8=1 Corr. 0,31 RP=3,63

Até 2+/8=2 p=0,04 (1,00<RP<13,72)

RE

Qualquer + = 1

Negativo = 2

Tabela 4. Correlação do índice de proliferação KI-67

RE=receptor de estrogênio; RP=razão de prevalência.
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Os resultados parecem promissores e, acompanhando essa 
coorte, pode-se avaliar o valor prognóstico. Procurou-se, na 
metodologia, manter um padrão baseado na literatura9 e usado 
no Serviço de Patologia do HCPA, para que possa ser útil para 
outros estudiosos.
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