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Resumo:

A importancia da interagdo entre o mecanismo de coagulacdo e o cancer ¢ reconhecida
desde as descrigdes pioneiras de Trousseau. Mais recentemente, estudos demonstraram a
importancia do fator tecidual, uma proteina de membrana celular ligada ao
desencadeamento da cascata da coagulagdo, na progressdo de neoplasias malignas através
da estimulag@o do processo de angiogénese. Realizamos marca¢ao imunoistoquimica para o
fator tecidual em 43 adenocarcinomas colo-retais de pacientes submetidos a tratamento
cirargico no Servigo de Coloproctologia do HSL-PUCRS e comparamos a intensidade da
sua expressao com a densidade microvascular, critérios de estadiamento, idade, sexo ¢
sobrevida geral. Oitenta e trés por cento dos tumores apresentaram alta expressao do fator
tecidual, havendo uma relagdo estatisticamente significativa entre esta e a maior densidade
microvascular (p=0,02). Observamos também que os pacientes com alta expressdo do fator
tecidual apresentavam uma média de idade significativamente maior do que a dos pacientes
com baixa expressdo desta proteina (p<0,01). Em conclusdo, a elevada intensidade de
marcacdo imunoistoquimica para o fator tecidual se relacionou com uma média de
densidade microvascular mais elevada e com pacientes mais idosos quando comparados aos

casos com baixa expressao desta proteina.



Abstract:

Several reports recognize the interaction between malignant cell growth and coagulation
pathway. Recently, some studies suggested that tissue factor, a primary initiator of
coagulation, is expressed in a variety of solid tumors in association with increased
angiogenesis. We analyzed tissue factor expression in 43 colorectal carcinomas of patients
treated by surgery at our institution, comparing the results with microvascular density,
pathologic staging, gender, age, and overall survival. Tissue factor was intensely expressed
in 88,3% of the tumors and its expression was positively associated with increased
microvascular density (p=0.02). Patients with intense expression of tissue factor were
significantly older than the ones with lower expression of this protein (p<0.01). In
conclusion, the high intensity of tissue factor expression in colorectal carcinoma correlates

with tumoral angiogenesis and appears to be present in older patients.



Introducao

Epidemiologia do cancer colo-retal.

O adenocarcinoma colo-retal ¢ uma das neoplasias malignas mais incidentes no ser
humano (1,2,3). No mundo inteiro, sdo esperados mais de 570.000 novos casos a cada ano
(2). Mais prevalente em paises do hemisfério norte, esta doenga representa uma importante
questdo de saude publica em nagdes desenvolvidas (1).

No Brasil, com o aumento da expectativa de vida associado a progressiva
industrializag@o, observamos que os tumores malignos, de uma maneira geral, crescem em
importancia, ocupando, progressivamente, posicdes mais altas no perfil epidemiologico de
incidéncia e de mortalidade geral da populagdo (1). Este ¢ o caso do cancer de intestino
grosso e reto. Entre os brasileiros, os carcinomas colo-retais estdo entre as cinco neoplasias
malignas mais freqiientes (2). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (4), os
numeros projetados para o ano de 2006 apontam uma taxa de incidéncia de 12 novos
casos/100.000 individuos/ano entre homens e de 15 novos casos/100.000 individuos/ano
entre mulheres. No Rio Grande do Sul, as taxas de incidéncia projetadas pelo INCA
indicam uma incidéncia significativamente mais elevada, com 27 novos casos/100.000
individuos/ano entre homens e 28 novos casos/100.000 individuos/ano entre mulheres. Em
Porto Alegre estas cifras sdo ainda mais significativas com 46 novos casos entre homens e
48 novos casos entre mulheres para cada 100.000 individuos no ano de 2006. Neves e
colaboradores (2), em uma analise dos dados epidemioldgicos para o cancer de reto e
intestino grosso no periodo de 1980 a 1997, relataram que as taxas de mortalidade

apresentaram importantes diferengas regionais e entre capitais, observando-se indices mais
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elevados nas regides Sul e Sudeste, ainda que a tendéncia aponte para um aumento destes
nimeros em todas as regides do pais. Para os autores, as regides Sul e Sudeste, em
comparacdo com as demais, apresentam habitos de vida que poderiam se associar mais
facilmente a um risco elevado de desenvolvimento do céancer colo-retal, como o baixo
consumo de fibras e o alto teor de lipidios na dieta, ingestdo elevada de alcool e maior

prevaléncia de tabagismo(2).
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Avaliacio clinica e anatomo-patolégica dos tumores colo-retais: dados relevantes para
0 prognostico.

Inimeras sdo as varidveis consideradas na avaliagdo progndstica dos
adenocarcinomas colo-retais. Tais dados, coletados a partir de informagdes clinicas ou
obtidos apos estudo detalhado de espécimes cirtirgicos, sdo utilizados na defini¢do da
indicagdo de tratamentos complementares e servem como base para uma estimativa das
possibilidades de cura da doenga.

Diversas séries demonstraram varios fatores que estdo associados a um melhor ou
pior prognostico do cancer colo-retal. Philips e colaboradores (5), revisando dados de 2518
pacientes reunidos no Projeto Britanico do Cancer de Intestino Grosso relacionaram quatro
varidveis que apresentaram valor preditivo significativo na sobrevida em cinco anos destes
pacientes:

1) Profundidade da invasdo das lesdes na parede intestinal: pacientes com lesdes
limitadas a submucosa demonstraram melhores taxas de sobrevida do que aqueles que
apresentavam tumores invadindo a muscular propria do intestino, e estes ultimos
tinham também sobrevida superior aos casos com invasdo transmural da parede

intestinal.
2) Ocorréncia de invasio linfatica da cadeia regional do intestino grosso.
3) Grau de diferenciagio celular do tumor.

4) Identificacio da invasdo de vasos sangiiineos por células neoplésicas.
Os critérios de invasdo da parede intestinal e a ocorréncia de metdstases em
linfonodos regionais compdem os aspectos mais relevantes do estadiamento anatomo-

patoldgico do cancer colo-retal (6). Sdo reconhecidos como de importancia prognodstica
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desde os trabalhos de estadiamento descritos na classificagdo de Dukes, varias vezes
atualizada, bem como na classificacdo da American Joint Committee on Cancer (AJCC)
mais recente, a qual utiliza o sistema “tumor, node, metastases” (TNM) (6,7). Os
carcinomas de colon e reto sdo subdivididos, neste ultimo sistema, no que se refere a
invasdo da parede do intestino, em: lesdes limitadas a mucosa (Tis); aqueles com invasao
da submucosa (T1); os que atingem a muscular propria (T2); os casos que ultrapassam a
muscular propria do intestino e chegam a serosa ou a regides ndo peritonizadas peri-
intestinais (T3) como no caso do reto; e, por fim, os que invadem estruturas adjacentes
(T4). Quanto a presenca de metastases linfaticas, os tumores colo-retais se subdividem em:
metastases ausentes (NO); de 1 a 3 linfonodos pericélicos ou peri-retais envolvidos (N1);
quatro ou mais linfonodos peri-intestinais envolvidos (N2). Da mesma maneira que Philips
e colaboradores, diversos autores descreveram a relacdo entre o estagio da doenga e a
sobrevida dos pacientes afetados pelo adenocarcinoma do coélon e reto. Lindmark (8), em
212 casos de tumores colo-retais, observou que o estagio clinico-patoldgico da doenga foi a
variavel mais fortemente relacionada a sobrevida, dentre outras avaliadas. Wiggers (9),
revisando dados patologicos de 350 pacientes com cancer de colon e reto, encontrou uma
forte associacdo entre o estagio andtomo-patolégico da doenga e a sobrevida em 5 anos.
Jessup (10), em uma revisao sobre os fatores progndsticos nos tumores colo-retais, concluiu
que os determinantes clinico-patologicos mais significativos no resultado do tratamento
destas neoplasias sdo aqueles vistos no estadiamento patologico, ou seja, o grau de
penetracdo na parede intestinal e a ocorréncia de metastases linfaticas. Steinberg (11), em
uma relacdo de 572 tumores colo-retais, considerou que o estdgio da doenca apresenta

grande relag@o tanto com a sobrevida em 5 anos quanto com a sobrevida livre de neoplasia.
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Além do estadiamento anatomo-patoldgico, diversas caracteristicas dos tumores
foram testadas com relacdo a sobrevida dos pacientes.

A relagdo entre a idade dos pacientes e as perspectivas de sucesso do tratamento do
cancer colo-retal tem se mostrado, na literatura, um ponto controverso. Wiggers e
colaboradores (9), revisando 350 pacientes portadores deste tipo de neoplasia, nao
encontraram relacdo entre idade e sobrevida em cinco anos. Arbmam (12), investigando
596 pacientes operados por carcinoma do colon e reto, também nao encontrou relagdo entre
a idade no momento da cirurgia e a sobrevida dos individuos analisados. Violi e
colaboradores (13), em uma revisdo de 1.256 casos de neoplasia de intestino grosso e reto,
ndo observaram relacdo entre a idade e a sobrevida a longo prazo dos individuos
submetidos a tratamento cirurgico. Notaram que o nimero de dbitos foi maior no grupo de
maior idade, mas que tal fato ocorreu devido a maior freqiiéncia de patologias
concomitantes nas faixas etarias mais elevadas. Por outro lado, Whittle (14) em um estudo
dos registros de 5586 pacientes tratados por cancer de cdlon, observou que a sobrevida em
um ano dos individuos acima de 85 anos era de 65% em comparagdo com 85% para aqueles
com idade entre 66 e 69 anos. Na sobrevida em dois anos, os nimeros diminuiam para 50%
e 75% respectivamente. A tendéncia para diminui¢do da sobrevida com o aumento da idade
foi significativa tanto para um ano quanto para dois. Da mesma maneira, Lindmark (8)
encontrou, em 212 casos de cancer colo-retal, uma associa¢do entre a idade mais elevada e
um pior progndstico oncoldgico. A questdo ndo estd definida, mas a tendéncia atual € a de
se supor que o prognostico do cancer colo-retal ndo ¢ pior para aqueles individuos mais
idosos (10). Por outro lado, os pacientes abaixo de 40 anos parecem apresentar um maior

risco de recorréncia da doenga, o que pode se dever tanto a um comportamento bioldgico
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mais agressivo dos tumores, quanto a um atraso no inicio do tratamento na suposi¢dao de
que os sintomas referidos estejam relacionados a uma doenga benigna (10).

No que diz respeito a localizacdo da lesdo primaria, as evidéncias cientificas
acumuladas até o momento mostram um resultado também conflitante entre as experiéncias
dos varios autores. Existem diversos relatos de que o carcinoma do reto apresenta um pior
prognoéstico oncoldgico quando comparado aos tumores de célon (6,10,15). A razdo para tal
diferenca pode se dever tanto a uma maior dificuldade na obten¢do de margens mais amplas
e confidveis em funcdo das restritas condi¢gdes de se intervir cirurgicamente na pelve (10),
quanto por um comportamento biolégico distinto entre tumores do reto e lesdes do colon
(15). Philips e colaboradores, entretanto, ndo encontraram relagdo entre a localizagdo
primaria do tumor e a recorréncia mais freqiiente da doenga em sua numerosa série de
pacientes (16). Wiggers (9) e Lindmark (8) também chegaram a essa mesma conclusao, nao
encontrando diferenca significativa nas taxas de recorréncia entre tumores de reto e do
intestino grosso.

Analisando somente lesdes colonicas, Eisenberg (15) demonstrou uma recorréncia
mais freqiiente da doenca entre tumores do colon esquerdo do que do célon direito.
Steinberg (17), no entanto, analisando 572 pacientes com cancer de intestino grosso,
concluiu que a localizagao do tumor era de pouca importancia prognostica, ndo afetando a
sobrevida geral ou a sobrevida livre de doenca. Wiggers (9) e Lindmark (8) chegaram a esta
mesma conclusdo, ndo observando diferengas significativas quanto a sobrevida entre lesoes
situadas no célon esquerdo, direito ou transverso.

Com relag@o ao grau de diferenciacdo histologica, a literatura demonstra resultados
muito mais uniformes com relagdo a sua importancia prognoéstica do que o observado para

idade dos pacientes e localizacdo primaria do tumor no intestino. O grau de diferenciagdo
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histologica foi relacionado a tendéncia de invasdo linfatica, a profundidade da invasdo
tumoral na parede intestinal, a fixagdo a estruturas adjacentes e ao numero de linfonodos
envolvidos (18). Saclarides (19), analisando os dados referentes a 62 pacientes com cancer
de reto, demonstrou que o grau de diferenciag¢do celular guardava importante relagdo com a
possibilidade de metastases em linfonodos regionais. Wiggers (9) demonstrou um ntimero
significativamente maior de Obitos relacionados a neoplasia naqueles tumores pouco
diferenciados em comparacdo com os de maior grau de diferenciagdo celular. Lindmark (8)
também demonstrou um pior prognodstico relacionado a pouca diferenciagdo dos tumores
colo-retais. Philips (5) e colaboradores colocaram o grau de diferenciacdo histoldogica como
uma das variaveis com maior influéncia na sobrevida em cinco anos dos pacientes tratados
por carcinoma do c6lon e reto.

Outra variavel ja pesquisada foi a dimensao das lesdes colo-retais. O tamanho dos
tumores foi muitas vezes relacionado a um melhor ou pior prognostico tanto para a
resseccao quanto para a sobrevida geral dos pacientes (9,18). Steinberg e colaboradores
(11) ndo encontraram relagdo entre o tamanho dos tumores colo-retais e a sobrevida dos
pacientes quando o tamanho tumoral foi analisado como variavel inica. Entretanto, quando
ajustada para outros fatores relacionados a doenga, a dimensao dos tumores de célon e reto
se mostrou bastante significativa quanto ao progndstico das lesdes tratadas. Cohen (18)
observou que, nos tumores bem diferenciados e moderadamente diferenciados, 42% das
lesdes com 4 cm ou mais invadiam toda a parede intestinal, em comparagdo a 12% daquelas
com menos de 4 cm. Além disso, 77% dos carcinomas definidos como pouco diferenciados
ou coloides e que tinham mais de 4 cm de tamanho invadiam toda a espessura da parede
colo-retal. Wiggers (9), por outro lado, observou que lesdes de tamanho relativamente

grande (3,5 até 6 cm) apresentavam melhor sobrevida do que grupos de tumores maiores
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(mais de 6cm ) bem como de lesdes menores (menos que 3,5 cm). Wolmark (20), revisando
dados colhidos de 906 pacientes tratados por cancer colo-retal, ndo encontrou relagdo entre
o maior didmetro dos tumores primdrios € a ocorréncia de metéstases linfaticas regionais. A
tendéncia atual na literatura especializada ¢ de considerar o tamanho dos carcinomas colo-
retais como de pouco valor prognostico (8), principalmente quando esta varidvel ¢
analisada isoladamente (11).

Por fim, a ocorréncia de invasdo vascular, principalmente invasao venosa, foi
amplamente demonstrada em tumores malignos de coélon e reto (9,19,21,22). Talbot e
colaboradores (21) observaram que a ocorréncia de metastases hepaticas aumentou
significativamente naqueles pacientes com invasdo de vasos sangiliineos adjacentes ao
tumor primdrio. O prognostico foi ainda pior naqueles individuos em que a invasao ocorreu
em veias localizadas fora do limite da parede intestinal. Minsky e colaboradores (22)
também relataram um prognéstico adverso naqueles casos em que foi demonstrado
comprometimento dos vasos sangiiineos, principalmente quando a lesdo envolvia vasos
extramurais. Shirouzu (23) observou um aumento significativo na recorréncia local € no
surgimento de metdstases hepaticas em pacientes que apresentavam invasao vascular peri-
tumoral, demonstrando também uma diminui¢do importante da sobrevida nestes casos.
Wiggers (9) relatou a ocorréncia de comprometimento vascular em 93 de 329 tumores de
colon e reto. Destes 93 casos, 48,4% apresentaram Obito relacionado a progressdao da

doencga, em comparagao com 23,7% daqueles em que ndo havia invasao vascular.
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Angiogénese tumoral: fisiopatologia e importancia clinico-patolégica.

A relacdo dos tumores malignos com o seu suprimento sangiiineo regional vem se
revestindo de importancia cada vez mais significativa na literatura. Nao sé a invasao
vascular, mas a habilidade que as lesdes adquirem de controlar o seu proprio aporte de
sangue constitui hoje motivo de atencgdo e pesquisa, € ¢ o tema deste estudo.

Chamamos angiogénese ao processo de criacdo de novos vasos sangiiineos. Tal
mecanismo ¢ observado fisiologicamente em inimeras fungdes e fases de desenvolvimento
do organismo. Novos vasos sao fundamentais no desenvolvimento dos tecidos normais, no
processo de reproducgdo e crescimento embrionario € na cicatrizacdo de feridas (24). A
neovascularizacdo, entretanto, também ¢ um processo associado ao surgimento e ao
desenvolvimento de diversas doencas no ser humano. Dentre estas, o cancer tem sua
progressdo e letalidade associadas a aquisi¢do da habilidade de controlar seu proprio
suprimento sangiiineo, viabilizando assim o crescimento ilimitado e descontrolado que
caracteriza a doenca (24,25).

Folkman (25) foi um dos pioneiros no estudo do controle, por parte das neoplasias
malignas, da proliferagdo de vasos sangiiineos adjacentes a lesdo. A constatacdo de que a
freqliéncia de surgimento de tumores in situ observados em estudos de autdpsia ¢
significativamente maior do que a de tumores malignos francamente invasores,
especialmente nas lesdes de mama, tiredide e prostata, indica que a ocorréncia de
disseminacdo sistémica ¢ um evento relativamente infreqliente (25). A incapacidade de
progredir como lesdo neoplasica, segundo Folkmann, reside no fato de que tumores in situ
nao adquiriram um fenotipo angiogénico que possibilitasse seu crescimento (25).

A teoria de desenvolvimento tumoral de Folkman baseia-se em varios aspectos.

Inicialmente, a maioria das lesdes apresenta uma fase de aparente inatividade proliferativa
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associada a um estagio praticamente avascular (25,26). A nutricdo destas células depende
principalmente da difusdo de nutrientes pelos tecidos adjacentes, o que limita seu tamanho
a aproximadamente 1 ou 2 mm (25,26). Em uma segunda fase, estes pequenos tumores
adquirem uma capacidade de recrutar células endoteliais de vasos sangiiineos normais do
tecido hospedeiro, formando novos capilares que circundam e posteriormente permeiam a
lesdo, possibilitando o seu crescimento ilimitado (25,26). Esta habilidade de gerar
suprimento sangiiineo foi creditada a produgdo, por parte das neoplasias, de um agente
bioquimico inicialmente chamado de fator de angiogénese tumoral (26). Logo tornou-se
extremamente atraente a possibilidade de se criar uma substancia com fun¢do bloqueadora
do fator angiogénico como forma de tratamento de tumores malignos, reconhecendo-se que
tal medida provavelmente reduziria a lesdo a um tamanho em que o suprimento sangiiineo
nao mais seria fundamental para a sobrevivéncia das células (1 ou 2 mm) (26). O cancer
ndo seria, portanto, erradicado, mas teria uma regressao sustentada enquanto o bloqueio
angiogénico fosse mantido (26). Estas hipdteses sdo a base tedrica para o uso terapéutico de
drogas bloqueadoras da formacgao de vasos sangiiineos tumorais.

O primeiro alvo para um ataque bloqueador da angiogénese tumoral foi identificado
em 1984 por Shing e colaboradores (27) em amostras de um condrossarcoma, tendo sido
chamado fator basico de crescimento do fibroblasto. Apesar de seu uso em modelos
experimentais haver resultado no crescimento de capilares sangiiineos, esta substancia nao
parecia ser um agente de importancia significativa. Foi com as descri¢des que se seguiram
de um novo agente associado a permeabilidade vascular e a angiogénese, inicialmente
chamado de fator de permeabilidade vascular e, posteriormente, de fator de crescimento do
endotélio vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), que se obteve uma

substancia com representatividade clinica significativa e alvo de medidas terapéuticas (28).
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O VEGEF ¢ possivelmente o mais potente agente angiogénico conhecido (29). Sua
presenca aumenta a permeabilidade vascular e constitui importante estimulo para a mitose
de células endoteliais (26,29,30). Em situacdes de hipdxia, € possivel observar um aumento
significativo dos niveis de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) para VEGF, bem como
da proteina resultante (26,29,30). Outros agentes bioldgicos parecem interferir na produgao
de VEGF: as interleucinas 1, 6 e 8; o fator de crescimento derivado de plaquetas; o fator de
crescimento de hepatocito; o fator beta de crescimento de fibroblastos; e os fatores de
crescimento transformadores (TGFs — “transforming growth factors) (30).

Uma vez havendo sido identificadas algumas das fontes do estimulo angiogénico, a
proxima descoberta significativa foi a correlacdo entre o grau de neovasculariza¢ao tumoral
e 0 progndstico adverso observado em varios tipos de lesdes malignas (26). Neste campo de
estudo, os achados pioneiros de Weidner (31) sdo o ponto de partida para a correlagdo entre
a densidade de microvasos tumorais € o comportamento clinico destas lesdes. A
vascularizacdo tumoral, segundo este autor, ¢ quantificada através da aplicagdo de método
imunoistoquimico para antigenos presentes em células endoteliais como o CD31, CD34 e o
fator VIII (fator de von Willebrand). Os vasos corados pelo método sdo entdo contados em
microscopia de grande aumento nas areas de maior concentragdo vascular, os chamados
“hot-spots”. Usando esta metodologia, Weidner e colaboradores (31) analisaram dados de
49 pacientes com carcinoma de mama invasor. Os resultados demonstraram que a
contagem de microvasos foi significativamente maior no grupo de pacientes que
desenvolveram doenca metastatica, seja sistémica ou axilar, sugerindo que a densidade
microvascular poderia ser um fator preditivo independente para desenvolvimento de

metastases a partir de neoplasias malignas de mama.



20

Desde entdo, esta metodologia foi utilizada para avaliar a neovascularizagdo de
diversos tipos de lesdes neopldsicas, bem como a sua relagdo com o prognostico dos
pacientes tratados.

E possivel encontrar estudos relacionando a densidade microvascular (DMV) com
inimeros tumores de diversos sistemas. Uma revisdo neste sentido nos mostra que o
significado clinico deste parametro de quantificacdo da angiogénese tumoral apresenta
ampla varia¢do quanto a sua importancia prognostica.

Em tumores de cabeca e pescoco, por exemplo, os estudos recentes apresentam
resultados conflitantes. Cantu de Leon e colaboradores (32), avaliando 118 pacientes
portadores de carcinomas do tipo epidermoide da regido cervical, encontraram correlacao
entre DMV elevada e recorréncia tumoral nos casos identificados como estagio Il e em
pacientes com idade inferior a 40 anos. Em lesdes de estdgio clinico mais avangado,
entretanto, os autores ndo encontraram relagcdo entre a DMV e o prognostico. Garcia de la
Torre e colaboradores (33), avaliando lesdes proliferativas de paratiredide, observaram que
a DMV estava aumentada em adenomas, mas que este dado ndo se relacionava com o
comportamento clinico das lesdes, utilizando-se como critérios o tamanho dos tumores e
niveis séricos de hormonio paratiredideo e calcio. Brieger e colaboradores (34), estudando
neurinomas de nervo acustico, observaram que, nos 34 casos avaliados, a contagem
microvascular ndo se correlacionava com o tamanho dos tumores, a duracdo dos sintomas
ou a idade dos pacientes.

Em neoplasias ginecoldgicas, Nayha e colaboradores (35) avaliaram a intensidade
da neovascularizagdo em endométrios normais, hiperplasicos e no adenocarcinoma. Os
autores observaram que alteragdes na DMV se correlacionavam com estagios

progressivamente mais graves da doenga endometrial, com DMV inferior em endométrios
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proliferativos e hiperplasias simples, ¢ mais elevada em hiperplasias com atipias
significativas e adenocarcinomas. Em neoplasias de ovario, por outro lado, Sonmezer e
colaboradores (36) ndo encontraram correlacdo entre a DMV, a sobrevida ou parametros
anatomo-patoldgicos. Os niveis de VEGF também ndo se mostraram de importancia
significativa, ocorrendo correlagdo estatistica somente com o volume de ascite. Nao se
observou também relagdo entre a intensidade de marcag@o imuno-histoquimica para VEGF
e a DMV nestes tumores.

No trato gastrointestinal, temos diversos estudos demonstrando a importancia
prognostica da DMV em tumores de esdfago, estomago, figado, pancreas e colon. Tais
estudos trazem dados comparativos de especial interesse para nossa linha de pesquisa.

Em carcinomas de es6fago, Du e colaboradores (37) observaram que 81,36% das
lesdes expressavam VEGF, resultando em indices aumentados de densidade microvascular.
Tais dados demonstraram relacdo significativa com o grau de diferenciagdo tumoral e
metastases linfaticas, ndo tendo sido observada importancia significativa na profundidade
de penetracdo na parede intestinal. Nakagawa e colaboradores (38), analisando dados de
103 esofagectomias por carcinoma epidermédide do esdfago, observaram que a DMV
guardava relacdo com a profundidade de penetracio do tumor na parede do orgao,
ocorréncia de metastases intramurais, indices elevados de recorréncia pds-operatoria e pior
sobrevida geral.

Em adenocarcinomas géstricos, Chung e colaboradores (24) avaliaram a relagdo
entre a intensidade da expressdo do VEGF, a DMV, a sobrevida geral e os indices de
recorréncia metastatica em individuos submetidos a tratamento cirdrgico com inten¢ao
curativa. Os autores relataram que a DMV foi significativamente mais alta em ledes VEGF

positivas, sendo que tais pacientes tiveram um indice de 66,7% de recorréncia hepatica,
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comparados a 16,7% naqueles com VEGF negativo. Du e colaboradores (37) observaram
que 67,5% dos adenocarcinomas de estomago expressavam VEGF, sendo a contagem
microvascular nestas lesdes maior do que a encontrada em patologias benignas. Na
avaliacdo destes autores, a DMV foi significativamente maior em tumores avangados
quando comparados a lesdes precoces. Ichinoe e colaboradores (39), comparando
adenocarcinomas gastricos precoces de padrao de crescimento superficial ou infiltrativo,
encontraram uma forte relacdo entre a DMV, a expressio de VEGF, de o6xido nitrico
sintetase e ciclo-oxigenase-2 neste ultimo tipo de tumor, enquanto que as lesdes de
crescimento superficial apresentavam fraco padrdo de neovascularizagdo. Por fim, Tsujitani
e colaboradores (40) relataram que a DMV, o tamanho dos tumores ¢ a presenga de
metastases linfaticas foram fatores preditivos independentes do prognostico de
adenocarcinomas de estdmago, sendo que a densidade de microvasos foi maior naqueles
casos em que o VEGF estava significativamente expresso.

Nas neoplasias pancreaticas, Tan e colaboradores (41) demonstraram que tumores
neuroenddcrinos ndo apresentavam comportamento desfavoravel mesmo com contagem
elevada de microvasos. Por outro lado, diversos estudos observaram um melhor
progndstico para adenocarcinomas do pancreas que se mostravam hipovascularizados (41).

Em hepatocarcinomas, Yao e colaboradores (42) observaram dados prognosticos
significativos com relagdio a DMV. Em 90,9% dos casos metastaticos, os tumores
expressavam VEGF, contra 63,9% das lesdes localizadas. A contagem de microvasos
acompanhou a taxa de expressio do VEGF, sendo ambas maiores nas lesdes ndo
encapsuladas, pouco diferenciadas e metastaticas. Tanto a DMV quanto os indices de
expressao do VEGF se correlacionaram com a intensidade de invasdo vascular e com a

disseminacgao sistémica em tumores primarios de figado.
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No cancer colo-retal, objeto de nosso estudo, a andlise do significado clinico da
contagem microvascular apresenta resultados conflitantes. Em 1994, Saclarides e
colaboradores (43) relataram uma casuistica de 48 individuos portadores de
adenocarcinoma do reto em que a DMV aumentada foi relacionada a estidgios andtomo-
patologicos mais avangados, maior tamanho dos tumores e maior recorréncia metastatica.
Em 1995, o mesmo autor em conjunto com Frank e colaboradores (44), descreveu
resultados significativos em relagdo a menor sobrevida em cinco anos em 105 pacientes
tratados por carcinomas de colon no estagio B2 de Astler-Coller que apresentavam escores
elevados de DMV. Chung e colaboradores (24) observaram uma associagdo direta entre a
expressao de VEGF e os niveis elevados de contagem de microvasos em carcinomas colo-
retais. A estes achados foram somadas evidéncias apontando para uma correlagdo entre a
DMYV e a ocorréncia de metéstases por via hematogénica. Tanigawa e colaboradores (45),
em 133 casos de cancer colo-retal, observaram que a contagem microvascular foi
significativamente maior no grupo de pacientes que foram a Obito em decorréncia de
recidiva da neoplasia quando comparados com os individuos livres de doenga. A DMV
elevada apresentou correlacdo estatisticamente significativa com a ocorréncia de metastases
por via hematogénica, tumores pouco diferenciados e maior profundidade de penetracdo na
parede intestinal pela lesdo. Kaio e colaboradores (46) relacionaram a elevada intensidade
da expressdo de agentes angiogénicos na extremidade mais profunda de invasdo de
adenocarcinomas colo-retais com indices elevados de DMV. Tal associacdo mostrou
resultados significativos quanto ao risco de metastases hematogénicas € menor sobrevida
global dos pacientes. Por fim, Tarta (47) observou que a proliferacao vascular acompanha o
desenvolvimento dos tumores colo-retais, com numeros progressivamente maiores de

microvasos em adenomas de baixo grau, alto grau e adenocarcinomas precoces.
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Nem todos os pesquisadores que analisaram a importdncia da contagem
microvascular no adenocarcinoma colo-retal chegaram a estas mesmas conclusdes. Banner
e colaboradores (48), estudando 22 pacientes com carcinomas do colon e reto com invasao
transmural da parede intestinal ¢ sem metastases linfaticas, relataram que aqueles
individuos com sobrevida mais longa apresentavam indices de DMV maiores quando
comparados aos casos de recorréncia precoce da neoplasia. Lindmark (49) ja havia
observado resultados semelhantes dois anos antes. Sua série de 227 pacientes com
adenocarcinoma colo-retal demonstrou uma maior sobrevida nos casos com DMV elevada,
sendo que ndo se observou relacdo entre a contagem dos vasos sangiiineos tumorais € 0
grau de diferenciagdo celular dos tumores ou o estdgio clinico da doenga. Cianchi e
colaboradores (50) relataram também uma associacdo entre DMV elevada e melhor
comportamento clinico de tumores do reto sem metastases para a cadeia linfatica regional.
Os autores observaram ainda que contagens elevadas de vasos sangiiineos tumorais eram
acompanhadas de um aumento na infiltracao linfocitaria das lesdes, o que poderia indicar
uma melhor resposta imune celular, a qual se correlacionaria com um melhor prognostico.
Estes mesmos linfécitos seriam os responsaveis pelo estimulo angiogénico aumentado
através da liberagdo de agentes pro-angiogénicos. Abdalla e colaboradores (51) também
descreveram uma série de pacientes tratados por adenocarcinoma do célon e reto em que a
DMV mais elevada foi associada com melhor prognostico e sobrevida. Estes autores
também descrevem a importancia da reacdo inflamatdria tumoral como agente estimulante
da producdo de vasos sangiiineos, devendo-se levar em consideracdo outros fatores como
expressdo de oncogenes, composicdo da matriz extracelular, moleculas de adesdo
intercelular, fatores de crescimento tumoral e grau de apoptose, que poderiam interferir na

interpretacdo dos resultados. Boxer e colaboradores (52), da mesma maneira, observaram
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um pior progndstico nos pacientes com indices de DMV baixos em casos de carcinoma
colo-retal sem invasdo linfatica. Estes mesmos autores descreveram que a expressao do
VEGF na extremidade invasora da lesdo maligna guardava importante relagdo com a
recorréncia tumoral sistémica, mesmo com contagens microvasculares reduzidas nesta
mesma regido. A deficiciéncia de vascularizagdo dos tumores nas margens invasoras que
conduziria a hipdxia, um importante estimulo a produ¢ao do VEGF, poderia explicar estes
achados. Tal fato teria importancia clinica significativa uma vez que justificaria o uso de
agentes anti-angiogénicos bloqueadores de VEGF mesmo em casos com contagens
vasculares tumorais reduzidas.

Frente a estes achados conflitantes na literatura, o estudo de outros fatores
associados a angiogénese tumoral além da simples contagem dos vasos parece fundamental
para que possamos compreender melhor a biologia das lesdes e para expandirmos o nosso

arsenal terapéutico oncologico.



26

Fator tecidual: funcées fisiolégicas e importincia no desenvolvimento de neoplasias
malignas.

Estudos pioneiros, datando do final do século XIX, demostraram que o mecanismo
de coagulacao sangiiinea resulta da interacdo entre protrombina, céalcio, fibrinogéneo e um
quarto fator conhecido como tromboplastina ou, mais freqiientemente, fator tecidual (FT)
(53).

O FT desempenha uma fungdo fundamental na cascata de coagulagdo sangiiinea ao
combinar-se com o fator VII, complexo este que tem agdo proteolitica, resultando entdo na
ativacao dos fatores IX e X, desencadeando a seqiiéncia de reagdes que terminam por
converter fibrinogéneo em fibrina, levando a formagao final de um coéagulo (53,54,55).

Em sua forma madura, o FT, uma proteina trans-membrana, apresenta 219
aminoacidos em sua por¢ao extracelular, 23 aminoacidos na cadeia trans-membrana e 21 na
sua porcdo citoplasmatica (53). Ele ¢ classificado como um membro da familia dos
receptores de fatores de crescimento hematopoiético que também incluem os receptores do
interferon alfa e da interleucina 10 (53).

Usualmente, o FT esta presente nos fibroblastos da adventicia de vasos sangiiineos,
capsulas de orgdos, células epiteliais de pele e mucosas, células do estroma endometrial e
astrocitos no sistema nervoso central (53). Nao foi detectada a presenca de fator tecidual
em células intravasculares, como o endotélio normal, sugerindo que ele constitui um
envelope hemostatico no caso de ruptura da integridade vascular ou tecidual (53).

Acredita-se também que o FT apresente efeitos morfogénicos, por exemplo, sobre
c¢lulas de musculo liso (53). Na placa aterosclerotica, estudos demonstraram que ele ¢
expresso em macroéfagos e na muscular do vaso (53). Toshi e colaboradores (56)

demonstraram que o FT estd presente nas placas aterosclerdticas ricas em lipidios e
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sugeriram que ele representa um forte estimulo trombogénico sobre estas lesdes
ateromatosas, principalmente apos a ruptura espontanea da placa. Por outro lado, apods lesao
mecanica arterial, como visto na angioplastia ou dilatacdo com baldo, ocorre a migragdo de
c¢lulas de musculo liso que participam da reparagdo do trauma. Este efeito benéfico,
mediado em parte pelo fator tecidual, representa uma contrapartida vantajosa ao risco de
trombose associado a exposi¢ao do FT a proteinas plasmaticas relacionadas a coagulacao.
De fato, estudos demonstraram que a neutralizagdo do complexo FT/Fator VII ativado
(FT/FVIla) resulta em diminuicao da espessura da intima arterial (57).

Também foi identificada a expressdo do fator tecidual em diversas células de
tecidos embrionarios como epitélios, cardiomidcitos, células do endoderma visceral,
musculo liso vascular e tecido neural, especialmente durante periodos de desenvolvimento
embrionario nos quais os fatores de coagulacdo ndo estdo presentes ou sdo incapazes de
cruzar a barreira placentdria (53). Mais recentemente, estudos com inativacdo de genes
revelaram que a deficiéncia do FT ¢ letal para embrides em fungdao de um desenvolvimento
vascular comprometido (53, 58).

Além do periodo embrionario, outras circunstancias podem induzir a expressao do
FT. Citocinas inflamatérias (como o fator de necrose tumoral), mitogenos (como o VEGF,
insulina e o fator de crescimento de fibroblastos), hormonios, endotoxinas, infec¢des virais,
hipoxia e trauma mecanico foram também associados a um aumento de atividade desta
proteina (53).

Além destas fungdes reconhecidas, o FT pode apresentar outras fung¢des ndo
relacionadas a coagulagdo sangiiinea. Sua expressdo se encontra aumentada em varios tipos
celulares tumorais que apresentam atividade pro-coagulante (53,59). Recentemente, o FT

também foi relacionado ao desenvolvimento de metastases através de mecanismos de
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sinalizagdo intracelular, bem como através da atividade proteolitica do complexo FT/Fator
VII ativado (53,59). Esta associacdo entre a expressdo do FT e o desenvolvimento de
neoplasias malignas € o foco central de nossa pesquisa.

A relagdo entre os mecanismos de coagulagdo e o desenvolvimento do cancer ¢
reconhecida desde longa data. Em 1865, Armand Trousseau (59) observou que pacientes
que se apresentavam com trombo-embolismo sintomatico freqlientemente eram também
portadores de uma neoplasia maligna oculta. Ele também notou que individuos
reconhecidamente portadores de um tumor maligno apresentavam uma tendéncia
aumentada para fendmenos de natureza trombo-embdlica. Levantamentos estatisticos mais
recentes mostraram que esta observagao ¢ bastante precisa. Em pacientes com neoplasia de
mama, a incidéncia de trombose e embolia ¢ de 0,1% no estagio clinico I, incidéncia esta
que chega a 18% nos estagios III e IV (60). No plano inverso, individuos com trombo-
embolismo sem uma condi¢do clinica aparente e detectavel apresentam um risco
significativamente aumentado, podendo chegar até a nove vezes o observado na populacao
em geral, de terem diagnosticada uma neoplasia maligna nos seis meses a um ano
subseqiientes (61). Esta chance ¢ ainda maior se um segundo episddio de trombose ocorrer
(61).

Um dos agentes associados aos estados de hipercoagulabilidade relacionados aos
tumores malignos ¢ o fator tecidual (FT) (59,62). Sua expressdao encontra-se aumentada em
neoplasias como as de pequenas células de pulmao (63), os gliomas (64), e os carcinomas
de mama (65), pancreas (66), colon (67) e prostata (68), sendo também relacionada com

estagios avancados destas doengas.



29

Viérios autores indicaram que o FT desempenha um papel crucial na fisiopatologia
do cancer devido a capacidade de estimular a expressao genética do VEGF e, através dele,
criar uma proliferagdo vascular tumoral exagerada, fundamental para o desenvolvimento do
tumor e sua habilidade de produzir metastases (59,67,69,70). A alteragdo na homeostase
angiogénica requer um desequilibrio no balango de fatores pro-angiogénese e anti-
angiogénese que normalmente manteriam a proliferacdo de células endoteliais sob controle
(59). O FT parece interferir neste equilibrio através de um estimulo a expressao do VEGF
(59,71) e também na supressao da trombospondina, um peptideo anti-angiogénico (59).
Além disto, tanto o FT quanto o VEGF tém expressdao aumentada na hipoxia, fenomeno
freqiientemente observado no cancer (72). Aparentemente, duas vias fisiopatoldgicas
existem para explicar o estimulo angiogénico do FT (59). Uma delas ¢ dependente do
mecanismo de coagulagdo (59,73) e a outra ndo (59).

No primeiro caso, a rota angiogénica dependente de coagulacdo resulta da ativagao
da trombina via ligagdo do FT ao fator de coagulagcdo VII. A presenca de trombina resulta
em lise dos fibrinopetideos A e B a partir da molécula do fibrinogénio, que determina a
conversao deste em fibrina. Niveis plasmadticos elevados de fibrinopeptideo A foram
relacionados com crescimento tumoral (59). Além disto, a presenca de trombina ativa as
plaquetas, que se unirdo a fibrina formando o codgulo. As plaquetas ativadas liberam
fatores pro-angiogénicos, dentre eles o VEGF, que contribuem para a migragdo e a
proliferagdo de células endoteliais. O VEGF, por sua vez, induz um aumento de
permeabilidade vascular que determina um escape de proteinas plasmaticas, especialmente
fibrina, as quais irdo formar uma matriz ao redor das células tumorais (59,73,74). Esta
matriz serve como base para migracdo de células endoteliais e para a angiogénese justa-

tumoral. Por fim, a degradacdo da matriz de fibrina libera novos agentes estimulantes da
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proliferagdo vascular, o que contribui para a manutencdo e para o incremento do estimulo
angiogénico (59,73,74).

Existem também evidéncias de que um mecanismo ndo diretamente relacionado a
cascata da coagulacdo, mas ainda assim envolvendo a expressao do FT por células tumorais
representa uma fonte de estimulo angiogénico para as neoplasias (59). A fosforilagdo da
por¢do citoplasmatica do FT induz a formagao de uma seqii€ncia de sinais intracelulares
que resultam na transcricao de varios genes (59,70,74,75). O fator de crescimento vascular
endotelial tem sua transcricdo aumentada pela ativagdo do FT, levando a um potente
estimulo angiogénico (59,70,74,75). Por outro lado, a trombospondina ¢ inibida pelo FT,
reduzindo a sua capacidade anti-angiogénica (59). Além disto, como vimos anteriormente,
o aumento da atividade do VEGF por acdo do FT resulta em uma permeabilidade vascular
exagerada a proteinas plasmaticas, com deposicao de fibrina na forma de uma matriz junto
as células tumorais (59). Tal matriz representa também um estimulo a proliferagdo de vasos
sangiiineos uma vez que sua analise demonstrou altas concentragdes de agentes pro-
angiogénicos como o fator de crescimento de fibroblastos, o proprio VEGF e o fator de
crescimento associado a insulina tipo 1 (IGF-1) (59). Da mesma forma, o extravasamento
de proteinas plasmaticas aumenta o indice de ligacao entre o fator VII e o FT. O fator VII
ativado produz um aumento de célcio intracelular que, por sua vez, estimula a fosforilacao
da porcao intracitoplasmatica do FT, completando um ciclo de retroalimentacao positiva
através de um novo incremento na transcri¢ao do VEGF (59).

Ainda ndo se conhece a real parcela de responsabilidade de cada um destes
mecanismos na fisiopatologia do fator tecidual com relagdo ao desenvolvimento do cancer.
Hembrough e colaboradores (76), em uma tentativa de avaliar o papel da coagulagdo no

crescimento de tumores, testaram, in vivo, inibidores especificos para o complexo FT-FVIla
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e para o fator X ativado (FXa). Estes autores demonstraram que dois inibidores do
complexo FT/FVIla conseguiram diminuir a progressdo de lesdes primdrias e metastaticas
em cobaias. Por outro lado, o uso de inibidores especificos do FXa ndo demonstrou
atividade anti-tumoral. Uma vez que o FXa constitui o elemento final da rota pro-
coagulante do FT-FVIIa, estes dados sugerem que a agdo proteolitica deste Gltimo promove
a proliferacdo tumoral e a angiogénese por um outro mecanismo além daquele observado
através da cascata de coagulacdo sangiiinea.

Rickles e colaboradores (77) observaram uma forte correlacdo entre a expressao de
FT e a sintese de VEGF em linhagens tumorais humanas. A inoculagdo destas células
neoplédsicas em camundongos imunossuprimidos levou ao desenvolvimento de tumores
com alta taxa de densidade microvascular. Ao se transfectar em uma linhagem tumoral
com baixa expressao de FT/VEGF uma seqiiéncia codificante completa do FT, estas células
se tornaram produtoras destes dois elementos. Por outro lado, quando se inoculava uma
seqliencia de FT com alteracdes na por¢ao intracitoplasmatica que impediam a fosforilagao,
0 que se observava era uma intensa producao do fator tecidual, mas ndo do VEGF. Estes
resultados sugeriam que a porgao citoplasmatica do FT ¢ necessaria para o estimulo a
producao do VEGF.

Tais achados se somam aos de Abe e colaboradores (78) que descreveram, através
de metodologia semelhante, o comportamento de varias linhagens de melanoma em relagado
a expressdo do FT e a angiogénese. Tumores com altas taxas de FT/VEGF quando
inoculados em camundongos imunossuprimidos produziam lesdes solidas altamente
vascularizadas. Por outro lado, melanomas com baixa expressdo destes dois elementos
produziam tumores relativamente avasculares. A inoculagdo de uma seqiiéncia de DNA

para o FT que produzisse uma proteina cuja porcao citoplasmatica fosse inutilizada levava
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a expressao do FT, mas a uma baixa taxa de VEGF. Se a cadeia de DNA inoculada, por
outro lado, levasse somente a inativacdo da por¢do extracelular do FT, ou seja, a porcao
ligante do Fator VII ativado, os niveis de VEGF eram semelhantes aqueles vistos em
tumores produtores de FT. Zhang e colaboradores (70) descreveram mais recentemente
resultados semelhantes aos descritos anteriormente, s6 que utilizando linhagens celulares de
tumores gastricos. Da mesma maneira, células inoculadas com muta¢des da porcao
extracelular da molécula de FT produziam altos niveis de VEGF. Se a mutagao, entretanto,
afetasse a regido intracelular, mesmo que a expressdo do FT estivesse plenamente
demonstrada, a produgdo do VEGF ficava significativamente comprometida.

Se, por um lado, a porgao citoplasmatica do fator tecidual foi associada a produgdo
do VEGF em linhagens tumorais, a por¢ao ligante extracelular teve sua participagdo
associada a disseminagdo de tumores malignos. Mueller e Ruf (79) desenvolveram um
modelo experimental de metastases hematogénicas dependentes de FT que demonstrou a
importancia do complexo FT/FVIla na evolucdo de lesdes neoplasicas. Ao que parece,
existe a necessidade da acdo proteolitica deste complexo para o favorecimento da
disseminacao das células tumorais através da corrente sangiiinea.

Amirkhosravi e colaboradores (72) avaliaram a importancia da hipéxia, um achado
freqliente em neoplasias malignas, no aumento da expressao do FT em tecidos tumorais. Ao
cultivarem células de vérios tipos de neoplasias em meios com baixa tensao de oxigénio,
relataram um aumento da atividade pré-coagulante bem como da expressdo do FT. Ao
injetarem estas culturas em cobaias, notaram que aquelas expostas a baixa tensdo de
oxigénio (O;) produziram mais trombocitopenia e metastases pulmonares do que células
cultivadas com niveis normais de O,. Em conclusdo, os autores relataram que a hipoxia

aumenta a expressao do FT em neoplasias malignas, fato que estimula a adesdo plaquetaria,
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facilitando o desenvolvimento de metéstases hematogénicas através de um mecanismo mais
associado a atividade coagulante do FT, portanto de sua porcao relacionada ao fator VII
ativado, do que a sua por¢ao intra-citoplasmatica.

Em conjunto com estes achados, diversos estudos foram desenvolvidos para avaliar
a freqiiéncia da expressdo do FT e correlaciona-la com fatores prognosticos classicamente
reconhecidos nos mais variados tipos de neoplasias malignas.

Seto e colaboradores (80) avaliaram a expressao do fator tecidual em 67 pacientes
com adenocarcinoma colo-retal, correlacionando-a com a ocorréncia de metastases
hepaticas. Os autores observaram que neoplasias com altas taxas de atividade do fator
tecidual apresentaram um risco significativamente maior de desenvolvimento de lesdes no
figado, bem como um pior progndstico ap6s trés anos de acompanhamento.

Da mesma maneira, Nakasaki e colaboradores (81) avaliaram a expressdao de FT em
100 tumores malignos colo-retais. O fator tecidual estava presente em 57% da amostra e a
intensidade de sua expressao se correlacionou com a classificacdo de Dukes destes tumores.
Além disto, observou-se uma relagdo significativa entre a expressao do FT e a do VEGF.
Tais dados sugerem que a expressdo do FT se relaciona com o grau de progressdo da
doenca avaliado pelos critérios de Dukes, sendo o VEGF um elemento significativo na
determinacao do progndstico destes pacientes.

Contrino e colaboradores (82) avaliaram a expressdo do FT em carcinomas de
mama e encontraram também uma relagdo prognostica. Ao analisarem a atividade do FT
na superficie vascular endotelial de pacientes portadores de neoplasias malignas, relataram
que em sete casos havia atividade desta proteina a nivel do endotélio assim como em
células tumorais. Em compara¢ao, em dez casos de doenga fibrocistica, nenhum apresentou

analise imuno-histoquimica positiva para o FT. Os autores concluiram que células tumorais
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podem ativar células endoteliais adjacentes a lesdo e estimular a proliferacdo de vasos
sangiiineos justa-tumorais através de um importante estimulo angiogénico mediado pelo
fator tecidual.

Vrana e colaboradores (83) avaliaram a expressdo do fator tecidual em células do
estroma peritumoral de neoplasias de mama e encontraram uma relagdo significativa entre a
presenca do FT e a progressdo para o carcinoma invasor. Células positivas para o FT eram
particularmente abundantes nas proximidades de lesdes infiltrativas, sendo constituidas
principalmente por macréfagos e miofibroblastos. Para os autores, estes dados indicaram
que o recrutamento ou ativacdo de células positivas para FT ¢ um evento precoce na
progressao para um carcinoma localmente invasor.

Mais recentemente, Kato e colaboradores (84) observaram um efeito sinérgico entre
a progesterona e a expressao do FT em um modelo experimental baseado em células de
carcinoma mamario. A incubacdo de células da linhagem ZR 75 em meio rico em
progesterona foi acompanhada de um aumento da atividade do RNAm e da expressdao do
proprio FT. Tal efeito foi acompanhado de um incremento da atividade pro-coagulante
desta linhagem celular, bem como do seu potencial invasor. Para os autores, o efeito da
progesterona estimulando a expressdo do FT representa uma vantagem em termos de
viabilidade das células tumorais e um risco nos casos de reposicdo hormonal em pacientes
portadoras de cancer de mama.

Hamada e colaboradores (85) avaliaram a expressdo do FT em 44 espécimes
cirargicos de gliomas. Seus dados concluiram que o nivel de expressao se relacionava grau
histologico de malignidade, uma vez que 10% dos gliomas definidos como de baixo grau
apresentavam positividade para o FT, enquanto que 86% dos astrocitomas anaplasicos e

95% dos glioblastomas expressavam de forma moderada ou intensa esta mesma proteina.
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Kakkar e colaboradores (86) avaliaram 55 casos de carcinomas ductais pancreaticos
quanto a expressao do FT. Observaram que tumores pouco diferenciados apresentavam
maior atividade do fator tecidual que inclusive ndo estava presente em tecidos pancreaticos
nao neoplasicos.

Nitori e colaboradores (87) avaliaram a freqiiéncia da expressao do fator tecidual,
correlacionando-a a fatores progndsticos também em neoplasias ductais pancreaticas. A
expressao aumentada, considerada no estudo como a presenga de mais de 25% das células
positivas para o FT, foi relacionada a uma maior extensao do tumor primario, a ocorréncia
de metastases linfonodais e a tumores pouco diferenciados. De fato, a expressdao do FT se
mostrou como uma variavel prognostica de valor independente para recorréncia e dbito por
este tipo de neoplasia. Os autores relataram ainda que a inativagdo do FT por bloqueio do
RNAm reduziu o potencial invasor in vitro de células tumorais pancreaticas, o que o
associa com a agressividade deste tipo de tumor.

Para Khorana e Fine (88), a expressdao freqiiente do FT pelas células malignas
pancredticas representa a principal razdo para ocorréncia de fenomenos tipicos de
coagulopatia, como tromboembolismo, trombose de veia porta, coagulagdo intravascular
disseminada e trombose venosa profunda, que aparecem como complicadores em até 57%
dos individuos afetados por este tipo de neoplasia.

Poon e colaboradores (89), estudando casos de carcinoma hepatocelular, avaliaram a
relacdo entre a expressao do FT, a DMV e fatores progndsticos. A atividade do FT foi
associada a uma maior densidade de vasos sangiiineos bem como a uma elevada presenca
de VEGF. Além disso, tumores positivos para FT demonstraram maior ocorréncia de
invasdo venosa, estagios clinicos mais avancados e lesdes ndo encapsuladas. De fato, o FT

se mostrou como fator prognostico negativo independente nestas lesoes.
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Kaido e colaboradores (90), da mesma forma, encontraram importancia progndstica
em relacdo ao FT em casos de carcinoma hepatocelular. Individuos com tumores que
expressavam o FT apresentaram uma maior freqiiéncia de trombose neoplasica da veia
porta, metastases intra-hepaticas, hipoalbuminemia, e invasdo capsular. A sobrevida livre
de doenga foi significativamente maior nos pacientes com lesdes negativas para atividade
do FT, o que, nesta amostra, demonstrou que o mesmo ¢ um fator prognostico negativo
independente.

Em casos de adenocarcinoma de prostata, Abdulkhadir (68) e Carvalhal (91)
demonstraram que a atividade do fator tecidual na membrana celular teve associagao direta
com niveis mais elevados de PSA. Quando quantificada a densidade microvascular nestas
lesdes, os indices mais elevados foram observados nos casos positivos para FT, levando os
autores a concluirem que a sua expressdo poderd servir como um marcador da
agressividade dos tumores prostaticos, assim como um indicador de angiogénese
aumentada. Akashi e colaboradores (92) também encontraram correlacdo prognostica na
expressao do fator tecidual em neoplasias de préstata. Em casos de doenca metastatica,
75,3% dos tumores expressavam o FT, sendo que estes individuos apresentaram pior
desempenho clinico no tratamento com supressao hormonal.

Wang e colaboradores (93) descreveram a importancia dos fatores relacionados a
coagulacdo, dentre eles o FT, na progressao e evolucao clinica das neoplasias ovarianas de
origem epitelial. Andlises de DNA demostraram aumento da atividade de genes
relacionados a proteinas de coagulacdo e a inflamagdo no peritdnio pélvico e em regides
proximas a implantes. Tal expressao teve correlagdo com atividade proliferativa celular,

potencial de invasdo, angiogénese, producdo de ascite e metastases.
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Por fim, Koomagi e colaboradores (94) estudaram a expressao do fator tecidual em
191 neoplasias malignas pulmonares do tipo ndo pequenas células. Nestes casos, a
atividade do FT se correlacionou com a intensidade da expressio do VEGF e com a
densidade microvascular das lesdes. A positividade das células tumorais para o FT foi
também associada a um pior progndstico, com reducdo significativa da sobrevida apds o
tratamento.

Frente a estes achados o estudo das interacdes entre o fator tecidual e o cancer,
especialmente no que se refere ao seus mecanismos de acdo, pode abrir um campo
alternativo de tratamento das neoplasias malignas, envolvendo ndo s6 o controle da
expressdao de substincias pro-angiogéncias, mas também dos sistemas regulatorios da

coagulagdo sangiiinea.
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Objetivos
e Descrever a expressao do fator tecidual em adenocarcinomas colo-retais de pacientes
submetidos a tratamento cirurgico no Servico de Colo-Proctologia do Hospital Sao
Lucas da PUCRS (HSL-PUCRS).
e Relacionar a intensidade da expressao do fator tecidual com a densidade microvascular
dos tumores colo-retais.
e Relacionar a intensidade da expressao do fator tecidual com:
Idade e sexo dos individuos analisados.
Profundidade de penetracao na parede intestinal pela neoplasia colo-retal.
Ocorréncia de metastases linfaticas.
Localizacao das lesdes no intestino.
Sobrevida dos pacientes tratados.
Sitios de recorréncia metastatica.

Diferenciagdo histologica das neoplasias.
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Pacientes e métodos:
1) Selecdo da amostra e material utilizado:

Desenvolvemos um estudo no qual foram analisados dados anatomo-patoldgicos e de
acompanhamento clinico de 43 pacientes atendidos no Servico de Colo-proctologia do
Hospital Sao Lucas da PUCRS no periodo de 1993 a 1998 com diagndstico de
adenocarcinoma do cdlon e reto.

Foram incluidos no estudo aqueles individuos submetidos exclusivamente a ressecc¢des
intestinais com ou sem anastomose associada, seguindo padrdes oncoldgicos terapéuticos e
nao palitivos. Os pacientes seguiram acompanhamento clinico, laboratorial e endoscopico
no Servico de Colo-proctologia do Hospital Sao Lucas da PUCRS, sendo os casos de
recidivas tumorais documentados por exame fisico, provas laboratoriais (provas de fungao
hepatica, marcadores tumorais ou testes especificos do 6rgdo afetado), testes de imagem
(ecografia, tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear magnética) e seguimento
clinico do desfecho final (6bito ou resolucao). Foram incluidos todos os pacientes opreados
noperiodo e que atenderam os pré-requisitos acima descritos.

Para analise das variaveis principais do estudo (expressao do fator tecidual e densidade
microvascular) utilizaram-se espécimes dos tumores colo-retais armazenados no
Laboratorio de Anatomia Patolégica do HSL-PUCRS sob a forma de blocos de parafina. O
material coletado foi avaliado pelo pesquisador e por um patologista do proprio laboratorio
quanto a representatividade da neoplasia através de corte e coloragdo com hematoxilina-
eosina.

Os dados referentes aos achados anitomo-patologicos foram aqueles originalmente
obtidos na andlise dos espécimes ressecados e utilizados para a defini¢do do estadiamento

clinico-patologico realizado imediatamente apds as intervengdes cirurgicas. Tais
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informagdes encontravam-se armazenadas no proprio laboratério de Anatomia Patologica

do HSL-PUCRS, sendo complementados com informagdes clinicas contidas nos

prontuarios médicos guardados no Servigo de Arquivo Médico e Estatistica do HSL-

PUCRS.

Foram coletados dados referentes a:

¢ [dade e sexo dos pacientes;

e Localiza¢dao dos tumores no reto ou colon;

e Grau de diferenciagdo histologica das neoplasias subdivididas em trés categorias:
adenocarcinomas bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco
diferenciados (95);

¢ Profundidade de penetracdo na parede intestinal, sendo os tumores agrupados em 4
categorias de acordo com o estadiamento andtomo-patologico das lesdes colo-retais:
carcinomas invasores de submucosa; da muscular propria do intestino; da serosa ou
gordura peri-intestinal; e de estruturas adjacentes;

e Metastases para cadeias linfaticas regionais do intestino;

e Sobrevida apds o tratamento do adenocarcinoma colo-retal quantificada em meses apos

a cirurgia.

2) Analise da expressao do fator tecidual:

Seccdes de tecido neoplasico foram preparadas através de método imunoistoquimico
com anticorpos monoclonais anti-fator tecidual (Mouse anti-human tissue factor, type 1 US
Biological — type Mab, IgG1 clone 2K1). A reatividade para o FT foi avaliada utilizando-se

microscopio optico Zeiss Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha) com magnificacdo de 100X
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e classificada de acordo com o percentual de glandulas malignas positivas para o antigeno
pesquisado. A expressdao do FT foi subdividida em 4 grupos (78,91):

1. Zero a 25% das glandulas de carcinoma coradas;

2. Vinte e seis a 50% das glandulas de carcinoma coradas;

3. Cinqlienta e um a 75% das glandulas de carcinoma coradas;

4. Setenta e seis a 100% das glandulas de carcinoma coradas.

Esta varidvel foi avaliada independentemente por dois 2 observadores treinados, nao
havendo discordancia entre os dados computados para este quesito. As figuras 1 e 2

exemplificam a classificacdo acima proposta com lesdes na categoria 1 e 4.

Figura 1: Exemplo da expressdo do fator tecidual em 100% das glandulas de um
adenocarcinoma colo-retal. As setas apontam glandulas neoplésicas expressando

intensamente o fator tecidual.
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Figura 2: Exemplo de expressdo ausente do fator tecidual em glandulas de adenocarcinoma

(indicadas por setas) em um caso de nossa amostra.

3) Quantificacdo da densidade microvascular

A contagem de microvasos foi relizada utilizando-se marcagdo imunoistoquimica
com anticorpo anti-CD34 endotelial (CD34 classe I Clone QBEnd 10, Dakocytomation,
EUA) em seccdes de tecido neoplésico obtidas consecutivamente a partir dos mesmos
blocos de parafina empregados para avaliacdo da expressdo do fator tecidual. Para a
realizacdo da contagem do nimero de vasos sangiiineos por area de tumor utilizou-se
método de captura digital de imagens das lesdes analisadas. Foi utilizado o sistema de
andlise de imagens do Laboratério de Patologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS,
composto por um microscopio otico Zeiss Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha) com lentes
plan-neofluares conectado através de uma videocdmera Roper Scientific (Media

Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com 512
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MB de memoria RAM, disco rigido de 160 GB e placa de captura Image Pro Capture kit
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para a analise digital de imagens foi utilizado o
programa [mage Pro Plus versdao 4.5. Este programa permite a captura de uma imagem
digital com a possibilidade da insercdo de grade de correcdo, marca¢do e contagem das
areas de interesse. As imagens foram armazenadas no formato TIFF (True Image Format
File) para analise posterior. Histologicamente, os microvasos foram identificados pela
coloragdo acastanhada, em contraste com fundo de cor azul claro (hematoxilina). A
identificagdo da microvascularizagdo foi realizada através da selecdo das areas mais
vascularizadas, preferencialmente na regido periférica do tumor, examinadas com
magnificacdo de 100X. Estas areas hipervascularizadas, ou “hot spots”, sdo representativas
dos locais de maior densidade microvascular. Apds a sua identificacdo, foi realizada a
captura da imagem em 20 campos diferentes para a contagem dos vasos com uma
magnificagio de 400X, com resolugdo de 1392X1040 pixels por 0,76mm?. Qualquer célula
endotelial separada de microvasos adjacentes foi contada como um microvaso. Nao foi
necessaria a visualizagdo da luz vascular ou a presencga de hemadcias, pois o diametro médio
dos capilares ¢ de 10 a 12 micrometros, semelhante a0 maior didmetro de uma hemacia.
Tanto células isoladas quanto vasos maiores, porém sem parede muscular ou adventicia
foram incluidos na contagem. A insercao de uma grade de correcao resultou em um campo
com amplitude de 1312X960 pixels, correspondendo a area de 0,66 mm”. Somente foram
contados os vasos dentro da area da grade, ou que tocassem a linha de demarcagdo
pontilhada. A contagem foi realizada numa escala ordinal e apds foi realizada a média

aritmética dos 20 campos selecionados em cada “hot spot” (96).
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4) Técnica de imunoistoquimica:

A partir dos tecidos fixados e incluidos em parafina referentes aos tumores incluidos
no estudo, cortes com espessura de 3 wm foram submetidos a recuperagdo antigénica em
banho-maria por 30 minutos a 99°C utilizando tampao Tris/EDTA, ph 9 (20 mM Tris/0,65
mM EDTA). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito utilizando solucdo de peridrol
3%(H20, em alcool metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos em soro fisiologico
normal a 5% com tampao PBS (Phosphate binding saline) por 30 minutos para diminuir o
background. As secgdes foram incubadas com anticorpo monoclonal de rato anti-Fator
Tecidual tipo 1 (Mouse anti-human tissue factor, type 1 US Biological — type Mab, IgG1
clone 2K1) com dilui¢do de 1:30 e anticorpo anti-humano monoclonal de rato para CD34
(CD34 classe Il Clone QBEnd 10 Dakocytomation) com dilui¢ao de 1:400. O sistema de
detecgao utilizado foi com o Kit Dako LSAB + peroxidase (Streptoavidina). Os cortes
foram revelados usando o cromogeno 3,3’- diaminoazobenzidina em solucao tampao PBS e
0,002% de peroxido de hidrogénio e contra-corados com hematoxilina. Os cortes em
laminas foram entdo desidratados, clarificados e finalmente montados com balsamo e

laminula.

5)Analise estatistica:

Os dados categoricos foram descritos por freqiiéncia e percentual e os quantitativos
por média e desvio padrdo. A comparagdo da idade e da densidade vascular por campo no
“hotspot” foi realizada entre os grupos de alta e baixa expressao do fator tecidual pelo teste
t de Student. As demais variaveis foram comparadas entre esses mesmos grupos com o

teste de qui-quadrado. As analises foram realizadas com o auxilio do programa SPSS
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versao 12.0, sendo a figura 4 elaborado pelo programa SigmaPLot versdao 8.0. Para a

comparac¢ao da sobrevida nos dois grupos, foram elaboradas curvas do tipo Kaplan-Meier.

6)Aspectos bioéticos da pesquisa:
O presente estudo foi apresentado aos Comités de Etica e de Pesquisa do Hospital
Sao Lucas da PUCRS previamente ao inicio da coleta dos dados, tendo obtido autorizagao

de ambos para sua realizagao (Oficios 174/04-PG e 606/04-CEP).
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Resultados
1) Caracteristicas da amostra estudada:

Foram analisados os dados clinicos e anatomo-patologicas dos 43 pacientes incluidos
no estudo. Nesta populagdo, a média de idade foi de 58,1 +12,64 anos, sendo 16 (37,2%)
individuos do sexo feminino e 27 (62,8%) do sexo masculino. Os tumores se localizavam
mais freqlientemente no reto (60,4%), sendo que a maioria ja apresentava extensao até a
serosa ou ao tecido gorduroso peri-intestinal (72,1%). A cadeia linfatica regional
apresentava comprometimento por adenocarcinoma em 20 pacientes analisados (46,5%).

Na classificagdo quanto ao grau de diferenciacdo histologica das neoplasias, os

adenocarcinomas moderadamente diferenciados foram aqueles mais freqiientemente

observados, representando 72,1% da amostra.

Durante o acompanhamento, 22 pacientes (51,1%) apresentaram recidiva da doenca,
sendo o oObito constatado, em média, com 27,6 +12,84 meses de pos-operatorio. O sitio
mais freqlientemente observado como primeiro local de recidiva neoplasica foi o figado,
com 50% dos casos de nossa amostra. Nos individuos sem evidéncias de recidiva tumoral,
o tempo médio de acompanhamento foi de 103,8 +34,53 meses.

Os dados detalhados referentes aos pacientes e suas lesdes podem ser observados na

tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e anatomo-patologicas da amostra.

Variaveis Subclassifica¢do Total

1)M¢édia de idade 58,1 +12,64 anos

2)Localizagao Reto 26 (60,4%)
Sigmoide 5(11,6%)
Descendente 4 (9,3%)
Transverso 1(2,3%)
Ascendente 7 (16,4%)

3)Linfaticos Com metastases 20 (46,5%)
Sem metastases 23 (53,5%)

4) Profundidade da lesdao

no intestino Submucosa 2 (4,6%)
Muscular propria 7 (16,4%)
Serosa 31 (72,1%)
Estruturas vizinhas 3 (6,9%)

5)Evolugao

6)Diferenciagao
histologica

Sem recorréncia

Com recorréncia Total
Figado
Carcinomatose
Pulmio
Cérebro
Pancreas
Pelve

Bem

Moderadamente

Pouco

21 (48,9%)
22 (51,1%)
11 (50%)
2(9,2%)

1 (4,5%)

1 (4,5%)

1 (4,5%)

6 (27,3)

2 (4,6%)
31 (72,1%)
10 (23,3%)
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2) Expressao do fator tecidual:

A intensidade da expressdo do fator tecidual em tumores de nossa amostra foi
significativa. Trinta e oito pacientes (88,4%) apresentavam lesdes que expressavam
intensamente o fator tecidual (76-100% das células tumorais positivas para FT, grupo 4).
Em trés tumores (7%), a atividade do FT foi quantificada em 0 a 25% das glandulas, o que
corresponde ao grupo 1, e dois casos (4,6%) foram incluidos no grupo 2 (26-50% das
glandulas positivas para FT). Nao foram identificados pacientes no grupo 3 (51-75% das
células coradas para FT).

Em funcdo do pequeno numero de pacientes alocados nos demais grupos e da
polarizacao observada na intensidade da expressdo do FT, para melhor andlise estatistica,
os casos incluidos nos grupos 1 e 2 foram estudados em conjunto, formando um novo
grupo (0-50% das glandulas positivas para FT). As figura 3 ilustra um caso com elevada
expressao do fator tecidual tanto no citoplasma quanto na membrana celular encontrado em

nossa amostra.

Figura 3: Fotomicrografia de grande aumento demonstrando a expressao do fator tecidual

em glandulas neoplasicas de adenocarcinoma colo-retal.
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3) Relacio entre a expressao do fator tecidual e a densidade microvascular:
Observamos que, entre as lesdes que apresentavam alta expressao do fator tecidual
(grupo 4), a média da contagem de microvasos por campo de grande aumento foi de 28,4 +
10,1. Ja naqueles casos com expressdo de ausente a moderada (grupos 1 e 2) e que foram
reunidos em um novo grupo de expressao fraca do fator tecidual, a média da contagem foi
de 17,1 £7,9 vasos por campo. A andlise comparativa entre a média destes dois grupos se

mostrou estatisticamente significativa, com valor p=0,022, como vemos na figura 4.
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Figura 4 — Grafico de dotplot representando a densidade vascular, expressa pela contagem
de vasos por campo no hotspot, em relacao a intensidade de marcacao imunoistoquimica
para o fator tecidual
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4) Relacido entre a intensidade da expressio do fator tecidual e fatores clinicos e

anatomo-patolégicos na amostra:

Na andlise final dos dados referentes a populagdo estudada observamos os resultados

que seguem:

A média de idade dos individuos no grupo com alta expressdo do fator tecidual foi de
60,2 +11,5 anos, em comparagdo com uma média de 42,6 +10,2 anos observada nos
casos de expressdo mais reduzida, sendo a diferenga estatisticamente significativa
(p<0,01).

Quanto a distribuicdo por sexo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
distribui¢do de mulheres e homens entre os grupos de expressao alta ou reduzida do
fator tecidual.

Quanto a classifica¢dao dos tumores pelo grau de diferenciacdo histologica, no grupo de
expressao elevada do fator tecidual observamos duas lesdes bem diferenciadas (5,3%),
28 carcinomas moderadamente diferenciados (73,7%) e oito pouco diferenciados
(21%). Nos tumores com baixa expressdo do FT ndo observamos lesdes bem
diferenciadas, sendo trés casos classificados como moderadamente diferenciados (60%)
e dois tumores considerados como pouco diferenciados (40%). Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa na comparagao entre os dois grupos (p=0,67).
Na analise comparativa entre os dois grupos de expressao do fator tecidual em relagdo a
profundidade de penetragcdo na parede intestinal, entre os casos com expressao reduzida
foram encontrados quatro lesdes invasoras da serosa ou gordura peri-intestinal (80%
das lesdes no grupo) e uma lesdo restrita a muscular propria do intestino (20%). No

grupo com elevada expressdo do FT, duas lesdes eram limitadas a submucosa (5,2%),
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seis atingiam a muscular propria do intestino (15,8%), 27 progrediam até a serosa ou
gordura peri-intestinal (71,1%) e trés comprometiam estruturas adjacentes (7,9%). A
distribui¢do pouco pareada comprometeu a analise estatistica. Optou-se entdo por
agrupar as lesdes em uma nova subdivisdo: tumores de invasdo limitada a parede, com
extensdo submucosa ou até a muscular propria do intestino; e lesdes francamente
invasoras, comprometendo a serosa ou gordura peri-intestinal, ou mesmo invadindo
estruturas adjacentes. Novamente, a diferenca observada se mostrou sem diferenga
estatistica significativa. Na tabela 2, no item penetracdo, observa-se a freqiiéncia das
lesdes francamente invasoras estratificadas pela expressao do fator tecidual.

Com relacdo a invasao da cadeia linfatica regional do intestino, trés pacientes no grupo
com expressao reduzida do fator tecidual apresentavam metastases linfonodais (60%
dos casos no grupo) em comparacao com 17 (44,7%) no grupo de expressao elevada. A

diferenga ndo foi considerada estatisticamente significativa.

Quanto a evolucao clinica dos pacientes tratados e acompanhados, observou-se que, dos
22 individuos que apresentaram recaida da doenca, trés (60% dos pacientes no grupo)
encontravam-se entre os casos de expressao baixa do fator tecidual e 19 (50% do grupo)
entre os de alta expressdo. Na amostra estudada, todas as recidivas dos tumores colo-
retais evoluiram para obito em funcao da doenga. No grupo de baixa expressao do FT, o
tempo médio de sobrevida foi de 77 meses (IC: 24 — 130 meses). No grupo com
expressao elevada, a média da sobrevida foi de 89 meses (IC: 69-109 meses). A
diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=0,69). O grafico 5 apresenta a curva
de sobrevida observada entre os casos de alta e baixa expressdo do FT. Em ambos os

grupos, o figado foi o sitio mais freqiiente de metastases, sendo impossivel uma anélise
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comparativa detalhada do padrao de recorréncia em funcdo da distribuicao variavel na

freqliéncia do local da recidiva neoplasica.
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Figura 5: Curva comparativa da sobrevida dos pacientes tratados em relagdo a intensidade

da expressdo do fator tecidual.

e Na distribuicdo dos casos com alta ou baixa expressdo do fator tecidual em relagdo a

localizacao do tumor primadrio, o reto foi o local mais prevalente em ambas as situacoes,
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com 60% dos casos nos dois grupos. Novamente, a ampla varia¢do da localizacdo dos
tumores combinado com o pequeno numero de individuos no grupo com baixa

expressao impediu uma analise estatistica detalhada.

A tabela 2 apresenta um resumo dos achados clinicos e anatomo-patoldgicos em um
quadro comparativo quanto a expressao do fator tecidual.

Tabela 2 — Caracteristicas dos pacientes com tumor colo-retal segundo os niveis de
expressao do fator tecidual

Expressao do fator tecidual

Baixa Alta
Caracteristica n=>5 N =38 P

Sexo masculino, n°® (%) 3 (60,0) 24 (63,2) 1,00
Idade, anos 42,6+10,2 60,2+11,5 <0,01
Tipo histologico, n° (%) 0,67

Bem diferenciado 0(0,0) 2 (5,3)

Moderadamente diferenciado 3 (60,0) 28 (73,7)

Pouco diferenciado 2 (40,0) 8(21,0)
Penetragao extensa na parede, n° (%)* 4 (80,0) 30(78,9) 1,00
Metastases em linfonodos, n° (%) 3 (60,0) 17 (44,7) 0,65
Metastase sistémica, n° (%) 3 (60,0) 19 (50,0) 1,00
Densidade microvascular, vasos/campo 17,1£7,9 28.,4+10,1 0,02

Os dados sdo apresentados como n° (percentual) ou média+desvio padrao.
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Discussao

A relevancia da freqiiéncia da expressao do fator tecidual em tumores malignos no
ser humano foi demonstrada diversas vezes na literatura internacional
(80,81,82,83,85,87,89,91,94). Como apresentado, a relacdo entre elementos ligados ao
mecanismo de coagulagdo ja havia sido observada e descrita no final do século 19 (59).
Neste mesmo periodo foi também descrita a presenca freqiiente de coagulos sangiiineos e
depodsito de material semelhante a fibrina em neoplasias malignas, aumentando o interesse
no estudo da interacdo entre a progressao do cancer e a cascata da coagulagdo (97). Mais
recentemente, o aperfeicoamento do método cientifico possibilitou a identificagdo de
elementos da coagulagdo relacionados ao cancer, contribuindo para ampliar a compreensao
sobre a historia natural deste grupo de doengas. Os possiveis mecanismos desta interagao
envolvem (97): ativacdo direta da cascata da coagulacdao por células neoplasicas circulantes
na corrente sangiiinea, fato relacionado aos estados de hipercoagulabilidade observados em
pacientes com cancer; ativacao de fatores de coagulacdo em sitios extravasculares nos
tumores malignos; indu¢do da produgdo de fatores relacionados a coagulagdo sangiiinea por
células inflamatorias recrutadas pelo hospedeiro para a resposta imunoldgica ao tumor.

O fator tecidual produzido pelas neoplasias malignas parece participar da
progressdao do cancer por mecanismos ndo so relacionados a cascata da coagulagdo, mas
também através de um sistema de sinalizacdo intracelular ndo dependente diretamente de
elementos da coagulagdo sangiiinea (59,70,74,75,97). Um dos principais pontos envolvidos
no estudo do papel desempenhado pelo fator tecidual no desenvolvimento do cancer ¢ sua
habilidade de estimular a producdo de vasos sangiiineos, fendmeno este ja varias vezes
relacionado a um pior prognéstico oncoldgico em diversos tipos de lesdes malignas

(25,26,31).
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Os nossos achados quanto a freqiiéncia da expressdao do fator tecidual no cancer
colo-retal sugerem a importancia do mesmo no estudo destes tumores. Em nossa amostra,
88,3% dos casos analisados apresentavam niveis consideraveis de fator tecidual na estrutura
das glandulas neoplasicas. Tais numeros sdo indicativos de que o fator tecidual esta
presente e, como vimos, interage com outros elementos significativos para a progressao do
cancer colo-retal em uma parcela expressiva dos individuos portadores da doencga. Tal
representatividade tem amplo respaldo na literatura internacional.

Gordon e Mielicki (98), em sua revisdo sobre anormalidades hemostaticas
relacionadas ao cancer, descreveram o fator tecidual como uma das substincias mais
relevantes na avaliacdo da atividade pro-coagulante de células isoladas de tumores
malignos humanos. De fato, Callander e colaboradores (99) descreveram que pelo menos
60% dos tumores de origem epitelial produziam fator tecidual, o qual podia ser detectado
por método imunoistoquimico. Mais significativo ainda para o objetivo do presente estudo
foi o fato de que, nas amostras estudadas por estes autores, as lesdes do trato gastro-
intestinal apresentaram altos indices de positividade para o FT, sendo a andlise
imunoistoquimica positiva em 100% das lesdes de estdmago e pancreas. Carvalhal (91), em
sua série de adenocarcinomas de prostata observou expressao elevada do FT em 73% dos
casos analisados, correlacionando este indice a fatores prognosticos significativos para este
tipo de tumor. Em outros estudos, neoplasias de diversas linhagens também demonstraram
altas taxas de positividade para o FT. Hamada e colaboradores (85) demonstraram que 86%
dos astrocitomas anapléasicos de sua amostra eram moderada ou altamente positivos para a
expressao do FT, sendo que, entre os glioblastomas, tal indice atingia 95%.

No caso especifico do adenocarcinoma colo-retal os resultados obtidos sdo

semelhantes aos encontrados em outros estudos desse mesmo tipo de neoplasia. Callander e
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colaboradores (99) descreveram que 75% das lesdes colo-retais avaliadas para expressdo do
FT eram positivas a andlise imunoistoquimica. Seto e colaboradores (80), em 67 casos de
tumores de coélon e reto, observaram expressao do FT em 31 lesdes (46%). Este numero ¢
significativamente menor do que o encontrado em nossa amostra. Devemos observar que
Seto descreveu uma relacdo estatisticamente significativa entre a expressdo do fator
tecidual e o estagio clinico visto pela classificagdo TNM, com tumores mais avangados
apresentando uma propor¢ao maior de atividade do FT. Analisando detidamente o tamanho
de sua amostra, vemos que os tumores avaliados tinham uma distribui¢ao de acordo com o
TNM bastante uniforme, com 14 casos (21%) no estagio I, em comparacdo com 2
individuos (4,6%) neste mesmo estagio em nossa casuistica. Nakasaki e colaboradores (81)
chegaram a conclusdo semelhante, relacionando a expressao do fator tecidual com o estagio
clinico da doenga, sendo que 84,6% das lesdes no estagio III apresentavam significativa
atividade do FT em comparagdo com 41,2% no estagio I. Uma vez que 83,7% da amostra
aqui estudada era composta de lesdes localmente avancadas, o indice de expressao do fator
tecidual encontrado acompanha o que ¢ observado na literatura, ndo sendo possivel
demonstrar, como Seto e Nakasaki fizeram, uma relagdo estatisticamente significativa entre
a atividade do FT e o estagio TNM, por provavel limitacdo do niimero de pacientes em
estagios mais precoces da doenga.

De importancia significativa hd também a identificagdo de um dos provaveis
mecanismos da interacdo entre a atividade do fator tecidual e o comportamento de
neoplasias malignas. No nosso estudo, a expressdo do FT foi associada a angiogénese
tumoral, efeito este demonstrado através de uma densidade microvascular maior em lesdes
com alta atividade do FT em comparagao com aqueles tumores com baixa expressao desta

proteina. Este dado também apresenta amplo respaldo na literatura.
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Carvalhal (91) observou contagens microvasculares significativamente maiores em
lesdes definidas como de elevada positividade para o fator tecidual. Para o autor, a relacao
entre a expressao do fator tecidual e a angiogénese tumoral ficou particularmente
fortalecida através da contagem de microvasos nas proximidades das regides onde a
atividade do FT era especialmente pronunciada. Com base nisso, fica caracterizada a
hipotese de uma relagdo causal entre a presenga do FT nas células tumorais e o resultante
incremento na producao de vasos sangiiineos pelas lesoes.

Outros autores observaram relacdo semelhante entre a presenca do fator tecidual e a
contagem de vasos sangiiineos. Poon e colaboradores (89) descreveram contagens
microvasculares elevadas em carcinomas hepatocelulares que apresentavam atividade do
FT, fato este acompanhado de um pior prognostico oncoldgico. Koomagi e colaboradores
(94) chegaram a esta mesma conclusdao estudando neoplasias pulmonares do tipo nao
pequenas células. De comum entre estes dois estudos, devemos observar que ambos
realizaram concomitantemente pesquisa para presenca de VEGF nas lesoes, concluindo que
o incremento na producdo de vasos sangiiineos nos tumores foi resultado da agdo desta
proteina, sendo provavel que sua producao foi estimulada pela presenca do fator tecidual.

Em adenocarcinomas colo-retais, Seto e colaboradores (80) reconheceram a
importancia prognodstica da expressao aumentada do FT, mas ndo encontraram uma relacao
estatisticamente significativa entre sua atividade e a presenga de VEGF. Os autores
reconhecem a possibilidade de que outros agentes relacionados a presenga do fator tecidual
podem ser os responsaveis pela disseminagdo metastatica dos carcinomas de colon e reto,
mecanismos estes eventualmente ainda associados a um incremento na produgdo de vasos

sangiiineos tumorais.
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Estes dados sdo importantes na anélise do presente estudo. Observou-se aqui uma
relacdo estatisticamente significativa entre a intensidade da expressao do fator tecidual e a
densidade microvascular. Tal relacdo aponta para um mecanismo de estimulo angiogénico
associado a presenga do fator tecidual em neoplasias colo-retais. Estudos prévios haviam
indicado a existéncia de um mecanismo de sinalizagdo intracelular mediado pelo complexo
FT/FVIla que determinaria um aumento na produgdo de VEGF pelas células tumorais
(59,70,74,77). Seto e colaboradores (80), ao ndo demonstrarem uma relacdo entre a
expressao do fator tecidual e a presenca aumentada de VEGF, levantaram a possibilidade
de que outros mecanismos estejam presentes, tanto para incrementar a progressao dos
tumores quanto para estimular a producdo de vasos sangiiineos. Estes mesmos autores
colocaram como um limitador dos resultados apresentados pelo seu estudo o fato de nao
terem pesquisado a densidade microvascular. Ao demonstrar que a atividade aumentada do
FT esta associada a uma maior producdo de vasos sangiiineos, nosso estudo sugere a
expansao do leque de possibilidades de pesquisa no sentido de identificar outros possiveis
mecanismos angiogénicos ligados a expressdo do FT e a cascata da coagulagao.

Apesar de termos encontrado uma relagdo entre angiogénese e a presenga do fator
tecidual, ndo observamos um impacto significativo no progndstico dos casos estudados
frente a expressdo desta proteina. Nossa revisao bibliografica mostrou resultados muitas
vezes conflitantes em relagdo a importancia progndstica da contagem de microvasos
(44,45,46,47,48,49,50,51,52). A angiogénese tumoral e a resultante disseminagdo
mestastatica, entretanto, sdo eventos multifatoriais dependentes de um balango estrito entre
agentes pré e anti-angiogénicos (24). Outros mecanismos e interagdes precisam ser

esclarecidos, eventualmente com séries maiores de pacientes, para que se possa ampliar a
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compreensao sobre a regulagdo de mecanismos de coagulacdo por neoplasias malignas e
seu efeito sobre a produgdo de vasos sangiiineos e sobre a evolugao da doenca.

Por fim, entre as diversas varidveis clinicas e anatomo-patoldgicas comparadas com
a expressdo do fator tecidual, além da densidade microvascular, a unica que demonstrou
resultados estatisticamente significativos foi a média de idade dos individuos estudados. O
grupo com expressao reduzida do fator tecidual era significativamente mais jovem do que o
grupo com alta expressao. Seto e colaboradores (80) também observaram, na sua série, que
pacientes com lesdes com baixa expressdao do FT tinham uma média de idade menor do que
0s que expressavam intensamente a proteina, ndo sendo a diferenga, entretanto,
estatisticamente significativa. Nao encontramos na literatura evidéncias semelhantes as que
observamos em nossa série. Estes dados, entretanto, merecem referéncia para observagao

futura em comparacao com outros estudos.
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Perspectivas de novos estudos envolvendo o fator tecidual e o cincer colo-retal:

Frente a freqiiéncia e a intensidade da expressdao do FT no adenocarcinoma colo-
retal, abrem-se inimeras perspectivas de estudo tanto na avaliagdo da fisiopatologia da
progressdao dos tumores em combinacdo com a cascata da coagulagdo, como na
possibilidade de novas abordagens terapéuticas.

Seto (80) sugeriu a possibilidade de que outros mecanismos moleculares além do
VEGF estejam associados a um estimulo angiogénico incrementado pelo fator tecidual. O
mesmo autor observou um pior progndstico nas lesdes com alta expressdo desta proteina.
Como o VEGF parece ter sua producdo estimulada pela atividade da porcao
intracitoplasmatica do FT, resta avaliar o significado que a por¢do extracelular ligante ao
Fator VII tem sobre a progressdo da doenca. Siegbahn (100) sugeriu que a ativagdo de
elementos da cascata da coagulagdo mediada pelo complexo FT/FVIla conduziria ao
encapsulamento de células neopléasicas por fibrina e plaquetas o que poderia estar
relacionado a disseminacdo sistémica e formagdo de mestastases. A identificacdo da
producdo aumentada ou do consumo exagerado de elementos da coagulagdo sangiiinea
poderiam contribuir para a elucidagcdo da participacdo deste mecanismo na evolugdo do
cancer colo-retal.

O estudo da relacdo entre a cascata da coagulacdo e progressao do cancer pode ter
também aplicacdes terapéuticas. Ao serem identificadas lesdes com maior atividade do FT,
medidas mais enérgicas na prevengdo de fendmenos tromboembolicos podem reduzir a
mortalidade dos pacientes tratados (67). No caso do cancer colo-retal, tal medida pode ser
ainda mais importante. Lwaleed e colaboradores (101) observaram, em modelos
experimentais, que eventos de natureza infecciosa no pos-operatorio podem resultar em

aumento da producdo de FT o que poderia levar a um maior risco de trombose e embolia.
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Uma vez que o elemento central do tratamento do céncer de colon e reto € a cirurgia e
frente ao fato de que as ressecgdes do intestino grosso e reto resultam em um potencial
infeccioso consideravel, a presenca aumentada do FT nos tumores pode resultar em um
risco elevado de complicagdes tromboembolicas no periodo peri-operatorio. Resta também
averiguar se tal reacdo apresenta efeito prognodstico a médio ou longo prazo no controle da
neoplasia.

Um outro campo de aplicagdo do conhecimento da participagdo do fator tecidual na
progressao dos tumores ¢ o do diagnostico e acompanhamento de individuos portadores de
neoplasias malignas. Lwalled e colaboradores (102) realizaram dosagens urinarias de FT
em pacientes portadores de doencas inflamatdrias e de neoplasias benignas e malignas de
mama e de colon. Observaram que o diagnostico de tumores malignos era acompanhado de
aumento significativo dos niveis urinarios de FT, sendo que havia também uma relacao
entre estes indices e o grau de diferenciagdo histologica das lesdes, sendo que pacientes que
evoluiram para obito em fungdo da doenga apresentam os maiores valores dentre os casos
incluidos na amostra. Cabe agora investigar se a dosagem do FT na urina serve como um
parametro progndstico e ¢ Util no acompanhamento para deteccdo de recorréncias
metacronicas de tumores colo-retais submetidos a tratamento.

Por fim, surgem também opgdes terapéuticas através do bloqueio da cascata da
coagulagdo com resultante efeito antiangiogénico. Mousa e colaboradores (103), através de
estudos “in vitro” e em cobaias, demonstraram a agdo antiangiogénica da tinzaparina, um
derivado de baixo peso molecular da heparina. O mecanismo de agdo parece envolver a
ativagdo intracelular do chamado inibidor da rota do fator tecidual ( “tissue factor pathway
inhibitor”, TFPI). Os autores demonstraram um bloqueio angiogénico com o uso da

tinzaparina em células de adenocarcinoma de célon implantadas na membrana
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corioalantdéide de embrides de galinha, mecanismo este que pode ter aplicacdo clinica em

humanos.
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Conclusdes
A andlise dos dados coletados em nosso estudo nos permitiu chegar as seguintes

conclusdes:

O FT apresenta expressao freqiiente e intensa na membrana celular e no citoplasma de

células de adenocarcinoma do célon e reto.

e Existe uma relagdo positiva entre o grau da expressao do fator tecidual e a angiogénese
tumoral, com densidade microvascular significativamente mais alta em lesdes nas quais
a atividade do FT ¢ elevada.

¢ [ndividuos portadores de tumores colo-retais com alta expressao do FT sdo, em média,
mais idosos do que aqueles com pouca ou nenhuma atividade desta proteina.

¢ Nao foi observada relacdo entre a intensidade da expressao do FT e:

- a profundidade de penetracdo na parede intestinal pela neoplasia;

- a ocorréncia de metastases linfaticas regionais;

- a sobrevida dos pacientes;

- o grau de diferenciacao histoldgica dos tumores;

- os sitios de recorréncia da doenga;

- 0 sexo dos pacientes tratados;

- a localizagdo das lesdes no intestino.
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Lista de abreviaturas

INCA: Instituto Nacional do Cancer.

AJCC: American Joint Committee on Cancer.

TNM: “tumor, node, metastases”; Tumor, nddulos linfaticos e metastases.
VEGF: vascular endothelial growth factor; fator de crescimento do endotélio vascular.
RNAm: 4cido ribonucleico mensageiro

TGFs: “transforming growth factors”; fatores de crescimento transformadores.
DMYV: densidade microvascular

FT: fator tecidual

FT/FVIIa: complexo FT/Fator VII ativado.

FXa: Fator 10 ativado.

DNA: Acido desoxi-ribonucleico.

HSL-PUCRS: Hospital Sao Lucas da PUCRS.

TIFF: True Image Format File.

PBS: Phosphate binding saline.
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