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RESUMO

N

A expressio do fator tecidual (FT) tem sido associada a maior densidade
microvascular € a um pior progndstico nos tumores de prdéstata, mama, pulmao, célon e reto.
Nos canceres de bexiga, maior densidade microvascular tem se correlacionado com tumores
de maior grau, estdgio e mau progndstico, mas a expressdo do FT foi pouco estudada. No
presente estudo, analisamos a expressdo imunoistoquimica do FT e a densidade
microvascular em espécimes de 67 pacientes submetidos a ressec¢do transuretral de
carcinomas uroteliais de bexiga, correlacionando-os a estdgio, grau e sobrevida geral. A
densidade microvascular ndo se correlacionou com estdgio, grau ou sobrevida em nossa
amostragem. Cinqlienta e um pacientes (76,01%) apresentaram tumores com >25% das
células tumorais corando-se intensamente para FT. N@o houve associacdo entre expressdao do
FT, estdgio e grau. No entanto, identificou-se correlac@o estatisticamente significativa entre a
intensidade de expressdo do FT e a densidade microvascular. Além disso, houve diferenca
estatistica quanto a sobrevida geral entre o grupo com baixa expressdao (<25% das células
corando-se intensamente) € 0s grupos com alta expressdao (>25% das células corando-se
intensamente) de FT. Sumarizando, maior expressao do FT correlacionou-se a maior

angiogénese tumoral e & menor sobrevida geral em nossa casuistica.
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ABSTRACT

Increased tissue factor (TF) expression has been correlated to an increased
microvessel density (MVD) and to a worse prognosis in tumors of the prostate, breast, lungs,
and in colorectal cancers. However, TF expression has not yet been studied in specimens of
transurethral resections of bladder tumors. In transitional cell carcinomas of the bladder,
increased microvessel density has already been correlated to tumors of higher grade and
stage, and also to a worse prognosis. We have evaluated TF expression and MVD in tissue
specimens of 67 patients treated with transurethral bladder tumor resection. Findings were
correlated to variables such as tumor grade, stage, and overall survival. MVD was not
correlated to stage, grade, and survival in our sample. Fifty-one patients (76.01%) expressed
moderate to high levels of TF in their samples. There was no correlation between TF
expression, stage and grade. However, there was a statistically significant correlation between
TF expression and MVD. Likewise, an increased TF expression was correlated to lower
survival rates. Further studies are necessary to establish the real value of an increased MVD

and TF in bladder cancer.



1 INTRODUCAO

O cancer de bexiga € a segunda neoplasia maligna mais freqiiente no trato urinario
e compreende amplo espectro de tumores que variam quanto a seu tipo histolégico, estagio,
potencial bioldgico de progressdo e desenvolvimento de metéstases. Dentre as neoplasias de
bexiga, o carcinoma de células transicionais ou urotelial é o tipo histologico mais comum,

. . . 1
acometendo aproximadamente 90% dos individuos.

Quando um tumor na bexiga € diagnosticado, a primeira pergunta € se representa
um tumor pouco agressivo, o qual, mesmo que apresente alta chance de recidiva, tem reduzida
chance de progressdo e de disseminagdo, ou se indica um tumor agressivo, com potencial

biolégico para invadir estruturas, causar metastases e levar o paciente ao 6bito.

Dessa forma, as neoplasias de bexiga sdo comumente classificadas em tumores
ndo-invasivos (antigamente denominados de superficiais) € em tumores invasivos. Os tumores
ndo-invasivos acometem apenas as camadas mucosa e lamina prépria da bexiga, enquanto os
tumores invasivos invadem a musculatura prépria da bexiga. Alguns autores™ , entretanto,
tém levantado dividas quanto ao comportamento dos tumores nao-invasivos, uma vez que
estes se apresentam como um grupo heterogéneo quanto ao seu comportamento bioldgico.
Cerca de 5 a 30% dos tumores, aparentemente nao-invasivos, apresentam progndstico mais
reservado, com elevadas chances de progressdo, comprometimento de estruturas adjacentes,

metastases e obito.

Sendo assim, uma estratificacdo mais acurada dos tumores de bexiga quanto ao seu
comportamento biolégico torna-se imperativa para que possamos melhor predizer o

progndstico e indicar tratamentos mais agressivos quando necessario. Neste contexto, varios



centros de pesquisa tém investigado o papel de marcadores séricos, urindrios, moleculares e

imunoistoquimicos.

O presente trabalho propde-se a revisar a literatura relativa a marcadores
progndsticos no cancer de bexiga, além de correlacionar a densidade microvascular e a

expressao do FT com fatores progndsticos reconhecidos (grau e estdgio) e sobrevida.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Dados norte-americanos apontam que a neoplasia de bexiga é o quarto tumor
s6lido mais freqliente em homens, ocorrendo em 7% dos individuos com cancer. Entre as
mulheres, no entanto, ele ndo se encontra entre os dez tumores mais freqiientes,4 sendo a
doenca trés vezes mais comum nos homens. Quanto a raga, € duas vezes mais freqiiente entre
0s caucasianos norte-americanos do que entre os negros e hispanicos, residentes nos Estados
Unidos. O “Surveillance, Epidemiology and End Results Program” (SEER) estimou a
probabilidade de que os individuos norte-americanos venham a ter neoplasia de bexiga
diagnosticada ao longo da vida. (Tabela 1) Apesar de a neoplasia ser menos freqiiente entre os
negros, quando comparados com caucasianos, 0 progndstico costuma ser pior, pois 0S negros
apresentam tumores com comportamento mais agressivo e em estdgios mais avancados.’
(Tabela 2) Ja os hispanicos tendem a apresentar tumores com progndstico melhor do que os

. 6
caucasianos € negros.

Tabela 1 - Risco de neoplasia de bexiga estratificado por sexo e raca na populaciao norte-
americana

Risco de neoplasia de
bexiga ao longo da vida

Homens caucasianos 3,7%
Homens negros 1,3%
Mulheres caucasianas 1,2%

Mulheres negras 0,8%




Tabela 2 - Sobrevida estratificada por sexo e raca na populacao norte-americana

Sobrevida em cinco

anos
Homens caucasianos 84%
Homens negros 71%
Mulheres caucasianas 76%
Mulheres negras 51%

Os tumores de bexiga sdo a oitava causa de 6bito por cancer nos homens, sendo
responsaveis por, aproximadamente, 3% das mortes masculinas. Nas mulheres, no entanto,
essa neoplasia ndo estd entre as dez causas de dbito por cincer, sendo responsavel por apenas

z - 4
1,5% das mortes de causa oncolégica.

As neoplasias de bexiga podem ainda acometer individuos de qualquer faixa
etdria, mas raramente ocorrem antes dos 40 anos. A incidéncia, por outro lado, aumenta com a
idade, sendo que dois tercos dos casos ocorrem apds os 65 anos. A média de idade de
aparecimento nos homens é de 69 anos e, nas mulheres, é de 71 anos.’ Quando ocorrem em
individuos abaixo de 40 anos, as neoplasias costumam apresentar-se como tumores bem
diferenciados e de comportamento indolente.” Diferentemente dos outros tumores sGlidos
freqlientes, ndo costumam ser encontrados em autdpsias, sugerindo que todos os tumores sao

diagnosticados ao longo da vida dos individuos.®

2.2 FATORES DE RISCO

O contato cronico de carcindgenos com o urotélio parece ser o principal fator para
o desenvolvimento das neoplasias de bexiga. Os carcindgenos lesam o DNA das células—alvo,

iniciando e propagando o processo de génese tumoral. Geralmente, os carcindgenos sao



metabodlitos de substancias quimicas que entram em contato com 0 organismo, a grande
. . L. 1 . -

maioria aminas aromaticas.” Eles podem promover a ativagdo de oncogenes, como o P21

RAS, ou a inativacdo de genes supressores tumorais, como os P53, RB, P15, P16, P21, P27 e

N . A 1
P19, que atuam como moduladores da resposta celular a carcinogénese.

O tabagismo, por sua vez, € o principal fator causal de exposi¢do a carcindégenos
nos canceres de bexiga, contribuindo para o desenvolvimento de 35% a 50% dos casos de
neoplasias vesicais nos Estados Unidos. Individuos tabagistas tém risco quatro vezes maior de
apresentarem tumor de bexiga do que individuos que nunca fumaram. Constatou-se, ainda,
que o risco relativo aumenta de acordo com o nimero de carteiras de cigarro/ano consumidas
e que ocorre significativa redu¢cdo da taxa de surgimento dessas neoplasias entre individuos
que param de fumar. Os ex-tabagistas, entretanto, somente alcancam o risco dos ndo-
tabagistas apGs 20 anos de abstinéncia ao tabaco.' O tabagismo também é importante fator de
risco para o desenvolvimento de neoplasias de bexiga nas mulheres em idade pds-menopausa,

com risco relativo de 3,58.1

Dentre os agentes presentes no fumo e implicados na carcinogénese dos tumores
de bexiga estdo as nitrosaminas, a 2-naftilamina, o 4-aminobifenil e os metabdlitos do

triptofano.”’

Algumas atividades ocupacionais estdo relacionadas a ocorréncia de neoplasias de
bexiga. Trabalhadores de determinadas profissdes como as de mecanico, pintor, minerador,
motorista de caminhdo, agricultor e operdrios da borracha, corantes e aluminio estdo
permanentemente em contato com as arilaminas, substincias carcinogénicas implicadas na
génese dos tumores de bexiga. Estima-se que até 20% dos individuos com neoplasia de
bexiga tenham algum fator ocupacional associado.' Até mesmo naqueles pacientes com

tumores vesicais, em que ndo se identifica especificamente a exposicdo a carcindgenos,



acredita-se que haja exposicdo a alguma substincia carcinogénica que ainda ndo tenha sido

relacionada diretamente a neoplasia.

A razdo pela qual individuos expostos de forma e intensidade similar aos
carcindgenos apresentarem diferentes riscos ao desenvolvimento da neoplasia de bexiga ainda
ndo € bem compreendida. Provavelmente, isso esteja relacionado ao polimorfismo génico de
enzimas responsdveis pela desintoxicacdo dos carcindégenos. Sabe-se que as enzimas N-
acetiltransferases (NAT) 1 e 2 estdo envolvidas na ativacdo e desintoxicagdo dos
carcindgenos, pela sua acetilacdo. Portanto, a NAT 2, a principal enzima acetiladora na
desintoxica¢do das arilaminas, devido ao seu polimorfismo, pode manifestar-se com fenétipo
acetilador rdpido ou lento. Os individuos com fenétipo acetilador lento desintoxicam os
carcindégenos mais lentamente e, devido a isso, facilitariam a a¢do dos carcindgenos na célula-
alvo. Por sua vez, os acetiladores rdpidos conseguem neutralizar a acdo dos carcindgenos mais

. e A 10,11
rapidamente, dificultando a génese tumoral. ™

A histéria de contato radiativo no passado também aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer de bexiga. Sobreviventes da bomba atdomica no Japdo e do
acidente da wusina nuclear em Chernobyl apresentaram aumentado risco para o
desenvolvimento dessa neoplasia. Além disso, aqueles com historia de irradiacao pélvica para
tratamento de cancer apresentam risco aumentado para desenvolvimento de neoplasia de

. 2 12
bexiga de até quatro vezes.

Também a utilizacdo do quimioterdpico ciclofosfamida esta relacionada a risco

. . . 1
aumentado em nove vezes para o desenvolvimento de neoplasias de bexiga.” O seu
metabdlito, acroleina, entra em contato com o urotélio e provoca o desenvolvimento de

. . L . A : 13
cistites hemorrégicas e de canceres de bexiga.

A cistite cronica também € fator de risco reconhecido para o desenvolvimento das

neoplasias de bexiga e estd associada principalmente ao surgimento de carcinomas



epidermdides. Ocorre geralmente entre individuos com sonda vesical de demora por longa
L, .. 14 . . - . .

data ou naqueles com cdlculos vesicais. © No Egito, a infec¢do vesical pelo Schistossoma

haematobium é endémica e € considerada o fator de risco mais importante para o

. . .1
desenvolvimento das neoplasias vesicais.

A diabete melito também tem sido referida como um fator de risco para neoplasia
de bexiga. Contudo, uma metandlise avaliando 16 estudos clinicos a respeito da relagdo entre
diabete melito e neoplasias de bexiga, concluiu ser ela um fator de risco fraco (risco relativo

de 1,24).°

2.3 APRESENTACAO CLINICA

Os pacientes com tumores de bexiga costumam apresentar hematiria macro ou
microscopica em cerca de 90% dos casos. Alguns pacientes, principalmente quando
acometidos por carcinoma in situ, podem referir sintomas urindrios irritativos como distria,
polacidria e urgéncia miccional. Mais raramente, os pacientes podem apresentar dor no
flanco, devido a obstrucdo ureteral pelo tumor, edema de membros inferiores e massas

pélvicas.

De uma maneira geral, 75% dos tumores de bexiga apresentam-se como tumores
ndo-invasivos, 20% como tumores musculo-invasivos e somente 5% se apresentam com

, s en i 16
metastase a distancia.

Quando se suspeita da presenca de um tumor de bexiga, é imperativo realizar-se
cistoscopia, para comprovar € caracterizar o tumor, € bidpsia, através de resseccao
endoscopica. O material é enviado para avaliagdo andtomo-patolégica e classificado quanto

ao seu tipo histoldgico, penetracdo da parede vesical (estdgio) e grau de diferenciacdo celular.



Como o comportamento biologico difere entre os tumores, faz-se necessdria a
estratificacdo das neoplasias, respeitando suas caracteristicas, agressividade e progndstico. De
maneira geral, utilizam-se fatores preditivos patolégicos, estdgio e grau, para melhor
caracterizar o tumor. Entretanto, ha busca continua por novos marcadores progndsticos que

possibilitem melhor caracterizacdo da agressividade da doenca.

2.4 FATORES PROGNOSTICOS

O parametro progndstico mais importante € o estdgio patolégico do tumor. Utiliza-
se geralmente a classificacdo da Unido Internacional Contra o Cancer, chamada de TNM,
estratificando-se os tumores de acordo com o comprometimento da parede vesical e estruturas
adjacentes (T); presen¢a ou nio de linfonodos pélvicos neoplasicos (N); e presenca ou nao de

metastase a distﬁncia(M).”(Tabela 3)

Tabela 3 - Classificacio de TNM 2002
Tx: tumor ndo avaliado
Tis: lesdo plana in situ
Ta: compromete apenas mucosa
T1: compromete a lamina prépria
T2: compromete a musculatura do musculo detrusor
T2a: compromete a camada superficial do musculo detrusor
T2b: compromete a camada profunda do musculo detrusor
T3: compromete a gordura perivesical
T3a: microscopicamente
T3b: macroscopicamente (massa extravesical)
T4: compromete estruturas adjacentes ou musculatura pélvica
T4a: compromete prdstata, Gtero ou vagina
T4b: compromete parede pélvica ou parede abdominal
Nx: linfonodos regionais ndo avaliados
NO: auséncia de linfonodos neopldsicos
N1: linfonodos neoplésicos
Mx: presenca de metastase ndo avaliada
MO: auséncia de metéstase
MI1: presencga de metastase




Utiliza-se também, associado ao estdgio patologico, o grau de diferenciacio
celular da neoplasia. A classificagdo universalmente utilizada até recentemente era a da
Organizagao Mundial da Saude (OMS) de Mostofi e colaboradores, apresentada em 1973, que

.. , 18
classifica os tumores como € demonstrado na Tabela 4:

Tabela 4 —Classificacdo quanto ao grau - OMS 1973

Gl tumor bem diferenciado
G2 tumor moderadamente diferenciado
G3 tumor indiferenciado

No entanto, em 1998, a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica
introduziu uma nova classificacdo (Tabela 5), e a OMS reconheceu-a em 2004 como a nova

classificacdo para graduacdo dos tumores de bexiga.

Tabela 5 — Classificacdo quanto ao grau - OMS 2004
Neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligno *

Carcinoma urotelial papilar de baixo grau

Carcinoma urotelial papilar de alto grau

* Utilizado apenas nos tumores de bexiga Ta.

Essa nova classificacdo vem sendo implantada gradualmente pelos patologistas,
e a recomendacdo € que, nessa fase de transicdo entre as classificacOes, sejam utilizadas
simultaneamente as duas classificagdes (OMS 1973 e OMS 2004) até que mais estudos
clinicos sejam realizados.”® Contudo, para a realizacio de estudos clinicos retrospectivos em

que sdo avaliados casos anteriores a implantacdo dessa nova classificacdo, recomenda-se

ainda a utilizacdo da classificacdo da OMS 1973.%!
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Portanto, apds a ressec¢do endoscopica, os tumores sdo estratificados de acordo
com o comprometimento da parede vesical (T) e quanto ao grau de diferenciacdo celular.
Mesmo com a avaliagdo desses parametros progndsticos patolégicos do tumor de bexiga,
ainda hd, entretanto, necessidade de se encontrar meios para melhor estratificar os tumores de
acordo com o seu comportamento biolégico. Varios marcadores imunoistoquimicos vém
sendo estudados nos tumores de bexiga com o objetivo de encontrar alguma associa¢do entre

a expressao de um determinado marcador e o comportamento biologico tumoral.

2.4.1 Marcadores Prognésticos Imunoistoquimicos

Dentre os marcadores imunoistoquimicos, aquele que vem sendo o mais estudado
¢ a expressao da proteina p53 mutante. O p53 € o gene que mais freqiientemente se encontra
alterado nas neoplasias malignas. Como ji referido anteriormente, ¢ um gene supressor
tumoral, localizado no braco curto do cromossoma 17, e tem fun¢do vital na regulacdo do
ciclo celular. Quando hd dano do DNA, a proteina p53, codificada pelo gene p53, atua
reparando o DNA lesado ou provocando apoptose para que o dano celular ndo se propague
para as células-filhas. Adicionalmente, o p53 também exerce efeito no controle da
angiogénese tumoral, inibindo a producido de potentes pré-angiogé€nicos, como o fator de
crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor - VEGF) e fator de
crescimento de fibroblastos basico (basic fibroblast growth factor- bFGF) e estimulando a
producio da trombospondina-1, fator antiangiogénico.”> No entanto, se hi mutacio do gene
pS53, a proteina produzida ndo € funcionante, sendo, portanto, incapaz de induzir apoptose
celular. Dessa forma, o defeito genético perpetua-se e desencadeia o mecanismo de
carcinogénese. Diferentemente da proteina do p53 selvagem, a proteina do p53 mutado
acumula-se no nucleo celular e, devido a isso, pode ser detectada por imunoistoquimica.23 A

expressdo imunoistoquimica do p53 mutado tem sido amplamente estudada como fator
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prognéstico nos tumores de bexiga e tem havido correlacdo com tumores mais avangados,
contudo sua associacio quanto A progressio e sobrevida & controversa.”” Esrig e
colaboradores™ evidenciaram que a expressio imunoistoquimica do p53 mutado em
espécimes de cistectomia foi um preditor independente de progressdo e sobrevida. Dois outros
estudos, de Sarkis e colaboradores® e Lipponen,*® confirmaram esse achado, ou seja , que a
expressao imunoistoquimica do p53, em espécimes de tumor de bexiga, foi um indicador
progndstico de progressdo. Entretanto, alguns autores ndo identificaram associa¢do entre
expressio de p53 e pior prognéstico nos tumores de bexiga.”’*® Shimitz-Driiger e
colaboradores,”” em uma metanlise, avaliando sete estudos a respeito da importancia do p53
como fator progndstico para progressao em neoplasia de bexiga, constataram que em somente
dois estudos o p53 foi fator progndstico independente para progressao. Sendo assim, a real

importancia do pS3 na pratica clinica ainda € assunto controverso, embora a seu papel como

. L ot 22
marcador progndstico adverso em tumores superficiais seja provavel.

Assim como o p53, a expressdo imunoistoquimica de outras proteinas reguladoras
do ciclo celular também tem sido estudada em tumores de bexiga. Vdrios estudos tém
demonstrado que a superexpressdo ou ndo-expressdo do gene retinoblastoma (RB) nos
tumores de bexiga estd relacionada a tumores mais agressivos e, conseqiientemente, a pior
prognéstico.’>'*? Cote e colaboradores’' relataram que pacientes com p53 e RB alterados
apresentavam pior progndstico do que aqueles sem alteracdo, no entanto, quando havia
alteracdo em apenas um gene, o progndstico era intermedidrio. Portanto, os autores
concluiram que ha efeito sinérgico entre os genes pS3 e RB para progressdo do cancer de
bexiga. Chatterjee e colaboradores, por sua vez, avaliaram a expressio das proteinas
reguladoras do ciclo celular, p53, p21 e pRB, nos tumores de bexiga e relataram que o nimero
de marcadores alterados (p53, p21 e pRB) estava associado de forma estatisticamente

significativa ao tempo para a recorréncia e ao tempo de sobrevida.
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Alguns autores tém também demonstrado associagdo positiva entre a
superexpressao imunoistoquimica do receptor do fator de crescimento epidérmico (epidermal

34,35
7 Em estudo

growth factor receptor - EGFR) e a neoplasia de bexiga de alto grau.
prospectivo, Mellon e colaboradores’® avaliaram 212 pacientes com diagnéstico de cancer de
bexiga e confirmaram que a expressdo do EGFR foi um preditor independente para sobrevida
e progressio. No entanto, Liukkonen e colaboradores’ demonstraram que a expressdo do
EGFR foi um preditor significante de progressao em pacientes com tumor de bexiga estigio
Ta e T1 em andlise univariada, mas nao foi significativo na andlise multivariada.

J4 a expressdo imunoistoquimica do HER-2/neu foi inicialmente estudada em

z . 2. 38,39,40
espécimes de adenocarcinoma de mama. Vdrios estudos

tétm demonstrado que a
expressdo do produto do HER-2/neu em cancer de mama é um marcador progndstico
confidvel, particularmente nos pacientes com linfonodos positivos. A significancia
prognéstica em outras neoplasias, no entanto, nio é tdo evidente. Kruger e colaboradores®’
demonstraram que a expressdo do HER-2/neu foi fator progndstico independente para
sobrevida cancer-especifica em pacientes com cancer misculo-invasivo de bexiga em andlise
multivariada. Entretanto, Mellon e colaboradores,42 e Jimenez e colaboradores® ndo

encontraram diferenca estatistica quanto a sobrevida, entre tumores de bexiga com expressao

imunoistoquimica do HER-2/neu e sem expressdo dessa proteina.

A expressao de antigenos de proliferacdo nuclear, como o Ki-67, também tem
sido avaliada como preditor progndstico nos tumores de bexiga. O aumento da expressio
desse antigeno indica maior atividade proliferativa das células tumorais, estando
supostamente associados a tumores mais agressivos. Vdrios estudos tém demonstrado que a
expressao do Ki-67 é um marcador prognéstico independente para progressdo e recorréncia

37,44,45,46

dos tumores de bexiga superficiais em andlise multivariada. Portanto, a expressdo do
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Ki-67 tem sido considerada um promissor marcador de recorréncia e progressao nos tumores

superficias de bexiga. Estudos prospectivos devem ser realizados para confirmar tais achados.

A expressdo imunoistoquimica da E-caderina, uma das principais moléculas de
adesdo celular, também tem sido avaliada nos tumores de bexiga. Sua reduzida expressao

. . . . . A . 47
correlaciona-se com tumores mais agressivos € com menor sobrevida livre de recorréncia.

2.5 ANGIOGENESE TUMORAL

A angiogénese pode ser definida como o crescimento de novos capilares a partir
de vasos pré-existentes. Ela ndao é dependente de uma molécula especifica, mas depende da
integracdo e cooperacdo de vdarios fatores que desencadeiam a migracdo, invasdo e
proliferacdo de células endoteliais e a formagdo de capilares. Uma rede complexa de fatores
pro-angiogénicos e antiangiogénicos determina o equilibrio da vasculariza¢do. Nos tecidos de
adultos normais, os inibidores da angiogénese predominam. Contudo, na presenca de tecidos
em desenvolvimento, na cicatriza¢do de feridas e na presenca de cancer, hi a predominancia

. . A A e : ~ . 48,49,50,51
dos indutores da angiogénese e, por conseqiiéncia, ocorre a neovascularizagao.

A angiogénese pode ser induzida nos tecidos pela reducdo na tensdo tecidual de
oxigénio decorrente do suprimento vascular inadequado. A proliferacdo descontrolada de
células em qualquer 6rgdo levard sempre a um déficit de oxigénio, uma vez que a difusdo do
oxigénio passa a se tornar insuficiente para a nutricdo adequada das células. Dependendo do
estado da vascularizacdo do 6rgdo afetado, o processo de hipdxia relacionado a proliferacdo
celular tumoral pode ser atingido em fases mais precoces ou tardias.”* Outros fatores também
podem desencadear o fendtipo angiogénico como mutagdes génicas, acidose, hipoglicemia e

ativagdo do sistema imunoldgico.
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A angiogénese é um processo vital para o inicio da progressdo tumoral. Sabe-se
que os tumores costumam crescer até dois a trés milimetros de didmetro sem a necessidade de
neovascularizacdo, obtendo aporte de oxigénio por difusdo. No entanto, quando o tumor
cresce além desse tamanho, a oxigenagdo tecidual realizada por difusdo torna-se insuficiente,
ocorrendo, por conseqii€éncia, hipdxia tecidual. A hipdxia estimula fatores de crescimento e ha
desequilibrio entre os fatores pré e antiangiogénicos, que se ligam a receptores especificos de
células endoteliais, que proliferam, migram e transformam-se em novos capilares. Portanto, o
crescimento tumoral a partir de 2-3 mm é angiogénese-dependente,” e o desenvolvimento de
microvasos proporciona a via de aporte de oxigénio e de nutrientes e elimina¢do de
metabdlitos (efeito de perfusdo). Além disso, hd também um efeito pardcrino associado a
angiogénese, em que células endoteliais produzem fatores de crescimento que estimulam as

£ - 54
células tumorais.

Estudos em autdpsias tém evidenciado a presenca de tumores in situ,
especialmente tumores de mama, prostata e tiredide, em proporcdo significativamente grande,
quando comparados com tumores francamente invasores, indicando que a disseminacdo
sistémica € relativamente infreqiiente. Logo, acredita-se que a incapacidade dos tumores in
situ em assumir um fenétipo angiogé€nico resulte na sua ndo-progressio para tumores

invasivos.’!

J4 foram identificadas vdrias substincias endégenas indutoras e inibidoras da
angiogénese, sendo que o fator pro-angiogénico mais potente ¢ o VEGF e o fator

antiangiogénico mais importante é a trombospondina-1.”> Na tabela 6 estdo listados os

principais fatores pro e antiangiogénicos.
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Tabela 6 - Substancias endégenas com efeito angiogénico

Fatores pré-angiogénicos Fatores antiangiogénicos

Fatores de crescimento de fibroblastos Interferon o e B
Fator de crescimento do endotelio vascular  Interleucina-12

Fator de crescimento derivado de plaquetas  Trombospondina-1 e 2

Prostaglandinas E-1 e E-2 Fatores derivados de cartilagem
Interleucina-8 Endostatina

Cicloxigenase-2 Angiostatina

Fator tecidual Vasostatina

Angiogenina Angiopoetina 2

Inibidor de crescimento do endotelio
vascular

56 ~ L .
Crew e colaboradores™ estudaram a expressdo do VEGF mRNA em espécimes de
carcinoma urotelial de bexiga superficial e demonstraram que a elevada expressao do VEGF
. . A s ~ . 57
estava associada a taxas mais precoces de recorréncia e progressao. Suzuki e colaboradores
avaliaram a expressdao imunoistoquimica do VEGF em 87 espécimes de neoplasia de bexiga,
obtidas através de cistectomia, evidenciando associagdo significativa entre a intensidade de

expressdao do VEGF e comprometimento neoplasico de linfonodos pélvicos.

Outro potente fator pro-angiogénico, a angiogenina, também tem sido estudado
quanto a sua associagdo com neoplasia de bexiga. Dois estudos identificaram que elevadas
concentragdoes séricas de angiogenina foram associadas a uma pior sobrevida livre de

Ao 585
recorrencia. 9

A verificacdo e quantificacdo da microcirculagdo tumoral tornou-se possivel através de
técnicas imunoistoquimicas que possibilitaram a determinagdo da densidade microvascular
(DMV) ou do nimero de microvasos por campo de grande aumento. Vdrios estudos tém
demonstrado a relag@o entre a DMV e a intensidade da expressdo da angiogénese, assim como

~ . N , . A - 60
a relacdo de ambas com o crescimento tumoral e a ocorréncia de metastases a distancia.” Para
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identificacdo dos microvasos, utiliza-se coloracdo imunoistoquimica com anticorpos que
coram células endoteliais. Varios anticorpos tém sido utilizados, sendo que os mais estudados
s30 0 antiCD34, antiCD31, antifator de von Willebrand e antiCD105.°' Apesar de o
antiCD31 ter sido muito utilizado no passado, tem-se evidenciado reacdo cruzada com
plasmécitos que resultam em falsos positivos, uma vez que dreas com infiltrados
inflamatdrios sdo erroneamente interpretadas como microvasos.®*°! Adicionalmente, Bialas e
colaboradores,”” em estudo com 40 espécimes de carcinoma géstrico, relataram que na
comparacdo entre os anticorpos antiCD31, antiCD34 e antifator de von Willebrand as
preparagdes com o antiCD34 foram as mais faceis de avaliar e mostraram melhor relacio com
a angiogénese. Devido a isso, o antiCD 34 tem sido o anticorpo mais utilizado para avaliacdo
da DMV. O antiCD105 parece ser um marcador promissor, porém ha um nimero menor de

. 61
estudos realizados.

A DMV pode ser determinada pela contagem dos microvasos em dreas aleatdrias
e obten¢cdo de média ou através da contagem dos microvasos nas dreas de maior concentracao
vascular, os chamados “hot-spots”. Através dessa metodologia, utilizando os “hot-spots”,
Weidner e colaboradores,63 estudando pacientes com carcinoma de mama invasor,
demonstraram que a DMV foi significativamente maior no grupo de pacientes que
desenvolveram doenca metastdtica e sugeriram que ela poderia ser um fator preditivo
independente para o desenvolvimento de metastases a partir de neoplasias malignas de mama.
A DMV também foi estudada em outros tumores, sendo correlacionada diretamente ao

‘. . ~ 64 L 65 66
progndstico nos carcinomas de pulmdo™ e de prdstata’ e ao melanoma.

A contagem manual dos microvasos, no entanto, tem carater subjetivo e resulta
freqiientemente em variagdes entre observadores. Por outro lado, a captura digital das
imagens e a leitura realizada em computador tornam a contagem dos microvasos mais

.. .. o~ 67
objetiva e menos sujeita a variagoes.
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A DMV nos tumores de bexiga tem sido estudada e varios autores demonstraram
relagdo entre maior DMV e pior progndstico. Dickinson e colaboradores® foram os primeiros
a descreverem correlacdo entre DMV e progndstico nas neoplasias de bexiga. A DMV dos
espécimes de 45 pacientes com neoplasias musculo-invasivas, obtidos por meio de resseccao
endoscopica, foi avaliada, constatando-se que os pacientes com elevada DMV apresentaram
mortalidade duas vezes e meia maior do que os com baixa DMV. Jaeger e colaboradores,”
por sua vez, em andlise de 41 tumores musculo-invasivos tratados com cistectomia radical e
linfadenectomia pélvica, demonstraram mais alta DMV nos pacientes com linfonodos
positivos. Bochner e colaboradores,70 também estudando espécimes de cistectomias, ndo
conseguiram demonstrar associacdo significativa entre DMV e estdgio e grau do tumor,
entretanto aqueles com elevada DMV apresentaram mais altas taxas de recorréncia e menor
sobrevida. J4 o estudo de Philp e colaboradores’' demonstrou que a DMV, em neoplasias de
bexiga, € preditor de mortalidade doenca-especifica. Mais recentemente, Inoue e
colaboradores’>  avaliaram espécimes de cistectomias, submetidas previamente a
quimioterapia neo-adjuvante, quanto a DMV e a expressao de fatores pré-angiogénicos como
o VEGF, bFGF e interleucina-8, e concluiram que a expressao do VEGF e bFGF, assim como
a elevada DMV, sdo preditores de alto risco para desenvolvimento de metdstase apds
quimioterapia neo-adjuvante e cistectomia radical. Por fim, Goddard e colaboradores’”
avaliaram a DMV apenas nos tumores superficiais de bexiga e demonstraram que aumentada
DMV associava-se com progressdo para tumores musculo-invasivos. Porém, Sagol e
colaboradores’®, que estudaram o comportamento de 80 carcinomas uroteliais de bexiga
superficiais, ndo demonstraram diferenca significativa entre aumento de microvasos € maior
risco de recorréncia tumoral. Cabe ressaltar que a taxa de progressao ndo foi avaliada. Dois
estudos, no entanto, relataram que a aumentada DMV nos tumores de bexiga seria fator de

P . 75 . . ~
bom progndstico. Offersen e colaboradores’™ correlacionaram o grau de inflama¢do com o
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aumento da DMV e demonstraram que os pacientes com elevada DMV apresentavam melhor
sobrevida doenca-especifica. Bartoletti e colaboradores’® também obtiveram resultados
semelhantes e concluiram que hd forte associacdo entre DMV maior do que 20 microvasos
por campo de grande aumento e maior sobrevida, tanto nos tumores superficiais como nos

tumores invasivos.

Portanto, apesar de a associagdo da DMV e sobrevida estar bem estabelecida em
outros tumores, a sua relevancia para predizer progndstico em carcinoma urotelial de bexiga
ainda € controversa, principalmente devido as caracteristicas heterogéneas dessa neoplasia e

também devido a falta de padronizacdo na contagem dos microvasos.

2.6 FATOR TECIDUAL

A associac@o entre a ocorréncia de fendmenos trombo-embdlicos e cancer foi
descrita por Trousseau em 1865, observando que pacientes com trombo-embolismo idiopatico
tinham risco nove vezes maior do que a populacdo geral de apresentarem uma neoplasia em
um intervalo de até um ano. O inverso também foi observado, ou seja, individuos portadores

. A . J Z1: 77
de um tumor maligno t€ém maior probabilidade de apresentarem eventos trombo-embdlicos.

Além disso, a ocorréncia de trombo-embolismo nos tumores também estd
relacionada ao estdgio do tumor, uma vez que estudo realizado em pacientes com cancer de
mama demonstrou que a incidéncia de eventos trombo-embdlicos foi de apenas 0,1% nos
pacientes no estdgio I e 18% nos estdgios III e IV.”® Sorensen e colaboradores’”” também
evidenciaram que pacientes com cancer e trombose venosa profunda (TVP) apresentavam
estdgios mais avangados e tiveram pior progndstico quando comparados a pacientes com

cancer, mas sem TVP.
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Zacharski e colaboradores,” demonstraram, em estudo prospectivo randomizado,
que o uso de anticoagulantes modificou favoravelmente a sobrevida dos pacientes com cancer

de pulmao.

Apesar das evidéncias que relacionam eventos trombo-embdlicos e cancer, 0s
mecanismos relacionados a tal associagdo somente comecaram a ser desvendados
recentemente. O desenvolvimento da TVP em paciente com cincer é complexo, estando
relacionado a propriedades pré-coagulantes, a células endoteliais do préprio tumor e também
a processos inflamatérios.”’ Adicionalmente, outros fatores como estase venosa, alteracdes
vasculares e reducdo de fatores inibidores do processo de fibrindlise, predispdem o paciente a
um estado de hipercoagulabilidadei78 Por outro lado, tem-se demonstrado que o estado

. . . 81
hipercoaguldvel pode favorecer o crescimento tumoral.

Essa associa¢do entre fendmenos trombo-embodlicos e neoplasia estd fortemente
relacionada a uma molécula, chamada fator tecidual (FT), fundamental no desencadeamento

do processo de coagulagio e, por conseqiiéncia, no estado de hipercoagulabilidade. **

O FT, também chamado de tromboplastina, € uma glicoproteina transmembrana,
que se apresenta com uma por¢do extracelular, uma por¢do transmembrana e uma por¢do de
dominio citoplasmatico.®® O FT exerce papel essencial no desencadeamento da cascata de
coagulacdo. A sua porcdo extracelular interage com os fatores VII/VIla, formando o
complexo FT/FVIla, desencadeando o processo da via extrinseca, através da ativacdo dos
fatores IX e X, que por sua vez, sdo responsaveis pela conversdo do fibrinogénio em fibrina,

2 . 84
formando os codgulos sanguineos.

O FT também costuma estar presente em maiores concentragdes na adventicia dos
vasos e nos tecidos que circundam a maioria dos 6rgaos internos, locais onde funciona como

uma verdadeira barreira hemostdtica. Normalmente, o FT ndo costuma ser expresso no
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endotélio. No entanto, a ocorréncia de lesdo vascular pode induzir a sua expressao nesses

. 85
tecidos.

O FT desempenha, ainda, funcdes distintas daquelas relacionadas a coagulacao, e
acredita-se que seja uma molécula importante para a sinalizagc@o e proliferacdo celular, bem

~ .z 86
COmo para a formagao de vasos Sanguincos.

O FT exerce, igualmente, papel importante no desenvolvimento embriondrio,
pois, nessa fase, a barreira placentdria impede a passagem de fatores de coagulagdo maternos
e, portanto, o FT torna-se de vital importincia para o desenvolvimento vascular. A sua
expressdo € identificada em tecidos embriondrios como cardiomidcitos, células epiteliais,
células do endoderma visceral, musculo liso vascular e tecido neural. Carmeliet e
colaboradores,®” em estudo experimental, inativaram o gene do FT e demonstraram que a sua
deficiéncia inviabiliza o desenvolvimento de embrides devido ao desenvolvimento incompleto

da camada peri-endotelial da parede vascular e alteracdes no desenvolvimento do saco

vitelino.

A expressdo do FT pode também ser induzida por uma série de outras situacdes
como pela liberacdo do fator de necrose tumoral, do VEGF e do fator de crescimento de
fibroblastos.®”” Além disso, o FT também desempenha papel importante em uma série de
condicdes patolégicas como a coagulacdo intravascular na sepse,” arteriosclerose® e

cancer.®

A associagdo entre alta expressd@o imunoistoquimica do FT e pior progndstico de
. 2z . . : 90 A 91 ~ 92 . 93
tumores malignos ja foi descrita nas neoplasias de mama, - pancreas,” pulmio, = gliomas,

2 4 7z 5 PR 82,96,97,98
prostaltal,9 e célon.’ Segundo vérios autores, 96,979

o FT desempenha papel fundamental na
fisiopatologia do cancer devido a sua capacidade de induzir a expressdo do VEGF e criar uma

proliferacdo vascular tumoral exagerada. O maior aporte sanguineo, por sua vez, propicia o

desenvolvimento tumoral e metastatico. Portanto, o FT estimula a expressio do VEGEF,
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potente fator pré-angiogénico, e inibe a producdo da trombospondina-1, importante fator
antiangiogénico, acarretando desequilibrio na angiogénesee e, por conseqiiéncia, o

. 82
desenvolvimento de novos vasos.

O estimulo pré-angiogénico do FT pode ocorrer através de duas vias
fisiopatoldgicas distintas: uma, dependente da coagulagdo; e outra, ndo dependente. A via
coagulacdo-dependente € desencadeada pela ligacdo do FT ao fator VII e formacdo do
complexo FT/FVIla, resultando na ativacdo da trombina. Esta é responsavel pela lise dos
fibrinopeptideos A e B a partir da molécula de fibrinogénio, determinando a sua conversao em
fibrina e elevacdo nas concentracdes do fibrinopeptideo A que, por sua vez, foram
correlacionadas a progressao e crescimento tumoral. A trombina também promove a ativagdo
de plaquetas, as quais se unem a fibrina, formam o codgulo e liberam fatores pro-
angiogénicos, dentre eles o VEGF, que contribuem para a migracao e a proliferacdo de células
endoteliais. O VEGF ainda induz ao aumento da permeabilidade vascular que determina
escape de proteinas plasmdticas, especialmente a fibrina, as quais formardo uma matriz ao
redor das células tumorais. Essa matriz serve como base para migracdo de células endoteliais

o 82,99
e para a angiogé€nese tumoral.

A via ndo dependente da coagulacdo é desencadeada pela fosforilagdo da porcao
citoplasmatica do FT, induzindo a forma¢do de uma seqiiéncia de sinais intracelulares que
resultam na transcricdo de varios genes, entre eles o VEGF, resultando em um potente

. . ALs 82,98
estimulo angiogénico.**’

H4 uma molécula chamada inibidor da via do fator tecidual (tissue factor pathway
inhibitor - TFPI), com a capacidade de bloquear as a¢des do FT. Na cascata de coagulacdo, o
TFPI inibe os fatores FT, FVIla e o fator Xa formando um complexo quartendrio inibitdrio.
Adicionalmente, o TFPI exerce atividade antiangiogénica e antitumoral por meio de bloqueio

da sinalizacio celular.'® As heparinas estimulam a liberagdo do TFPI pelas células endoteliais
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e conseqiientemente atuam bloqueando a atividade do FT. Isso pode ter implicagdes clinicas
importantes no sistema de coagulagdo, reduzindo o estado hipercoaguldvel dos pacientes com
cancer e potencialmente retardando a progressao das neoplasias, com eventual melhora da

. 101
sobrevida.

Portanto, o FT tem importante papel no desenvolvimento do fendtipo angiogénico
em determinados tumores, assim como na progressdo tumoral e desenvolvimento de
metdstases.'”> Em virtude disso, vdrios trabalhos tém sido realizados para comprovar a a¢io

do FT na angiogénese tumoral.

Zhang e colaboradores'” avaliaram, em estudo experimental, o efeito do FT na
angiogénese em sarcomas de camundongos. As células de sarcoma Meth A, transfectadas
com inibi¢cdo da expressdo do FT, revelaram reducdo em seu crescimento e vascularizagdo. As
células que expressavam o FT, ao contririo, demonstraram crescimento e vascularizacdo
exuberante, mediados, em parte, pela producdo do VEGF e pela inibi¢do da trombospondina-
1.

. 104
Rickles e colaboradores

também identificaram forte correlacio entre a
expressao do FT e o VEGF. Em estudo experimental, células neopldsicas foram inoculadas
em camundongos. Em um grupo, foi transfectada a seqiiéncia completa de FT, e as células
tumorais produziram FT e VEGF. No outro grupo, foi transfectado o FT com altera¢des na
porcao citoplasmdtica e ndo houve a producdo de VEGF. Foi demonstrado, portanto, que a
porc¢ao citoplasmatica do FT é fundamental para a produ¢cdo do VEGF, mediado pelo FT.

A porcio extracelular do FT, por outro lado, parece ter influéncia na disseminacao

dos tumores malignos. Mueller e Ruf'”

demonstraram, através de modelo experimental, o
papel do complexo FT-FVIIa no desenvolvimento das metdstases. Aparentemente, a atividade

extracelular do complexo FT-FVIIa atua em cooperagdio com a por¢do de dominio

citoplasmatico do FT para o processo de dissemina¢cdo hematogénica do tumor.
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Também foi estudado, por Amirkhosravi e colaboradores,m() a importancia da
hip6xia no aumento da expressdo imunoistoquimica do FT em tecidos tumorais. Experimento
com cultura de células de vérios tipos de tumores, em meios com baixa tensdo de oxigénio,
demonstrou aumento da atividade pré-coagulante e da expressdo do FT. Adicionalmente, a
inoculagdo dessas células tumorais em cobaias resultou no aparecimento de metéstases
pulmonares mais freqiientemente do que nas células cultivadas com niveis normais do
oxigénio. Os autores conclufram, portanto, que a hipéxia aumenta a expressio do FT nas
neoplasias malignas, facilitando o desenvolvimento de metéstases hematogénicas, através de

um mecanismo mais associado a atividade coagulante do FT.

Diante das evidéncias que demonstram a acdo do FT na inducdo da producdo de
VEGEF e, por conseqiiéncia, sua acdo pro-angiogénica, surgiram estudos clinicos avaliando a
expressdo imunoistoquimica do FT em determinados tumores e sua possivel relacdo com o

comportamento biologico das neoplasias malignas

Hamada e colaboradores™ avaliaram a expressio imunoistoquimica do FT em
gliomas e correlacionaram-na com o seu grau histolégico, ocorrendo expressdo do FT em
apenas 10% dos gliomas de baixo grau (graus I e II), e intensa ou moderada expressdo do FT
em 86% dos astrocitomas anapldsicos (grau I1I) e 95% dos glioblastomas (grau I'V). Portanto,

a expressao do FT correlacionou-se fortemente com tumores pouco diferenciados.

: 107 o~ . -

Contrino e colaboradores ~* descreveram a associacdo entre a maior expressao

imunoistoquimica do FT e tumores mais agressivos em cancer de mama. Também Vrana e
0 - .. ~ .. o~ . . L.

colaboradores” identificaram correlagdo positiva entre a expressdo imunoistoquimica do FT e

a progressdo em carcinoma de mama invasivo.

5 ~ s . L.
Seto e colaboradores” estudaram a expressio imunoistoquimica do FT em 67
espécimes de carcinoma colo-retal, classificando-a em quatro categorias (ausente, pouca,

moderada e alta expressao). Os autores verificaram maior incidéncia de metastases hepaticas e
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pior sobrevida nos tumores com moderada/alta expressio de FT. Nakasaki e colaboradores'*®
também avaliaram a expressdo imunoistoquimica do FT nos tumores malignos colo-retais,
demonstrando que sua intensidade de expressdo correlacionava-se com o estagiamento pela
classificacdo de Dukes. Adicionalmente, observou-se significativa correlacdo entre a

expressao do FT e do VEGF.

1 . ~ . . L.
Kakar e colaboradores’’ avaliaram a expressdo imunoistoquimica do FT nos
carcinomas ductais de pancreas e observaram que os tumores pouco diferenciados

apresentaram elevada expressao do FT.

. 2 ~ . . L, .
Koomagi e colaboradores’” estudaram a expressio imunoistoquimica do FT em
espécimes de carcinoma de pulmio ndo-avenocelular, identificando correlagdo significativa
entre expressdo do FT e DMV. A expressao do FT associou-se também a pior sobrevida e a

maior expressao do VEGF.

A associacdo entre expressdo imunoistoquimica do FT e neoplasias urolégicas
também vem sendo relatada. Abdulkhadir e colaboradores’ estudaram espécimes de 67
pacientes com diagndstico de cancer de prostata clinicamente localizado e que foram
submetidos a prostatectomia radical. Em 73% dos espécimes examinados, houve expressao
imunoistoquimica do FT. Foi demonstrada também associa¢do direta entre expressdo do FT e
niveis mais elevados do antigeno prostitico especifico (prostatic specific antigen - PSA),
reconhecido marcador progndstico nessa neoplasia. Além disso, foi observado que espécimes
com expressao aumentada de FT apresentavam niveis mais elevados de DMV. Akashi e
colaboradores'” avaliaram 73 pacientes com cincer de préstata metastatico e identificacaram
alta expressdo imunoistoquimica de FT em 75% das espécimes. Adicionalmente, a elevada
expressado do FT foi um fator preditor de pior resposta ao tratamento com deprivacdo

androgénica.
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A expressdo imunoistoquimica do FT nos espécimes de neoplasia de bexiga ndo é
relatada na literatura, exceto pelo trabalho de Patry e colaboradores.''” Nesse tinico estudo,
ainda ndo impresso, os autores avaliaram a expressao imunoistoquimica do FT nos espécimes
de 218 pacientes submetidos a cistectomia e com diagndstico de neoplasia de bexiga musculo-
invasiva. O FT foi expresso em 77,6% dos tumores, independente de estdgio e grau. No grupo
de pacientes com linfonodos negativos, aqueles que apresentavam expressdo
imunoistoquimica do FT tiveram menor sobrevida cincer-especifica. Portanto, os autores
concluiram que a expressdo imunoistoquimica do FT foi um preditor independente para
sobrevida doenca-especifica em pacientes com carcinoma urotelial de bexiga musculo-
invasivo, mas com linfonodos negativos, tratados com cistectomia, podendo identificar

pacientes com alto risco de progressdo da doenca.

Além da expressdo imunoistoquimica do FT nos espécimes, alguns autores t€ém
estudado a concentracdo desse marcador na urina e no sangue. Adamson e colaboradores''!
dosaram os niveis de FT na urina de pacientes com tumores de bexiga e compararam-nos com
o FT urindrio de pacientes com hiperplasia prostitica benigna e de individuos higidos.
Constataram que o FT urindrio dos pacientes com neoplasia de bexiga foi mais elevado do
que o dos grupos controles, no entanto ndo foi possivel diferenciar, por meio desse método,
tumores superficiais de tumores musculo-invasivos. Lwaleed e colaboradores''* avaliaram a
concentragdo urindria de FT em pacientes com tumores de bexiga e de prostata e compararam
os resultados com niveis urindrios em voluntdrios higidos e em pacientes com doengas
uroldgicas benignas como hiperplasia prostdtica benigna, urolitiase, cistite e prostatite. Nos
pacientes com neoplasia de bexiga, o nivel de FT urindrio foi estatisticamente mais elevado
que os controles, o que ndo ocorreu com os pacientes com neoplasia de prostata. Além disso,
os niveis de FT, nos pacientes com neoplasia de bexiga, correlacionaram-se com o grau

histolégico do tumor. Por fim, Foster e colaboradores'® investigaram, através do teste de
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ELISA, a expressdo do FT nos espécimes e no sangue de pacientes com carcinoma de células
renais (CCR), carcinoma urotelial de bexiga e adenocarcinoma de préstata. Nos espécimes, o
FT foi quantificado no tecido tumoral e no tecido ndo-tumoral adjacente ao tumor. Nos trés
tipos de tumor estudados, a concentracdo de FT no tecido tumoral foi menor que no tecido
ndo-tumoral. Portanto, a quantificacdo do FT em espécimes ndo teve valor quando utilizado
através do teste de ELISA. Da mesma forma, também nio foi demonstrado aumento dos
niveis séricos de FT no adenocarcinoma de préstata e CCR, quando comparados aos niveis
séricos de voluntarios higidos. Contudo, os niveis séricos de FT nos pacientes com carcinoma
urotelial de bexiga foram significativamente aumentados quando comparados com os

controles.

Em suma, a interacdo entre FT e neoplasia de bexiga € tema muito pouco
explorado pelos centros de pesquisa. Logo, faz-se necessaria a identificagdo da expressao do
FT em espécimes de carcinoma urotelial, obtidas por meio de resseccao endoscopica de tumor
vesical, pois tal estudo, além de nunca ter sido descrito na literatura, podera contribuir, no

futuro, para que surja um novo marcador progndstico para essa neoplasia.
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3 OBJETIVOS

1- Descrever a expressdao do fator tecidual em espécimes de carcinoma urotelial de bexiga

obtidos por meio de ressec¢do endoscopica de tumor vesical;

2- Correlacionar a intensidade de expressdo do fator tecidual com grau, estagio, densidade

microvascular e sobrevida;

3- Correlacionar a densidade microvascular com grau, estagio e sobrevida.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO E AMOSTRA

Para realizacdo do presente trabalho, foi efetuado estudo retrospectivo de coorte
histérico, em que foram avaliados 67 pacientes com carcinoma urotelial de bexiga submetidos
a ressec¢do endoscopica de tumor vesical no Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade
Catodlica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS), no periodo correspondente a setembro de

1994 e julho de 2003.

O material ressecado foi examinado pelo Servico de Anatomia Patologica do
HSL-PUCRS e classificado quanto a diagndstico histopatologico, estdgio e grau. Os tumores
foram classificados quanto a profundidade de penetracdo na parede (estagio patoldogico) em
carcinoma in situ, Ta, T1 e T2 , e, quanto ao grau de diferenciacao celular, em Graus 1, 2 e 3,
de acordo com os critérios da Organizacio Mundial da Sadde. Nos pacientes submetidos a
mais de uma resseccdo endoscOpica de tumor vesical, somente o material do primeiro

procedimento foi considerado para analise.

Os blocos de parafina com os espécimes da amostra foram cortados e corados
com hematoxilina-eosina (HE) e reexaminados por dois patologistas experientes para
avaliacdo quanto a representatividade da neoplasia no corte e, para confirmac¢do dos achados,
quanto ao estdgio patologico e grau. Além disso, foram utilizados cortes adjacentes aos
avaliados por HE para realizacdo de andlise imunoistoquimica e conseqiiente afericio da

densidade microvascular e expressao do fator tecidual.

Também foi realizada revisdo dos prontudrios dos pacientes da amostra para

completar banco de dados. Sempre que os dados do prontudrio foram insuficientes, tentou-se
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contato telefonico ou por correspondéncia com o paciente ou com um familiar, para a

obtencdo das informagdes necessarias.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os pacientes submetidos a ressec¢do endoscopica de carcinoma
urotelial de bexiga no Servi¢o de Urologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, no periodo ja

referido anteriormente.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo todos os pacientes que apresentaram uma ou mais das

condicdes abaixo:

-pacientes cuja primeira ressec¢cdo endoscopica de tumor vesical ndo foi realizada

no Hospital Sdo Lucas da PUCRS;

-espécimes de anatomia patologica sem condi¢Oes para as andlises histologicas

apropriadas;

-pacientes submetidos a radioterapia ou quimioterapia previamente a ressec¢ao

endoscdpica do tumor.
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4.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

As varidveis analisadas em relacdo a expressdo do fator tecidual e a densidade

microvascular foram:
- idade;
- SeX0;
- estdgio patologico do tumor(T);
- grau de diferenciagdo celular;

- sobrevida.

4.5 IMUNOISTOQUIMICA

A partir dos tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina das pecas tumorais
selecionadas, cortes com espessura de 3 um 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 endégena foi feito utilizando-se solu¢do de peridrol a
3% (H20, em &lcool metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos em solucdo salina a
5% em tampao PBS (“phosphate buffered saline”) por 30 minutos para diminuir a coloragdo
de fundo (background). As secgbes foram incubadas com anticorpo monoclonal de rato
antifator tecidual humano tipo 1 (Mouse anti-human tissue factor, type 1 US Biological — type
Mab, IgGl clone 2K1) com diluicdo de 1:30 e, anticorpo monoclonal de rato antiCD34
(CD34 classe II, Clone QBEnd 10 Dakocytomation) com diluicdo de 1:400. O sistema de
deteccdo utilizado foi o Kit Dako LSAB + peroxidase (Streptoavidina). Os cortes foram

revelados, usando-se cromégeno 3,3°- diaminoazobenzidina (DAB) e tampao PBS em solucdo
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a 0,002% de per6xido de hidrogénio e contracorados com hematoxilina, sendo desidratados,

clarificados e, finalmente, montados com balsamo e laminula.

4.6 ANALISE DIGITAL DAS IMAGENS

O sistema de andlise digital utilizado foi composto por microscopio Optico Zeiss
Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha), com lentes neofluares, conectado através de
videocamera Roper Scientific (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um
microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com 512 MB de memoéria RAM, disco rigido de 160
GB e placa de captura Image Pro Capture kit (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para a
andlise digital das imagens, foi utilizado o programa Image Pro Plus versdo 4.5. Esse
programa permite a captura da imagem digital com a possibilidade de insercao de grade de
corre¢do, marcacdo e contagem das dreas de interesse. As imagens foram capturadas no
formato TIFF (True Image Format File). O processo de captura das imagens foi realizado no

Laborat6rio de Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

4.7 DENSIDADE MICROVASCULAR

A contagem dos microvasos foi realizada em sec¢des de tecido neopldsico dos
blocos de parafina, em cortes imediatamente adjacentes aos usados para identificacdo da drea
tumoral e dos usados para avaliacdo do fator tecidual. A identificacdo da microvasculariza¢do
foi realizada por meio da selecdo dos pontos mais vascularizados, examinada com
magnificagdo baixa (50X). Essas areas hipervascularizadas, denominadas “hot spots”, sdo
representativas dos locais de maior densidade microvascular. Apds a sua identificacdo, foi
realizada a captura da imagem em dez campos diferentes para a contagem dos vasos com

magnificacio de 100X (1312X1040 pixels) correspondendo 2 drea de 0,76 mm’. Os
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microvasos foram identificados pela coloracdo acastanhada, em contraste ao fundo de cor azul
claro (figura 1). Todas as células endoteliais coradas, separadas de microvasos adjacentes,
foram contadas como um vaso, ndo sendo necessario a identificacdo de luz vascular. Tanto
células isoladas quanto vasos maiores foram incluidos na contagem. A inser¢do de uma grade
de correc¢do resultou em campo com amplitude de 1312X960 pixels, correspondendo a drea de
0,66 mm’. Somente foram contados 0s vasos que se encontravam dentro da 4rea da grade ou
que tocavam a linha de demarcacao pontilhada (figura 2) como preconizado por Gundersen e
colaboradores.'"* A contagem foi realizada em escala ordinal e, posteriormente, foi realizada a

média aritmética dos campos selecionados em cada paciente.

Figura 1- Coloracao de microvasos (marrom) por anticorpos antiCD 34 em seccao
tumoral (magnificacao de 100X).
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Figura 2 - Imagem obtida no programa apos a insercao de grades de correcao para
contagem dos microvasos (magnificacao de 400X).

4.8 EXPRESSAO DO FATOR TECIDUAL

A quantificacdo da expressdo do FT foi avaliada de forma independente por dois

N

observadores treinados quanto a reatividade para o anticorpo, utilizando-se, para aferi¢do,
lente objetiva com magnificacdo de 100x. A expressdo do FT foi classificada em quatro

categorias:
1. Zero a 25% das células com carcinoma coradas;
2. Vinte e seis a 50% das células com carcinoma coradas;
3. Cinqgiienta e um a 75% das células com carcinoma coradas;

4. Setenta e seis a 100% das células com carcinoma coradas.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrdo. Na situacdo de
assimetria, tais descritores foram complementados por mediana, minimo e mdiximo. A

avaliacdo da relacdo entre a densidade microvascular e os niveis de expressdo do fator
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tecidual foi feita por intermédio do coeficiente de correlacdo de Pearson, seguido da técnica
de regressdao linear. Foram comparadas as caracteristicas clinico-patoldgicas entre os
pacientes acima e abaixo da mediana de DMV, e entre os pacientes com baixa e alta
expressao de FT pelo testes t de Student para amostras independentes (varidveis quantitativas)
ou pelos testes de Qui quadrado com correcdo de Yates, teste Exato de Fisher ou teste de Qui

quadrado (varidveis categdricas).

Adicionalmente, os grupos (determinados pelo fator tecidual) foram comparados
em modelo de ANOVA (anédlise de variancia) e ANCOVA (andlise de covariancia) para o
ajuste do potencial efeito da idade como fator de confusdo. A mortalidade foi estudada pela
técnica de Kaplan- Meier e confirmada em modelo de regressdao de azares proporcionais de
Cox. Os dados foram processados e analisados com auxilio dos programas Excel e SPSS

versao 12.0 para Windows. O nivel de significincia adotado foi de o= 0,05.

4.10 ETICA

Este estudo encontra-se em conformidade com os itens III.3.i e III.3.t das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolucdo
CNS 196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas
Biomédicas envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993), tendo sido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul — Protocolo n°

04/02139
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Foram analisados os dados anatomo-patolégicos e sobrevida global dos 67 pacientes

incluidos no estudo. Nessa populacdo, a média de idade foi de 65,42 (DP + 1,99) anos, sendo

51 (76,1%) individuos do sexo masculino e 16 (23,9%) do sexo feminino. Quanto ao estagio

patolégico, avaliando a penetracdo do tumor na parede vesical (T), 41 (61,1%) pacientes eram

Ta, seis (9,0%) pacientes eram T1 e 20 (29,9%) pacientes eram T2. Nenhum caso de

carcinoma in situ foi descrito na amostra. Segundo a classificagdo da OMS, avaliando o grau

de diferenciacdo celular, 30 (44,8%) pacientes eram grau 1 (G1), 15 (22,4%) pacientes eram

grau 2 (G2) e 22 (32,8%) eram grau 3 (G3).(Tabela 7)

Tabela 7 - Caracteristicas clinicas e patolégicas da populacao estudada (n = 67)

Média de idade [+DP] quando da operacao(anos)
Sexo (masculino: feminino)
Estagio
Ta
T1
T2
Grau
Gl
G2
G3

65,42 [1,99]

3,1:1

41 (61,1%)
6 (9,0%)
20 (29,9%)

30 (44,8%)
15 (22,4%)
22 (32,8%)

Dos 67 pacientes estudados, 51 (76,1%) apresentavam seguimento com dados

passiveis de utilizagdo para andlise da sobrevida e da mortalidade global. O tempo médio de

seguimento foi de 53,6 (DP+ 40,45) meses.
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5.2 DENSIDADE MICROVASCULAR

O ndmero de microvasos por campo variou entre 4,8 e 61,6, sendo a DMV média de
23 (+12,09). A mediana da DMV foi de 20 microvasos por campo, sendo este valor utilizado
como ponto de corte para divisdo em dois grupos, com maior € menor vascularizacdo. Foi
avaliada a correlacdo entre o nimero de microvasos e as principais varidveis do estudo como
idade, sexo, estdgio e grau. Nao houve correlacdo estatisticamente significativa e os dados

estdo descritos na tabela 8.

Tabela 8 - Correlacao entre as caracteristicas clinico-patologicas e DMV

Variavel DMV<20 DMV>20 p*
(n=32) (n=35)
Idade (anos), média+DP 66,9+12.,6 64,0+11,4 0,33
Sexo masculino, n(%) 22 (68,8) 29 (82,9) 0,29
Grau de diferenciacao celular, n(%) 1 16 (50,0) 14 (40,0) 0,67
2 7(21,9) 8(22,9)
3 9 (28,1) 13 (37,1)
Estagio, n(%) Ta 21 (65,6) 20 (57,2) 0,68
T1 2 (6,3) 4(11,4)
T2 9 (28,1) 11 (31,4)

*P; significlncia estatistica obtida pelo teste t de Student para amostras independentes para as variaveis
quantitativas e pelo teste de Qui quadrado com corre¢do de Yates ou teste de Qui quadrado para
varidveis categoricas.

5.3 EXPRESSAO DO FATOR TECIDUAL

A expressdo do fator tecidual, como ja referido anteriormente, foi classificada de
acordo com a intensidade de expressao da proteina no espécime, conforme demonstrado na

tabela 9.
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Tabela 9 - Expressao do fator tecidual em espécimes de carcinoma urotelial de bexiga

Categoria Fator Tecidual Numero de amostras (%)

1 (0-25%) 16 (23,9)
2 (26-50%) 11(16,4)
3 (51-75%) 33(49,3)
4 (76-100%) 7(10,4)

As figuras 3 e 4 representam, respectivamente, a expressao do FT nas categorias 1

e 4.

Y‘i
N
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3

Figura 3 - Expressao de FT categoria 1 ( 0-25%)

Figura 4 - Expressao de FT categoria 4 (76-100%)
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Para a andlise estatistica, a expressdo de FT foi reagrupada em apenas dois grupos:
baixa expressdo de FT (escore 1) e moderada/alta expressao de FT (escores 2, 3, 4), e foram
examinadas as correlacdes entre as categorias de expressio do FT e os indicadores
progndsticos conhecidos para carcinoma urotelial de bexiga como penetracdo do tumor na
parede vesical (T) e grau de diferenciacdo celular do tumor. Nao foi identificada diferenca
estatistica entre os grupos de expressao de FT e tais indicadores, conforme demonstrado na

tabela 10.

Tabela 10 - Correlacio entre as caracteristicas clinico-patologicas e expressao de FT

Varidvel Expressao Expressao p*
baixa FT moderada/
(n=16) alta FT
(n=51)
Idade anos, média+DP 64,3+12.4 65,8+12,0 0,66
Sexo masculino, n(%) 10 (62,5) 41 (80,4) 0,18
Grau de diferenciacao celular, n(%) 1 7 (43,7) 23 (45,1) 0,87
2 3(18,8) 12 (23,5)
3 6 (37.,5) 16 (31,4)
Estagio, n(%) Ta 10 (62,5) 31 (60,8) 0,91
T1 1(6,2) 5(9,8)
T2 5(31,3) 15 (29,4)

*P; significincia estatistica obtida pelo teste t de Student para amostras independentes para as variaveis
quantitativas e pelo teste Exato de Fisher ou teste de Qui quadrado para varidveis categoricas.

54 RELACAO ENTRE EXPRESSAO DO FATOR TECIDUAL E DENSIDADE
MICROVASCULAR

Com a finalidade de quantificar se alteracdes na regulacdo da expressdo do FT nas
células tumorais afetam o seu comportamento angiogénico, foi avaliada a relacdo entre as
categorias do fator tecidual e o densidade microvascular nos espécimes de carcinoma urotelial
de bexiga. Foi observada correlacdo estatisticamente significativa entre a expressdo do fator

tecidual e a maior densidade microvascular (p=0,022; Tabela 11 e Figura 5).
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Tabela 11 - Relacio entre o fator tecidual e a densidade microvascular em carcinoma

urotelial de bexiga

Fator Tecidual

Densidade Microvascular

(microvasos/campo em 1 2 3 4
100x) n=16 n=11 n=33 n="7 p*
média (DP) 18,4 20,8 24.5 29,8 (14,5) 0,022
(6,6) (12,4) (13,0)
mediana 18,0 18,8 23,5 23,0
(minimo a maximo) 9 a (74 a 4,8a (19,8 a
38,2) 47,2) 61,6) 61,0)

*P: significancia estatistica obtida em modelo de regressdo linear tomando o fator tecidual como variavel
preditora e a densidade microvascular como desfecho (r = 0,28; P = 0,022 e rg = 0,30; P = 0,014)

DMV (microvasos/campo em 400x)
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| P %
0 L
1 2 3 4
Fator Tecidual
N = 16 11 33 7
MédiatDP 18,416.6 20,8+12,4 24,5+13,0 29,8+14,5

Figura 5 - Densidade microvascular (DMYV) segundo categorias do fator tecidual em
carcinoma urotelial de bexiga
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5.5 ANALISE DA SOBREVIDA

O seguimento foi avaliado em 51 pacientes (76,11%) e o seu tempo médio foi de
53,6 meses, com variacdo de zero a 146 meses. A curva de sobrevida geral dos pacientes estd

demonstrada na figura 6.
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Figura 6 - Curva de sobrevida geral dos pacientes.
Foi realizado grifico de sobrevida, analisado pelo método de Kaplan-Meier, para

comparar os pacientes com baixa e alta DMV e, utilizando o teste Log-rank, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (p=0,68), conforme demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Grafico de sobrevida (método de Kaplan-Meier) entre grupos com baixa (<20
microvasos/campo) e alta (> 20 microvasos / campo) densidade microvascular.

No entanto, o grafico de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier, comparando os

pacientes com baixa expressao do FT (<25%) e moderada/alta expressdo de FT (>25%) esté

demonstrado na figura 8 e, por meio do teste Log-rank, evidenciou-se diferenca

estatisticamente significativa (p=0,029).
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Figura 8 - Grafico de sobrevida (método de Kaplan-Meier) entre grupos de baixa
expressao do fator tecidual ou moderada/alta expressao.
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6 DISCUSSAO

A neoplasia de bexiga ¢ uma doenca que apresenta comportamento bioldgico
heterogéneo, dependendo do seu estdgio patolégico, do grau de diferenciacdo celular, da

presenca de carcinoma in sifu associado e de outros fatores ainda ndo bem estabelecidos.

Hé4 grande interesse dos centros de pesquisa na identificacio de marcadores
progndsticos que possam melhor caracterizar a agressividade e progndstico dos tumores de
bexiga, uma vez que cerca de 15% dos tumores ndo-invasivos irdo progredir para um tumor
musculo-invasivo, € mesmo tumores invasivos apresentam agressividade e resposta a

tratamento sistémico diferente.

O presente estudo avaliou, além do estdgio local (T) e grau, dois fatores preditivos
imunoistoquimicos, a DMV e o FT, em espécimes de carcinoma urotelial de bexiga, obtidos a

partir de resseccoes endoscOpicas de tumor vesical.

Quanto ao estagio patoldgico, identificaram-se apenas tumores Ta, Tl e T2 e a
freqliéncia dos estdgios foi semelhante aos achados da literatura. Nenhum espécime, no
entanto, foi classificado como carcinoma in situ (Tis), T3 e T4. A justificativa para tal achado
pode compreender o fato do estudo ter sido realizado a partir de espécimes de ressec¢cao
endoscopica de tumor vesical, e ndo de espécimes de bidpsias a frio (mais utilizadas em casos
de citologia positiva e suspeita de carcinoma in situ). J4 os tumores T3 e T4 costumam ser
diagnosticados somente em espécimes de cistectomia, 0 que explica a inexisténcia desses
achados em nossa série. Como a presenga de carcinoma in sifu associado ao tumor também é
considerado um critério de pior progndstico, reconhecemos que a sua ndo avaliacdo, devido a

inexisténcia desse achado na nossa amostra, pode ser uma limitacao do nosso estudo.
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A respeito do grau de diferenciacdo celular, apesar de haver uma tendéncia a
utilizagio da nova classificacio da OMS' de 2004, o presente estudo empregou a
classificacio da OMS, publicada por Mostofi'® em 1973, uma vez que se trata de estudo
retrospectivo e a nova classificacdo foi publicada ulteriormente a andlise dos espécimes da

amostra.

A distribui¢do dos tumores da amostra estudada quanto ao grau difere da relatada
na literatura. Os tumores G2 predominam na maioria dos estudos, enquanto em nossos dados,
a classificacdo quanto ao grau demonstrou distribuicdo homogénea. A atribuicdo do grau de
diferenciacdo sabidamente apresenta uma variabilidade grande de acordo com os critérios do
patologista que examina o caso.”' Talvez esse fato tenha contribuido para uma distribui¢io

mais homogénea no grau tumoral em nossa casuistica.

O predominio de fatores pré-angiogénicos sobre os fatores antiangiogénicos,
determinando o fendtipo angiogénico, tem sido freqiientemente associado a neoplasias de pior
prognéstico. No entanto, nem sempre esta associacdo € verificada. A grande dificuldade,
aparentemente, tem sido a quantificacdo da angiogénese tumoral, pois ainda ndo existem
estudos prospectivos que determinem o método de afericio mais adequado a finalidade de
evitar variagdes na avaliacdo subjetiva por observadores diferentes. A partir do estudo de
Weidner e colaboradores,” tem havido uma tendéncia a utilizacio da andlise
imunoistoquimica da DMV como método de quantificacdo da angiogénese. No entanto,
devido aos critérios imprecisos de afericdo, tem sido verificada uma ampla variacdo de
resultados entre os estudos que quantificaram a DMV na literatura. O controle de qualidade na
selecdo do material, seu processamento, realiza¢do adequada da imunoistoquimica, selecao da

area a ser avaliada e técnica de avaliacdo da DMV sdo fundamentais para a comparagdo e a

reprodutibilidade dos diferentes estudos em angiogénese.
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A validade da afericdo da DMV nos tumores de bexiga e sua associagdo com
progndstico tém sido controversa e os achados na literatura a respeito da associacdo entre
estdgio, grau e sobrevida, e DMV nos tumores de bexiga sdo os mais variados. Dickinson e
colaboradores,”® avaliando espécimes de ressec¢do endoscépica de tumor vesical, ndo
encontraram associacdo entre DMV e estdgio e grau, mas os pacientes com DMV aumentada
tiveram mortalidade duas vezes e meia maior. Sagol e colaboradores’* encontraram associacio
entre DMV e grau, mas ndo identificaram associacdo entre DMV e estdgio. Bochner e
colaboradores,” estudando espécimes de cistectomia, e Philp e colaboradores,”" avaliando
tumores obtidos de ressec¢do endocdpica, encontraram associagdo entre DMV aumentada e
estdgio patolégico. Outros dois estudos recentes, no entanto, constataram que o aumento da

. . . . 75,76
DMV estava associado a pacientes com maior sobrevida.™”

Dentre as possiveis razdes para
tal discrepancia de resultados estd a impossibilidade prética de avaliar todo o tecido tumoral
na busca de “hot spots” (a drea avaliada poderia teoricamente ndo representar o tumor em sua
integralidade, podendo haver dreas mais ou menos vascularizadas que ndo foram incluidas nas
laminas da patologia definitiva). A prépria selecdo das dareas mais vascularizadas (“hot

spots”) para a contagem de microvasos apresenta subjetividade inerente ao método disponivel

atualmente.

Com o intuito de tornar a afericdo dos microvasos mais acurada e menos subjetiva,
utilizamos a andlise digital das imagens. O programa utilizado permitiu a captura e
armazenamento das imagens, facilitou a contagem dos microvasos e impediu que eles fossem
contados repetidamente. Mesmo empregando a andlise digital das imagens e utilizando os
programas de contagem de vasos, em nosso estudo ndo se encontrou associacao entre DMV e
parametros prognosticos tradicionais como estdgio e grau. Da mesma forma, ndo se

evidenciou associacdo entre DMV e sobrevida geral. Isso talvez signifique que a afericdo da
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DMV, na forma em que vem sendo realizada, ndo seja um pardmetro clinicamente importante

em espécimes de ressec¢do transuretral de bexiga.

A busca de moléculas envolvidas no processo da angiogénese tumoral pode contribuir
para a melhor compreensao dos mecanismos responsaveis pela regulacdo da formacdo de
novos vasos no cancer de bexiga. O FT tem sido bastante pesquisado em outros tipos de
cancer, porém a revisdo da literatura mostrou caréncia de estudos relevantes na associagdo
com neoplasia de bexiga, motivo pelo qual se optou pela realizacdo desta pesquisa. A
molécula do FT apresenta um espectro de funcdes que vai muito além da sua funcdo
primordial ja reconhecida, conforme referido anteriormente, que € a de iniciar o processo da
via extrinseca da coagulacdo, destacando-se, dentre elas, a relacionada a progressiao tumoral e
ao desenvolvimento de metéstases. O fator tecidual desempenha papel na progressdao tumoral
por mecanismos relacionados a coagulacdo e também por uma via coagulacdao-independente,
em que a por¢do citoplasmdtica do FT desencadeia sinalizagdo intracelular. Ha conseqiiente
estimulo angiogénico, devido a inducdo da producdo de VEGF, e supressdo da producdo de

trombospondina-1.

Em virtude dessa associagdo entre fator tecidual e angiogénese tumoral, assim
como do seu papel na progressdo tumoral e desenvolvimento de metdstases, estudos foram
realizados avaliando a sua expressdao em diversas neoplasias, assim como associacdo entre a

. . ~ . £ gl 0,91,92,93,94,95,107,109
intensidade de expressio do FT e pior prognéstico. **

Nosso estudo demonstra, pela primeira vez, a expressao imunoistoquimica do FT no
carcinoma urotelial de bexiga em espécimes de ressec¢do endoscopica de tumor vesical. Na
realidade, ndo ha estudo algum publicado na literatura impressa, avaliando a associacdo entre
o FT e o carcinoma urotelial de bexiga. Até o momento da redacdo deste texto, existe apenas
um estudo publicado eletronicamente por Patry e colaboradores''® em novembro de 2007, em

que € avaliada a expressdo imunoistoquimica do fator tecidual em espécimes de carcinoma
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urotelial de bexiga musculo-invasivo, obtidos de cistectomia. Nesse trabalho, foi demonstrado
que, no grupo de pacientes com linfonodos negativos, a maior expressdo do FT foi
estatisticamente relacionada a menor sobrevida cancer-especifica. Adicionalmente, a analise
multivariada realizada demonstrou risco 3,15 vezes maior de 6bito por cancer. Portanto, a
expressao do FT foi um fator prognéstico de sobrevida doenga-especifica nos pacientes com
carcinoma urotelial de bexiga musculo-invasivo, com linfonodos negativos, tratados por
cistectomia radical. J4 o nosso trabalho, diferentemente do estudo acima referido, avaliou a
intensidade de expressdo do FT em espécimes de carcinoma urotelial de bexiga, obtidos por
resseccao endoscopica de tumor vesical. Além disso, verificou a associag@o entre a expressao
do FT e DMV nos tumores de bexiga, o que também ainda € inédito na literatura. No presente
estudo, constatou-se que 76,1% dos espécimes expressaram de forma moderada ou intensa o
FT, ndo sendo encontrada correlac@o estatistica entre a intensidade de expressdo do FT e os
parametros progndsticos patolégicos, estigio e grau. Verificamos, contudo, significancia
estatistica entre a expressdo do FT e o DMV, conforme demonstrado na tabela 11 e figura 5.
Esses resultados sdo similares aos achados demonstrados em estudos em outros tumores.

Carvalhal'*

, estudando adenocarcinomas de prdstata, observou associacdo entre DMV
aumentada e alta expressdo do FT. Para o autor, a correlagdo entre a expressdo do FT e a
angiogénese tumoral ficou fortalecida nas proximidades das regides onde a atividade do FT
era pronunciada, caracterizando uma relacdo causal entre a presenca de FT nas células
tumorais e o resultante incremento na produ¢do de vasos sangiiineos pelas lesdes. Da mesma
forma, Poon e colaboradores'” descreveram contagens microvasculares elevadas em
carcinomas hepatocelulares em sitios de maior expressio do FT. Também Koomagi e
colaboradores,”” estudando neoplasias de pulmdo nio-avenocelulares, verificaram associa¢io

entre DMV e expressdao de FT. A partir da linha de pesquisa da qual o presente estudo faz

parte, em que foi avaliada a correlacdo entre DMV e expressdo do FT em diferentes tumores,
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utilizando a mesma metodologia quanto a técnica imunoistoquimica, contagem dos
microvasos por meio de andlise digital e andlise da expressdo do FT, os resultados foram os

6

. . . 11 . .
mais diversos. Fillmann, estudando adenocarcinomas colo-retais, demonstrou haver

correlacdo positiva entre expressio do FT e DMV. Contudo, Maciel''’, avaliando tumores de

8 .
avaliando

Wilms, ndo encontrou associacdo positiva entre DMV e FT. Toneto,"
adenocarcinomas gastricos, também nao verificou associacdo entre a expressdo do FT e a
DMV, bem como Malalhs,119 estudando carcinomas epidermdides de cavidade oral
Novamente, as dificuldades metodoldégicas na afericdio da DMV podem ter sido responsdveis
por estes achados. No caso dos tumores de Wilms, por exemplo, a maior parte dos pacientes
havia recebido quimioterapia neo-adjuvante, o que sabidamente compromete os resultados da
andlise da DMV. Nos casos dos adenocarcinomas géstricos € nos de tumores epiderméides da

cavidade oral, a variabilidade na selecdo dos “hot spots” pode ter tido implicagdes nos

resultados.

Para avaliar a correlacdo entre intensidade de expressdo do FT e sobrevida,
reagrupamos os pacientes em dois grupos: 1. Baixa expressio de FT (<25%) e 2.
Moderada/alta expressio de FT (> 25%). Através do método de Kaplan-Meier, foi
demonstrada significancia estatistica entre o grupo de baixa expressdo de FT e o grupo de
moderada/alta expressdo. Nos outros estudos realizados em nossa linha de pesquisa, houve
uma correlacdo positiva entre elevada expressao de FT e sobrevida em pacientes com tumores
de Wilms."'” No entanto, diferentemente dos nossos achados, ndo foi demonstrada correlagao
entre alta expressdo de FT e sobrevida nos tumores colo—retais,116 ga’lstricos,118 e de cavidade
oral.'" A razdo para esta discrepincia é incerta. Novamente poderfamos particularizar os
achados: nos trés ultimos trabalhos citados, a maioria dos pacientes apresentava tumores

avancados, com poucos pacientes em estdgios iniciais de sua doenga, o que poderia explicar

parcialmente a falta de correlagcdo da expressdo do FT com sobrevida.
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Apesar de o presente estudo apresentar algumas limitagdes pelo fato de ser
retrospectivo, ter amostra pequena e ter perda de seguimento de aproximadamente 24% dos
pacientes, seus achados sdo relevantes, uma vez que ndo ha estudos correlacionando a
expressao do FT em espécimes de ressec¢do endoscopica de carcinoma urotelial de bexiga.
Da mesma forma, a correlacdo entre DMV e FT nos tumores de bexiga ainda ndo foi descrita
na literatura. Adicionalmente, a associacdo entre a intensidade de expressdao do FT e sobrevida

. . . 110
nas neoplasias de bexiga foi relatada somente em um estudo.

O presente estudo enquadra-se em uma das linhas de pesquisa da P6s-Graduacido em
Medicina, drea de concentracdo em Clinica Cirdrgica, da Faculdade de Medicina da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, que atualmente estuda angiogénese e
marcadores tumorais em espécimes de neoplasias de cabeca e pescoco, prostata, clon, bexiga
e estdomago. Especula-se que, confirmando sua importancia na génese desses tumores, o FT
possa ser estudado como marcador sérico e/ou urindrio nos pacientes com essas neoplasias.
Mais adiante, a possibilidade de aplicacdes terap€uticas deve ser considerada e testada em
modelos experimentais e clinicos bem delineados. O FT € atualmente reconhecido como o
gatilho para o desenvolvimento do estado hipercoaguldvel em pacientes com céncer.
Adicionalmente, como ja referido no presente trabalho, exerce importante papel pro-
angiogénico e no desenvolvimento de metdstases. Portanto, a inibi¢do especifica da atividade
do FT terd implicacOes na prevengdo de eventos trombo-embodlicos e também na supressao do
crescimento e disseminacao tumoral. Atualmente, hd grande interesse nas acdes do TFPI nos
pacientes com cancer, uma vez que ele atua inibindo a atividade do FT na cascata de
coagulacdo, reduzindo por conseqii€ncia, o estado hipercoaguldvel tdo comum em pacientes
oncologicos. Além disso, o TFPI também bloqueia a atividade de sinalizagdo celular
desempenhada pelo FT, resultando, portanto, em um efeito antiangiogénico e antimetastatico.

No entanto, somente grandes concentracoes de TFPI tem a capacidade de bloquear a acdo
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sinalizadora do FT. Também tem sido avaliado o efeito das heparinas e derivados para
retardar a progressdo tumoral e prolongar a sobrevida dos pacientes com céncer, pois essas

substincias estimulam a producdo de TFPI pelas células endoteliais.'*

Com nosso estudo, esperamos colaborar para o lancamento de bases para o estudo
do FT em neoplasias uroldgicas, o que podera contribuir para avangos clinicos no diagndstico,
acompanhamento e tratamento dos tumores de bexiga, em um futuro ji vislumbrado a luz das

novas terapias moleculares em angiogénese tumoral.
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7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados do presente estudo permitiu chegar as seguintes conclusoes:

1-Houve expressao moderada ou alta do fator tecidual em 76,1% dos espécimes.

2-Ndo houve correlacdo entre a intensidade de expressdo do fator tecidual e os
fatores progndsticos estagio e grau. Entretanto, foi observada associagdo entre a intensidade
da expressao do fator tecidual e densidade microvascular. Além disso, também foi

demonstrada correlag@o entre a expressao do fator tecidual e sobrevida.

3-Ndo foi demonstrada associacdo entre densidade microvascular e os fatores
progndsticos estdgio e grau. Também ndo foi observada correlagdo entre densidade

microvascular e sobrevida.
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