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RESUMO

TONETO, M.G. Analise imunoistoquimica da expressao do fator tecidual e da
densidade microvascular no cincer gastrico: correlacio com fatores prognosticos e

sobrevida.

O fator tecidual (FT) ¢ uma glicoproteina que desempenha papel de iniciador da via
extrinseca da cascata da coagulagdo e modulador do processo de angiogénese. Sua relagdo
com o desenvolvimento de tumores e de metastases tem sido descrita em varias neoplasias
malignas. Foi realizado estudo de marcacdo imunoistoquimica para verificar a expressdao do
FT em 50 espécimes de adenocarcinomas gastricos de pacientes submetidos a tratamento
cirargico com inten¢do curativa e sua correlacdo com a densidade microvascular (DMV),
avaliada com o uso do anticorpo anti-CD34 como marcador endotelial. A intensidade da sua
expressdo foi comparada com dados clinicos e patologicos, estadiamento TNM, fatores
prognosticos e sobrevida. Em todos os pacientes (100%) houve expressdo imunoistoquimica
do FT nas células neoplésicas avaliadas através de anticorpo monoclonal especifico para esta
proteina. A DMV média foi de 48,72 (£19,06) microvasos por campo. Nao houve relagdo
estatisticamente significativa entre a intensidade da expressio do FT e a densidade
microvascular. Nao foi observada relagdo entre a expressao do FT e fatores usuais de mau
prognostico no adenocarcinoma gastrico. Apesar dos pacientes com alta intensidade de
expressdao do FT apresentarem curvas de sobrevida melhores e estatisticamente significativas
na analise univariada (P=0,003), na andlise de regressdo multivariada ndo foi observada
diferenca na sobrevida entre os grupos. Em conclusdo, apesar de expresso em todos os
espécimes tumorais, o fator tecidual ndo mostrou relagdo com a angiogénese ¢ o prognéstico

dos pacientes com adenocarcinoma gastrico neste estudo.
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SUMMARY

TONETO, M.G. Immunohistochemical analysis of tissue factor expression and

microvessel density in gastric carcinoma: correlations with prognosis and survival.

Tissue factor (TF) is protein recognized as a primary initiator of the extrinsic pathway of
blood coagulation and a modulator associated with increased angiogenesis. Recent studies
have shown that TF is associated with cancer and with the development of metastasis in
various malignancies. This study was designed to evaluate the correlation of TF expression
and microvessel density (MVD) with clinical presentation, TNM and prognosis in human
gastric carcinoma. Tissue samples were obtained from 50 specimens of gastric carcinomas
from patients submitted to operations with curative intent. Clinicopathologic and follow-up
data of the patients were prospectively collected. Immunohistochemical expression of tissue
factor was examined and correlated to tumor microvessel density, evaluated using anti-CD34
as the endothelial marker, clinicopathologic data, TNM staging and overall survival.
Expression of TF was found in tumoral cells from all patients (100%) studied. The mean
MVD was 48,72 (£19,06) per field. No significant positive correlation was found between TF
and MVD. In addition, no significant positive correlation was found between TF and
clinicopathologic findings and TNM staging. In univariate analysis, patients with high TF
expression had better overall survival (P=0,003) but, in multivariate analysis no differences
were shown. In conclusion, tissue factor expression was found in all specimens, but did not

correlate with either angiogenesis or prognosis of gastric carcinoma in this study.
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1. INTRODUCAO

O cancer de estdmago ¢ o tumor mais freqiiente do trato gastrointestinal. Quando
avaliada a sua incidéncia em bases mundiais, ocupa o quarto lugar, sendo o segundo tipo
de neoplasia maligna que mais mata no mundo. Apesar do declinio evidente de sua
incidéncia em paises desenvolvidos na Europa, assim como nos Estados Unidos, o cancer
gastrico ¢ ainda hoje um dos tumores mais freqiientes no Japdo e em paises em
desenvolvimento, principalmente na Asia, Africa e América Latina. A melhor conduta para
seu tratamento tem sido intensamente discutida nos tltimos anos, porém ainda depende
fundamentalmente de uma resseccao cirtirgica agressiva, procedimento que nao ¢ isento de
riscos e complicagdes. Apesar de gerar controvérsia, o emprego do tratamento adjuvante
com quimioterapia e radioterapia vem crescendo em importdncia nos estudos mais
recentes. Com excecdo do Japdo, onde a neoplasia ¢ diagnosticada em fases iniciais, os
resultados em termos de cura ainda sdo desalentadores. A busca de melhores alternativas
terapéuticas, de novos marcadores biologicos e o entendimento dos mecanismos
moleculares para a compreensdo dos fendmenos envolvidos na génese e desenvolvimento

dessa neoplasia sdo estimulo para estudos sobre a biologia molecular desses tumores.

No presente trabalho, serd revisada a literatura sobre conceitos fundamentais
relativos ao cancer gastrico. Adicionalmente, serdo discutidos fatores relacionados a
neoformacdo de vasos sangiiineos que acompanha o desenvolvimento neoplasico,
fenomeno conhecido como angiogénese, fornecendo nogdes basicas sobre o fator tecidual e

sua importancia no contexto da biologia tumoral.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Epidemiologia do Cancer Gastrico

Embora em nivel global o cincer de estomago seja um dos mais prevalentes na
populacdo geral, durante o século passado houve reducdo de cerca de quatro vezes em sua
taxa de mortalidade. Esse fendmeno deve-se principalmente a marcada diminuicdo em sua
incidéncia e aos avangos dos métodos de investigagdo complementar, os quais permitem que
o diagnoéstico e o tratamento sejam realizados de maneira mais precoce. Mesmo com esse
decréscimo, o adenocarcinoma gastrico ainda ¢ a segunda causa de morte por doenga maligna
no mundo, suplantada apenas pelo cancer de pulméo.'

Apesar da diminuicdo de sua incidéncia nos paises desenvolvidos do Hemisfério
Norte, o cancer gastrico ainda ¢ a neoplasia maligna mais freqiiente no Japao, com taxas de
incidéncia que se aproximam de 100 casos para cada 100.000 habitantes e um dos mais
freqiientes em paises em desenvolvimento.” E o quarto tumor mais freqiiente na Franga® e, nos
Estados Unidos, é o décimo quarto em incidéncia e o décimo terceiro em mortalidade. *

Estimativas para o ano de 2006 indicam que o cancer de estdmago sera o quinto tumor
em incidéncia e o segundo lugar em mortalidade no Brasil, quando avaliados os dois sexos em
conjunto.” Dados publicados pelo Ministério da Satde em 1998, indicam que o cancer
gastrico foi o terceiro tumor que mais matou no Brasil entre os homens, superado pelo cancer
de pulmao e de prostata e o quinto entre as mulheres, suplantado pelo cancer de mama, de

pulmio, colorretal e do colo de utero.® Sua incidéncia difere conforme as regides geograficas
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do pais, variando desde 51,6/100.000 habitantes na regido Norte até 29/100.000 habitantes na
regido Sul.” No estado do Rio Grande do Sul, entre os homens, é o quarto tumor em
mortalidade, abaixo dos tumores de pulmao, de prostata e de es6fago e o quinto entre as
mulheres, seguindo mama, pulmo, colo do ttero e intestino grosso.® A neoplasia maligna do
estomago causou 10% das mortes por cancer no Brasil no ano de 1989. No ano de 2005, as
estimativas foram de 1840 casos novos no estado do Rio Grande do Sul e de 240 na cidade de
Porto Alegre.’

Existe marcada variacdo em sua incidéncia conforme os diversos paises e, mesmo em
uma regido, podem existir taxas diferentes na populacdo devido a varios fatores, tais como
raca, classe econdmica e exposi¢do a agentes ambientais.” O tumor gastrico esta relacionado
com o nivel socioecondmico, apresentando maior incidéncia em populagdes de baixa renda. O
adenocarcinoma gastrico ndo é freqiiente em pessoas com idade abaixo de 40 anos,'® sendo a
prevaléncia e a mortalidade desse tumor significativamente maiores entre individuos do sexo
masculino com mais de 60 anos de idade."" A proporgio geral do céncer gastrico ¢ de dois
homens para cada mulher, sendo uma doenga caracteristica de pessoas idosas.'?

A etiologia do cancer gastrico ¢ complexa, sendo que varios fatores exdgenos e
enddgenos estdo envolvidos no seu aparecimento.'® Existem indicios de que a maior parte dos
tumores estejam relacionados ao ambiente externo, ocorrendo de forma esporadica, e ndo
associados 4 heranca genética.'* Fatores dietéticos estdo entre os principais fatores de risco
associados ao seu desenvolvimento. Diversas hipoteses tém sido investigadas, sendo que uma
das mais aceitas ¢ a da formagdo de compostos nitrosos devido a ingestdo de nitritos na
alimentag@o. Dietas baseadas em alimentos conservados em sal ou defumados também
aumentariam a predisposi¢do para o surgimento de tumores gétstricos.15 Frutas e vegetais
frescos seriam fatores protetores para o desenvolvimento do céncer de estdmago.'® A

influéncia do alcool na carcinogénese gastrica ainda ndo esta definitivamente comprovada,
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apesar de que usuarios de bebidas alcodlicas apresentem tendéncia aumentada para
desenvolver essa neoplasia.'” Individuos tabagistas tém risco duas a trés vezes maior de
desenvolver o adenocarcinoma gastrico do que nio-fumantes.'®

A gastrite atrofica cronica e a metaplasia intestinal sdo consideradas lesdes
predisponentes para o cancer gastrico, pois podem progredir para displasia e
subseqiientemente para carcinoma. A prevaléncia dessas lesoes é alta em locais onde o
adenocarcinoma gastrico é mais freqiiente.”” Alguns estudos demonstram que pacientes
submetidos a gastrectomia apresentam risco maior de desenvolver cancer no estdmago,
independente do tipo de reconstrug¢do do transito digestivo, principalmente apds quinze anos
da cirurgia inicial.*® O Helicobacter pylori cria condigdes favoraveis para o surgimento do
cancer pela inducdo de inflamacgao cronica, atrofia e metaplasia e, a partir da década passada,
vem sendo fortemente associado ao desenvolvimento da neoplasia gastrica.’’ Radiagdes,
historia familiar, anemia perniciosa, tipo sangiiineo A e doengas ocupacionais™ também estio
relacionados ao surgimento do adenocarcinoma gastrico, entretanto sdo de pouca importancia
na prevengdo primaria da doenga. A ocorréncia de cancer gastrico familiar € incomum, sendo
que mais de 90% dos pacientes afetados ndo relatam historia familiar da neoplasia.”

Acredita-se que a patogénese do cancer gastrico ¢ multifatorial, com varios

. . A . - . 24
componentes exercendo maior ou menor influéncia em populagdes diferentes.

2.2. Cancer Gastrico: aspectos clinicos ¢ andtomo-patologicos

Mais de 90% dos tumores que ocorrem no estdmago sdo malignos, sendo o tipo
histologico mais freqiiente de neoplasia maligna o adenocarcinoma que ocorre em mais de
90% d »

o dos casos.

O adenocarcinoma gastrico freqiientemente ndo apresenta sintomas enquanto ¢
superficial e potencialmente curdvel. Desconforto gastrico, dor vaga, anemia, perda de peso e
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falta de apetite sdo os sintomas principais e, quando ocorrem, sdo indicios de doenca
avancada.”® O exame fisico geralmente ndo revela sinais da doenga a ndo ser nos tumores
avangados, os quais podem se apresentar com massa palpavel, caquexia e ascite. A
endoscopia digestiva alta ¢ o método de escolha para o diagnostico do adenocarcinoma
gastrico, pois permite a visualizacdo direta do tumor, a mensura¢do de sua extensdo e a
remocio de tecidos para analise histologica.”’

A taxa de sobrevida geral em cinco anos ¢ de cerca de 10%.* Nos casos de doenca
inicial, que podem ser submetidos & resseccdo potencialmente curativa, essa perspectiva
aumenta para 25-40%.”® Esse aumento representa importante melhora no prognoéstico e
o : . S . A 29
justifica o incentivo ao diagnodstico precoce nos paises com alta incidéncia da doenga.
Apesar de todos os avancos, no mundo ocidental o diagnostico continua a ser realizado em
fases tardias na evolucdo do tumor.>® Com excecdo do Japdo, onde a alta incidéncia mobiliza
setores de saude publica com investimento na busca de lesdes na fase precoce, através de
exames de rotina inclusive em individuos assintomaticos, o diagndstico normalmente ¢
realizado nos estagios mais avancados da doenca. Com a busca intensa de fases mais iniciais
do tumor, estudos japoneses recentes demonstram que o numero de pacientes com tumores
precoces ja superam os de cancer avancado.”” Essa ndo ¢ a realidade nos paises ocidentais,
onde o diagnostico normalmente ¢ realizado em fases mais avangadas da neoplasia, quando a
possibilidade de cura ou mesmo de um tratamento adequado ¢ reduzida.’® Estudos de
rastreamento em paises de baixa incidéncia sdo questionados quanto a sua validade, devido a
menor probabilidade de detec¢do da doenga e ao baixo custo-beneficio da avaliagdo de toda a
populacdo.’!

r

A localizacdo mais freqiiente do adenocarcinoma no estdmago é o antro, porém
estudos recentes tém demonstrado uma tendéncia a localizagdo mais proximal no 6rgdo, com
o envolvimento da regido do fundo e da cardia, principalmente em paises desenvolvidos da
Europa.33

O cancer de estomago pode se disseminar através da parede do 6rgdo, inclusive com

invasdo direta de 6rgdos vizinhos (bago, pancreas, diafragma, colon e figado), para linfonodos
regionais e, a distancia, através do peritdnio (ovario, fundo de saco de Douglas) e por via

hematogénica com metastases para outros o6rgdos (figado, pulmio, ossos, medula Ossea,
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cérebro).** O sistema mais utilizado para se realizar o estadiamento do cincer géstrico é o
TNM, proposto pela UICC (Unido Internacional Contra o Céncer),” o qual se apoia em trés
componentes: T- a extensdo do tumor primario na parede gastrica, N- auséncia ou presenga e
extensdo das metastases em linfonodos regionais e M- auséncia ou presenga de metastases a
distancia. A classificacao histopatologica (pos-cirurgica) ¢ designada pTNM. O estadiamento
clinico pré-operatorio ¢ fundamental para a selecdo do método terapéutico a ser empregado,
enquanto o estadiamento histopatoldgico pos-operatorio fornece dados mais precisos para
estimar o progndstico e avaliar os resultados finais do tratamento.

A invasdo do tumor na parede gastrica ¢ o fator mais importante no prognoéstico dos
pacientes com essa enfermidade. Quando o tumor esta restrito @ mucosa e submucosa, ¢
definido como precoce, possibilitando sobrevida acima de 90% em cinco anos.’® Tumores
restritos a camada mucosa podem ser avaliados com a possibilidade da lesdo ser removida
endoscopicamente com taxas de cura proximas a 100%. Para a realizagdo dessa ressecgio, ¢
obrigatorio o emprego da ultra-sonografia endoscépica, que ¢ o melhor método para avaliagdo
da profundidade do tumor na parede gastrica.*®

Além da invasdo do tumor na parede do estdbmago, do comprometimento linfonodal e
das metastases a distdncia, o grau de diferenciagdo e a topografia da lesdo sdo fatores
importantes na avaliacdo dos portadores da doenca.”” A tomografia computadorizada ¢ o
exame complementar mais utilizado para o estadiamento dos pacientes com adenocarcinoma
géstrico,40 podendo detectar metastases hepaticas, linfadenomegalias, presenca de ascite e
invasdo direta de outros 6rgdos. Karpeh?' indica o uso da videolaparoscopia como método
importante na avaliacdo pré-operatdria pelo beneficio de contra-indicar a laparotomia nos
pacientes com carcinomatose peritoneal, cujo diagnodstico pelos métodos convencionais de

imagem tem alto indice de falha. Além da importancia no progndstico, o estagio influencia na
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morbidade, pois lesdes mais avancadas tendem a ser tratadas com procedimentos de maior
porte, e, portanto, mais sujeitos a complicagoes.

Outros fatores prognodsticos que devem ser avaliados pelo patologista ao analisar um
cancer gastrico sdo o grau de diferenciagdo tumoral, o tamanho do tumor, a localizagdo ¢ a
apresentacdo macroscopica.

Novos fatores como indices proliferativos, expressdo de oncogenes e de genes
supressores tumorais entre outros, estdo sendo estudados e, provavelmente, ajudardo a definir

ron: : A I 42 .
melhor o prognodstico dos pacientes com céancer gastrico no futuro.™ Os conhecimentos
baseados no estudo da biologia molecular ja estdo influenciando estratégias clinicas de
tratamento dos pacientes com predisposicdo genética para essa doenca, sendo que, em 2001,
foi relatado o primeiro estudo no qual foi indicada gastrectomia total profilatica em seis
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pacientes com mutagdes no gene da caderina-E.”” Nessa série, apesar de os pacientes ndo
evidenciarem tumor na avaliagdo endoscoOpica, todos ja mostravam neoplasia no exame

patologico das pecas.

2.3. Tratamento do Adenocarcinoma Gastrico

O primeiro relato de cancer gastrico de que se tem conhecimento foi descrito por
Avicenna ao final do primeiro milénio e, somente quase mil anos apds, um cirurgido
austriaco, Billroth, em janeiro de 1881, realizou uma ressec¢do bem sucedida do antro
gastrico por tumor maligno de estf)mago.44 Até meados do século passado, os aspectos
oncoloégicos da cirurgia do céancer gastrico ndo eram valorizados, sendo o tratamento
semelhante ao empregado para a ulcera péptica. Assim como a paciente operada por Billroth
apresentou recidiva da doenga e morreu trés meses depois da cirurgia, os cirurgides da época

defrontavam-se com o dilema de uma melhora no desenvolvimento técnico do procedimento,
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porém com pobres resultados de sobrevida a longo prazo. A partir de entdo, foram adotadas
técnicas de ressec¢do gastrica mais radicais para controle da doenga, porém com aumento no
indice de complicagdes e taxas de mortalidade.

Os avangos nos cuidados pré e pos-operatorios, o desenvolvimento dos antibioticos e o
suporte das unidades de tratamento intensivo que ocorreram durante as ultimas décadas
fizeram a mortalidade pds-operatoria diminuir de indices superiores a 50% para niveis abaixo
de 1% no Japio.®

O tratamento curativo ideal para o céncer gastrico € a resseccdo cirurgica completa,
com margens de seguranga adequadas, em conjunto com o grande epiplon e os linfonodos
regionais.*® O estdmago esti em intimo contato com o pancreas, colon transverso, mesocélon,
baco, figado, diafragma e bolsa omental. O tumor pode invadir qualquer uma dessas
estruturas por contigiiidade e pode ser necessaria a remogao cirurgica em bloco desses 6rgaos,
para se obter uma ressec¢do completa da neoplasia.

A resseccdo gastrica ¢ o melhor tratamento, mesmo em pacientes com doenca
avangada ou quando existem evidéncias de que ndo pode ser realizada a retirada total do
tumor, sendo, entdo, considerada uma gastrectomia paliativa. Na evidéncia de ascite com
presenca de células malignas, invasdo de estruturas nobres, carcinomatose peritoneal ou
doenca metastatica extensa, o tumor deve ser considerado irressecavel, e os pacientes devem
somente ser submetidos a procedimentos paliativos para melhora dos sintomas,
principalmente em casos de obstrugdo ou sangramento.*’ Deve ser evitada a laparotomia para
diagnoéstico de condigdes de irressecabilidade, pois estd associada a alto indice de
complicagdes.™

A principal complicacdo do tratamento cirurgico ¢ a deiscéncia de sutura nas
anastomoses necessarias para a reconstrugdo do trato gastrointestinal. A incidéncia de
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complicacdes para as cirurgias gastricas varia de menos de 10% a mais de 50% dos casos.”™ A
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mortalidade operatéria dos pacientes submetidos a cirurgia de resseccdo do tumor esta
associada a diversos fatores tais como idade, estagio da doenga, doencas associadas e tipo de
procedimento empregado. "’

No mundo ocidental, o diagnostico do adenocarcinoma gastrico geralmente ¢ realizado
nas fases mais avangadas da doenga, o que impossibilita a ressec¢cdo completa do tumor e das
cadeias linfonodais em grande nimero de pacientes. Estudos foram realizados para avaliar o
uso do tratamento neo-adjuvante para tentar a diminui¢do do tumor e a eliminagdo de
micrometéstases.” Infelizmente, dados de trabalhos prospectivos randomizados ndo apoiam
esta conduta,”’ a qual deve ser restrita somente a grupos bem controlados em carater
experimental. Até o ano de 2001, o uso de tratamento adjuvante a cirurgia de resseccao do
cancer gastrico nio era consensual.”’ A partir dessa data, com a publicagio dos resultados de
um estudo prospectivo randomizado multicéntrico nos Estados Unidos, pelo grupo de
Macdonald,” a conduta de quimioterapia e radioterapia adjuvantes comegou a ser adotada em
larga escala no tratamento do adenocarcinoma gastrico, apesar das criticas a qualidade da
resseccdo linfonodal neste estudo.”

A resseccdo cirtirgica permanece sendo a Uinica opcao terapéutica com possibilidade de
cura para os portadores dessa doenga. No entanto, existem temas discutiveis no manejo de tais
pacientes, como a extensdo da ressecio gastrica, a extensdo da resseccdo linfonodal®* e a
utilizagdo de tratamento adjuvante. A melhora na sobrevida dos individuos com cancer
gastrico somente serd alcangada com o desenvolvimento de novas formas efetivas de

tratamento sistémico.

2.4. Angiogénese Tumoral como Fator de Progressiao Neoplasica



22

Um sistema circulatorio eficiente ¢ mandatdrio para todas as atividades em organismos
pluricelulares, visando assegurar oferta de oxigé€nio e de nutrientes para auxiliar o processo de
excrecdo de substancias toxicas. Durante o desenvolvimento embrionario, 0s vasos sio
formados a partir de tecido mesenquimal em processo chamado de vasculogénese. O processo
de formacdo de novos ramos vasculares, a partir desses vasos ja formados, ¢ chamado de
angiogénese. Tal processo ¢ verificado fisiologicamente no desenvolvimento fetal, na
hiperplasia endometrial durante o ciclo menstrual e na cicatrizagio de feridas.”® Além dessas
situacdes, a angiogénese estd envolvida em uma série de condigdes patoldgicas nas quais os
processos de inflamagio e de isquemia estdo presentes.”’ O conceito de que o crescimento
tumoral e o processo de formagao de metastases sejam dependentes do desenvolvimento de
novos vasos sangiiineos foi consolidado por Folkman,”® no inicio da década de 70. Inameros
estudos a partir dessa data tém confirmado as hipoteses de Folkman e demonstrado a
importancia do processo de angiogénese no desenvolvimento dos tumores.

O surgimento de novos vasos em um tumor envolve multiplos passos. Nas primeiras
etapas do desenvolvimento tumoral, que sdo as primeiras divisdes celulares patologicas, ndo
ha o envolvimento dos vasos neoformados. Essas divisdes permitem ao tumor atingir um
volume aproximado de 2-3 mm.”® A partir do desenvolvimento tecidual além deste tamanho,
apenas o processo de difusdo de oxigénio ndo permite o desenvolvimento tecidual e tem inicio
um processo de hipdxia. A hipdxia tecidual pode induzir fatores de crescimento e
desequilibrar o processo normal de ajuste entre fatores pr6 e antiangiogé€nicos, que se ligam a
receptores especificos de células endoteliais, as quais proliferam, migram e transformam-se
em novos vasos capilares. Existem varios indutores e inibidores enddégenos da angiogénese
identificados,” sendo que os principais estdo listados no quadro 1. O mais potente e
especifico fator angiogénico conhecido ¢ o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),

. r1: 60 s e
que ¢ secretado por quase todos os tumores so6lidos.” Dentre os fatores que inibem a
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angiogénese, o mais importante parece ser a trombospondina-1.”> A comprovagio da
existéncia de agentes antiangiogénicos, que promovem a inibi¢gdo do crescimento tumoral,
revela a importancia da identificacdo dessas substancias e as novas possibilidades criadas para

o tratamento do cancer.®!

Quadro 1. Substincias endogenas com efeitos angiogénicos.

Fatores pré-angiogénicos Fatores antiangiogénicos
Fatores de crescimento de fibroblastos Interferon av e B

Fator de crescimento do endotélio vascular Interleucina-12

TGF-a, TGF- Trombospondina-1
Prostaglandinas E-1 e E-2 Fatores derivados de cartilagem
Interleucina-8 Endostatina

Ciclooxigenase-2 Angiostatina

Fator Tecidual Vasostatina

O estudo e o reconhecimento da angiogénese como fendmeno importante no processo
do desenvolvimento tumoral tomou grande impulso no final da década de 90, principalmente
com os estudos relacionados aos tumores de mama® e aos sarcomas.”

O uso de técnicas imunoistoquimicas permite verificar e quantificar a presenga da
microcirculagdo tumoral, a qual ndo ¢ vista através de técnicas usuais de microscopia. A
identificacdo da angiogénese em tumores pode ser realizada através de diversos métodos,
sendo a identificacdo da densidade microvascular (DMV) um dos mais utilizados. A DMV
reflete a intensidade da angiogénese tumoral e varios estudos demonstram a sua correlagdo
com a expressdo da angiog€nese, com o crescimento tumoral e com a ocorréncia de
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metastases a distancia.” Diversos anticorpos podem ser usados para identificacdo da
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microvascularizacdo, sendo os mais estudados o anti-CD34, anti-CD31, anti-FVIII e anti-
CD105.%° Os vasos corados pelo método sdo contados em microscopia de grande aumento nas
areas de maior concentragdo vascular, os chamados “hot-spots”. Através dessa metodologia,
Weidner e colaboradores,®® estudando 49 pacientes com carcinoma de mama invasor,
demonstraram que a contagem de microvasos foi significativamente maior no grupo de
pacientes que desenvolveram doencga metastatica, sugerindo que a densidade microvascular
poderia ser um fator preditivo independente para desenvolvimento de metastases a partir de
neoplasias malignas de mama. A partir desse relato, a angiogénese tem sido quantificada
através da determinacdo da densidade microvascular. Além do carcinoma de mama, a
vascularizac@o tumoral correlaciona-se diretamente ao prognostico de outros tumores como o
carcinoma de pulmao,®’ de prostata®® e ao melanoma.”

A partir dos estudos de Shing e colaboradores,”” em amostras de condrossarcoma,
iniciaram-se os estudos com inibidores da angiogénese como alvo para bloqueio tumoral.
Dvorak e colaboradores’' aprimoraram os estudos de um novo agente associado a
permeabilidade vascular e angiogénese, denominado como fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). O VEGF ¢ provavelmente a substincia endégena com o mais potente
efeito pro-angiogénico conhecido. Sua presenga aumenta a permeabilidade vascular e
constitui importante estimulo para desenvolvimento de células endoteliais.

Pesquisas sobre os fatores responsaveis pela angiogénese comportam, além da
importancia na avaliacdo prognostica, um futuro promissor como alvos potenciais para o
tratamento do cancer. Arap e colaboradores’® descreveram as principais vantagens tedricas da
terapéutica antiangiogénica em relagdo ao tratamento quimioterapico convencional: a) as
células da microvascularizacdo endotelial sdo geneticamente estaveis, com taxas de mutacao
muito baixas; b) a terapia antiangiogénica atacaria alvos muito especificos da vascularizagio

tumoral, com muito baixa toxicidade sist€émica; c) a rede de capilares neoformados esta
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exposta diretamente as substancias carreadas pela corrente sanguinea; d) a combinagdo de
drogas antiangiogénicas com drogas quimioterapicas convencionais ou radioterapia poderia
teoricamente ter efeito multiplicador no combate ao tumor.

Existem controvérsias sobre a metodologia de interpretagdo para avaliar a DMV. A
contagem manual dos “hot spots” pode ser fonte de vicios devido a seu carater subjetivo e a
variagdes entre observadores. Também o uso de diferentes anticorpos pode ser causa de
confusdo entre os diversos autores. O uso da imagética, com captura digital das imagens e sua
leitura no computador, pode reduzir o carater subjetivo de avaliagdo.”

Existem estudos que relacionam a densidade microvascular (DMV) com inimeros
tumores de diversos sistemas. Uma revisdo neste sentido mostra que o significado clinico
desse parametro de quantificacdo da angiogénese tumoral apresenta ampla variacdo quanto a
sua importincia progndstica. A maior parte dos estudos mostra que o grau de
neovascularizagdo em diversos tumores do tubo digestivo é fator prognostico importante.
Alguns resultados negativos, entretanto, colocam duvidas a este respeito.

A partir do ano de 1995 comecaram a surgir na literatura, principalmente japonesa, os
primeiros estudos demonstrando a influéncia prognodstica da densidade de microvasos em
adenocarcinomas gastricos. Maeda e colaboradores,”* em analise de 129 espécimes de cancer
gastrico, demonstraram que a expressao do VEGF apresentava relagdo direta com a DMV,
com a presenca de linfonodos comprometidos, com metastases hepaticas e com pior
progndstico. Erenoglu e colaboradores,” em estudo de 57 casos, descreveram que a
angiogénese ¢ um fator independente de risco para recorréncia e pode ser utilizada na decisdo
sobre o uso de tratamentos adjuvantes. Du e colaboradores,”® em estudo com 59 casos de
cancer de esofago e 80 casos de cancer gastrico, observaram expressdo do VEGF em 81,3%
das amostras esofagicas e 67,5% das gastricas. A contagem microvascular foi maior nas

lesdes com envolvimento linfonodal, mais indiferenciadas e associadas a estidgios mais
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avancados da doenga. Ichinoe e colaboradores,”’ comparando tumores gastricos precoces do
tipo superficial com os do tipo invasivo, demonstraram a relagdo entre a expressao do VEGF,
da ciclo-oxigenase-2 ¢ da DMV nas lesdes mais infiltrativas, de pior progndstico. Os tumores
superficiais apresentaram caracteristicas de baixas taxas neovascularizagao.

Contrariamente a tais resultados, Tanigawa e colaboradores,”® em estudo com 163
pacientes, mostraram que tumores que expressavam mais intensamente o VEGF apresentavam
sobrevida e prognostico melhor. Ikeguchi e colaboradores,”” em estudo de 97 pacientes com
invasdo de serosa porém sem linfonodos comprometidos (T3, NO, estagio 2), demonstraram
que os indices de proliferacdo tumoral, a DMV e o prognoéstico ndo tinham relagdo com a
expressio do VEGF. Da mesma forma, Kido e colaboradores®™ ndo encontraram relagdo
prognostica nos pacientes que apresentavam alta expressdo de interleucina-8, fator pro-
angiogénico conhecido no adenocarcinoma gastrico, e a expressao do VEGF.

Com o avango das técnicas para detec¢do de fatores angiogénicos no plasma,
Yoshikawa e colegas® avaliaram o significado prognéstico do VEGF e do fator de
crescimento de fibroblastos (bFGF) séricos em pacientes submetidos a ressecgdo por
adenocarcinoma gastrico. Os autores relataram que a presenca de VEGF no plasma tem
relacdo com maior indice de recidivas, incluindo metastases hepaticas. A avaliagdo do bFGF,
entretanto, ndo mostrou relevancia na mesma analise. Saito e colaboradores®™ estudaram o
fator de crescimento transformador B1 (TGF-B 1), o qual na analise univariada mostrou
relagdo com pior prognostico, porém, quando avaliado na analise multivariada, ndo mostrou
importancia prognostica.

Os estudos e a compreensdo dos mecanismos envolvidos na formacdo de vasos nos
tumores de estomago sdo importantes devido a possibilidade tedrica do uso de agentes
antiangiogénicos para bloquear a formagdo de vasos e, conseqiientemente, estabilizar o

crescimento do tumor, diminuindo sua capacidade de progressdo. Além disso, o
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desenvolvimento de resisténcia as drogas ndo parece ser comum.® A terapia antiangiogénica
¢ uma das alternativas mais promissoras para o tratamento do cincer gastrico. Estudos em
animais em laboratério tém se mostrado positivos, porém a complexidade e as caracteristicas
peculiares do tratamento de seres humanos serdo um desafio para cirurgides e oncologistas
envolvidos no tratamento do cancer de estobmago.

Frente a esses achados conflitantes na literatura, a busca de outros fatores associados a
angiogénese tumoral, além da contagem dos vasos, parece fundamental para que se possa

compreender melhor a biologia das lesoes e, assim, expandir o arsenal terapéutico.

2.5. Fenomenos Trombo-Embélicos e Cancer: a importancia do Fator Tecidual

Os estudos sobre a associacdo entre a ocorréncia de fendmenos trombo-embdlicos e
cancer remontam ao trabalho de Trousseau, que, em 1865, identificou pela primeira vez a
associacdo entre trombose venosa idiopatica e neoplasias, descrevendo a sindrome que leva
seu nome. Curiosamente, Trousseau morreu apos desenvolver trombose venosa profunda seis
meses apos ter sido diagnosticado com cancer gastrico.*

A génese dos fendmenos trombo-embdlicos em paciente com céncer € complexa e esta
relacionada a propriedades pro-coagulantes do tumor, a células endoteliais da propria
neoplasia e a processos inflamatérios.*> Contribuem também a estase venosa, os defeitos
vasculares e a diminui¢@o de fatores inibidores ao processo de fibrindlise que sdo mecanismos
normais de defesa, os quais predispdem o paciente com cancer a um estado de
hipercoagulabilidade.®®

Individuos previamente higidos com diagndstico de trombose venosa profunda (TVP)
apresentam risco nove vezes maior do que a populacdo em geral de apresentarem um

diagnostico de cancer nos proximos seis a doze meses, principalmente se acontecer mais de
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um episodio no periodo.®> Em pacientes com cancer de mama, a incidéncia de fenémenos
trombo-embolicos estd relacionada ao estdgio da doenga, sendo cerca de 0,1% nas pacientes
em estagio I e 18% nos estagios Il e IV.*® A partir da década de 90, diversos estudos
avaliaram a relagdo entre o processo de coagulacdo ¢ o desenvolvimento de tumores
malignos. Sorensen e colaboradores®’ demonstraram que pacientes com cancer que
apresentaram episodios de trombose venosa apresentavam estagios mais avangados da doenga
e tiveram pior prognéstico. O estudo coordenado por Zacharski®™ documentou, em trabalho
prospectivo randomizado, modificacdo favoravel na sobrevida de pacientes com tumores de
pulmao tratados com anticoagulantes quando comparados aos que nao os utilizaram.

O processo normal de coagulacdo resulta da interacdo entre diversos fatores:
protrombina, célcio, fibrinogénio e um quarto fator conhecido como tromboplastina ou, fator

tecidual (FT).*

O fator tecidual ¢ uma glicoproteina transmembrana de 47 kDa, formada por 219
aminoacidos de dominio extracelular, 23 aminoacidos transmembrana ¢ 21 aminoacidos de
dominio citoplasmatico.**”° Sua por¢io extracelular apresenta regides para interagio com os
fatores VII/VIla. Essa interacdo tem fung@o reconhecida no desencadeamento do processo da
via extrinseca da coagulagdo ao dar inicio a cascata da coagulagdo através da ativacdo dos
fatores IX e X, os quais proporcionardo a conversao do fibrinogénio em fibrina, formando os

coagulos sangfn’neos.gl’92

A molécula do FT ¢ expressa em 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.*® Normalmente ndo é detectavel a expressdo de fator
tecidual em células intravasculares, como o endotélio normal, sugerindo que constitui um

envelope hemostatico para o caso de ruptura da integridade vascular ou tecidual.*



29

Tecidos embrionarios como epitélios, cardiomiocitos, células do endoderma visceral,
musculo liso vascular e tecido neural expressam o fator tecidual, especialmente durante
periodos de desenvolvimento embrionario no qual os fatores de coagulacdo ndo estdo
presentes ou sdo incapazes de cruzar a barreira placentaria. Carmeliet e colaboradores,” em
estudos com inativacdo de genes, demonstraram que a deficiéncia do FT torna invidvel o
desenvolvimento de embrides em fungdo de um desenvolvimento vascular comprometido.

Além dessas fungdes no mecanismo de coagulacdo, outras situagcdes podem induzir a
expressdao do FT. A liberagdo de citocinas inflamatorias (como o fator de necrose tumoral),
mitogenos (como VEGF, insulina e fator de crescimento de fibroblastos), hormonios,
endotoxinas, infec¢des virais, hipoxia e trauma mecanico foram também associados a
aumento de atividade desta proteina.”” O FT também desempenha papel importante em uma
série de condigdes patologicas tais como a coagulagdo intravascular na sepse,’”’
arteriosclerose’ e cancer.”

A alta expressio do FT em células tumorais pode ser um dos mecanismos que
propiciam estados de hipercoagulabilidade em individuos com cancer.”” A relagio direta entre
alta expressao de FT e estagios avangados de neoplasias malignas ja foi descrita em tumores

98 A 99 5 100 . 01, 102 e 103
de mama,” pancreas, pulmdo, = gliomas, = prostata ~ e colon.

Uma explica¢do para
esse fenomeno sdo os estudos que demonstram que o FT desempenha papel importante no

crescimento, invaséo e disseminacio gerados por trombose'** e angiogénese.'”

2.6. Relacio entre Fator Tecidual e Angiogénese

O VEGF ¢ considerado, entre os fatores pro-angiogénicos conhecidos, como o
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iniciador predominante da angiogénese.” Diversos estudos, indicam que o FT

apresenta capacidade de estimular a expressdo do VEGF e incrementar a angiogénese, a qual
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¢ fundamental para o desenvolvimento tumoral e para a capacidade de producdo de
metastases. A atividade pré-angiogénica do FT é confirmada pela associacdo positiva entre
sua expressio ¢ o aumento da DMV em vérias neoplasias malignas como prostata,'*
mama,” pulmio'® e carcinoma colorretal.'”®

A alteragdo da atividade do processo de angiogénese resulta de desequilibrio entre os
fatores pré e antiangiogénicos. O FT participa desse processo através do estimulo a produgdo
de VEGF e da supressio da trombospondina, um peptideo com atividade antiangiogénica.”
Além disso, Amirkhosravi e colaboradores'®™ demonstraram que tanto o VEGF quanto o FT
tém a sua expressdo aumentada pela hipoxia em tumores.

Duas vias fisiopatologicas diferentes existem para explicar o estimulo pro-angiogénico
do FT, sendo uma dependente do mecanismo de coagulagio e outra ndo.”® A via dependente
da coagulagdo resulta da ativacdo da trombina através da ligagdo do FT ao fator VII. A
presenga de trombina resulta em lise dos fibrinopetideos A e B a partir da molécula do
fibrinogénio, o que determina a conversdo deste em fibrina. Niveis plasmaticos elevados de
fibrinopeptideo A foram relacionados ao crescimento tumoral.”® A presen¢a de trombina
também promove ativagdo de plaquetas, que se unem a fibrina formando o coagulo. Fatores
pro-angiogénicos liberados pelas plaquetas, dentre eles o VEGF, contribuem para a migragao
e a proliferagdo de células endoteliais. O VEGF, por sua vez, induz o aumento da
permeabilidade vascular que determina escape de proteinas plasmaticas, especialmente a
fibrina, as quais formardo uma matriz ao redor das células tumorais.'” A partir desta matriz,
que serve como base de migra¢do de células endoteliais e angiogénese tumoral, existe a
liberacdo de novos agentes que estimulam a proliferacdo vascular, contribuindo para

110 . ) .
O mecanismo de incremento a

manutencdo e aumento do estimulo angiogénico.
angiogénese ndo diretamente relacionada a cascata da coagulagcdo foi descrita por Yu e

colaboradores.''" O processo envolve a fosforilagio da por¢io citoplasmatica do FT e induz a
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formacao de uma seqiiéncia de sinais intracelulares que resultam na transcricdo de varios
genes, entre eles, o fator de crescimento vascular endotelial, resultando em um potente

estimulo angiogénico.

O FT desempenha papel importante tanto na angiogénese fisioldgica quanto nos
processos patologicos. Estd bem estabelecido que deficiéncia de FT em ratos transgénicos
causa mortalidade do embrido devido a formacgdo vascular insuficiente.''? Lesdes
histopatologicas semelhantes ocorrem em embrides com deficiéncia de VEGF,'" sugerindo
que o FT e VEGF regulam fungdes similares. O VEGF tem sua transcricdo aumentada pela

ativacdo do FT, levando a potente estimulo angiogénico ¢ a inibicdo da ‘[rombospondina.114

A partir da identificagdo do FT como participante importante do processo tumoral em
diversas neoplasias malignas, varios estudos foram desenvolvidos para identificar a sua
expressdo e correlaciona-la com fatores progndsticos usualmente utilizados.

Seto e colaboradores,103 analisando espécimes de tumores colo-retais, demonstraram
aumento da incidéncia de metastases hepaticas e pior sobrevida aos trés anos nos tumores
com expressdo mais elevada do fator tecidual. Nakasaki e colaboradores,'"” também avaliando
adenocarcinomas de colon e reto, demonstraram que houve relacdo entre o estadiamento em
graus mais avangados da neoplasia e a expressao do FT.

Poon ¢ colaboradores' ' avaliaram 58 casos de carcinoma hepatocelular, comparando a
expressdo do FT com densidade microvascular e outros fatores prognoésticos. Nesse estudo
associou-se positivamente a atividade do FT a maior densidade de vasos sangiiineos e a
expressdo imunoistoquimica do VEGF nos espécimes tumorais. Além disso, a expressao
positiva para FT se relacionou com tumores mais invasivos e estagios clinicos mais

avangados, sendo fator prognostico isolado na analise estatistica.
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Khorana e Fine,''” em artigo de revisdo, relataram a incidéncia de fendmenos trombo-
embolicos em 17% a 57% dos pacientes com cancer de pancreas e, constataram que as células
dessa neoplasia ativam plaquetas e diversos outros fatores pro-coagulantes, sendo o FT um
dos principais. A ativag@o da coagulagdo poderia estar relacionada ao crescimento tumoral e a
angiogénese. Kakkar e colaboradores,''® em estudo de 55 casos de carcinomas ductais
pancreaticos, demonstraram que tumores com grau menor de diferenciacdo apresentam maior
expressdo do fator tecidual.

Além dos orgdos do trato gastrointestinal, existem diversos relatos do FT como
importante fator prognostico em outras neoplasias. Hamada e colaboradores,'’! estudando 44
espécimes de gliomas, mostraram relagdo entre a intensidade da expressdo do FT e o grau de
diferenciagdo tumoral. Em seu estudo, todos os gliomas expressaram o FT, porém, enquanto
apenas 10% dos gliomas benignos (graus I e II) foram intensamente positivos para FT, 86%
dos astrocitomas anaplasicos (grau III) e 95% dos glioblastomas (grau IV) expressaram de
forma moderada ou intensa essa proteina.

No adenocarcinoma de prostata, Abdulkhadir e colaboradores' demonstraram que a
atividade do FT apresentou associacdo direta com niveis mais elevados de PSA, elemento
reconhecido de mau progndstico nessa neoplasia pelo risco aumentado de recorréncia. Além
disso, foi também significativamente co-relacionada com a angiogénese do tumor aferida pela
densidade microvascular. Tais dados foram confirmados por Akashi e colaboradores,'”” os
quais relataram que os pacientes com doenga metastatica apresentaram alta expressao do FT.

Koomagi e Volm'®”

demonstraram a relacdo entre expressao do FT, intensidade do
VEGF e densidade microvascular em neoplasias de pulmdo do tipo ndo pequenas células. Os
individuos com maior intensidade de expressd@o do FT também tiveram pior prognostico e

sobrevida menor. O FT foi comparado com a resisténcia do tumor a droga doxorubicina “in

vitro”, e os pacientes que ndo expressavam a proteina foram mais resistentes a droga do que
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os que a expressavam. Os autores sugerem que o FT possa ser utilizado como fator
prognostico e preditivo para o tratamento dessa neoplasia.

Contrino e colaboradores'”” determinaram alta expressdo do FT em carcinomas de
mama, ndo encontrando tais achados em pacientes com doencas benignas. Vrana e
colaboradores” encontraram associagio significativa entre a presenga do FT e a progressio
para o carcinoma de mama invasivo.

Wang e colaboradores'”' relataram a importancia dos fatores relacionados a
coagulacdo, dentre eles o FT, na progressao e evolucdo clinica das neoplasias ovarianas de
origem epitelial. Analises de DNA demonstraram aumento da atividade de genes relacionados
a proteinas de coagulacdo e a inflamacdo no peritonio pélvico e em regides proximas a
implantes. Tal expressdo demonstrou correlacdo com atividade proliferativa celular, potencial
de invasdo, angiogénese, producdo de ascite e metastases. Os autores também propuseram que
estudos sobre o bloqueio das rotas de coagulagdo e inflamacdo poderdo propiciar novas
alternativas para terap€utica nesses tumores.

Poucos estudos foram realizados contemplando a relagdo entre o fator tecidual e o
cancer de estdbmago. Um relato esporadico sugeriu que a producdo do FT pode estar
relacionada com complicagdes pulmonares em paciente com adenocarcinoma géstrico.'** Jiao
e colaboradores,'” em pesquisa comparativa de oitenta espécimes de carcinoma com vinte
obtidos de pacientes com tecido normal, demonstraram que a positividade para o FT, VEGF e
DMV ¢ significativamente maior nos pacientes com neoplasia maligna. Avaliagdo “in vitro”
de espécimes de cancer gastrico humano mostrou que nem todas as linhagens tumorais
apresentam expressao elevada de FT, porém as associadas com maior expressao de FT e
VEGF podem ser manipuladas, e, o bloqueio do excesso de vascularizacdo pode ser obtido."**

A expressao seletiva do FT em células tumorais e no endotélio vascular torna-o

alvo interessante para tratamentos dirigidos. Hu e Garen'® desenvolveram um
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tratamento molecular capaz de seletivamente localizar e destruir, em ratos, células
tumorais que expressavam o FT em modelo de melanoma humano. Nilsson e

colaboradores'*¢

obtiveram trombose seletiva e morte de células tumorais em modelos
de teratocarcinoma, adenocarcinomas de célon e sarcomas de ratos, através do uso de
anticorpos especificos. Tal estratégia de tratamento produziu diminuicdo significativa
dos tumores, embora o tecido residual tenha permitido recidiva tumoral.

A busca de medicamentos, tendo como alvo o complexo FT-FVIla, poderia
proporcionar melhora no tratamento com drogas de efeito angiostético,127 pois apresenta-se
como estratégia inovadora interessante para o tratamento de pacientes com cancer. Como o
FT, entre outros fatores da cascata da coagulagdo, ¢ fator importante na inducdo da
angiogé€nese, sua inativagdo pode ajudar no controle do céncer, alterando sua progressao,

reduzindo a incidéncia de TVP e melhorando tanto a sobrevida como a qualidade de vida

desses pacientes.
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3. OBJETIVOS

1- Descrever a expressao imunoistoquimica do fator tecidual em tecidos neoplasicos
obtidos de pacientes submetidos a tratamento cirurgico com inten¢do curativa por

adenocarcinoma gastrico.

2- Correlacionar a expressdo imunoistoquimica do fator tecidual com o grau de

angiogénese tumoral, aferido pela densidade microvascular.

3- Correlacionar a intensidade da expressdo imunoistoquimica do fator tecidual e a
densidade microvascular com fatores prognosticos e com a sobrevida de pacientes com

adenocarcinoma gastrico.
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4. METODOS

4.1. Delineamento, Populacio e Amostra

Para a realizacdo do presente trabalho, foi desenvolvido estudo de coorte historico,
com componentes contemporaneos, que incluiu pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma gastrico, atendidos no Hospital Sdo Lucas da Faculdade de Medicina da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. Cirurgias realizadas no periodo
compreendido entre os anos de 2000 a 2003 foram revisadas, ¢ os dados obtidos foram
analisados a partir de acompanhamento realizado pelo autor no atendimento desses pacientes
durante a internacdo e no periodo poés-operatorio realizado nos ambulatérios de Cirurgia Geral
e Cirurgia do Aparelho Digestivo da institui¢do. Todos os pacientes foram acompanhados até
o momento do Obito ou até apresentarem seguimento minimo de 24 meses ap6s a data do
procedimento cirdrgico.

Para analise das variaveis principais do estudo (expressdo do fator tecidual e densidade
microvascular), utilizaram-se espécimes de tumores gastricos armazenados no Laboratorio de
Anatomia Patologica do HSL-PUCRS na forma de blocos de parafina. O material coletado foi
avaliado pelo pesquisador e por patologista quanto a representatividade da neoplasia através
de corte e coloracdo com hematoxilina-eosina. As informacdes referentes aos achados
anatomo-patologicos foram as obtidas na analise dos espécimes ressecados e utilizados para a
definicdo do estadiamento clinico-patologico realizado imediatamente apos as intervencdes
cirtrgicas. Tais dados foram coletados de modo prospectivo e mantidos em banco de dados

pelo autor.
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4.2. Critérios de Inclusao

Foram incluidos os pacientes submetidos a ressec¢ao cirurgica com intengdo curativa
por adenocarcinoma gastrico atendidos consecutivamente no periodo de janeiro de 2000 até
dezembro de 2003 nos Servigos de Cirurgia Geral e Cirurgia do Aparelho Digestivo do

Hospital Sao Lucas da PUCRS.

4.3. Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo todos os pacientes que apresentavam uma ou mais das
condicoes abaixo:
® resseccdo incompleta da neoplasia, caracterizada por evidéncia de doenca residual;
e numero de linfonodos ressecados menor do que 15;
e cspécimes de anatomia patologica sem condigdes para as analises histologicas
apropriadas;
e pacientes submetidos previamente a tratamento radio e / ou quimioterapico;

® pacientes com diagndstico ou tratamento prévio de outra neoplasia.

4.4. Variaveis em Estudo

As variaveis analisadas em relagdo a expressdo do fator tecidual e a densidade
microvascular foram:

e [dade.

e Sexo.
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e Localiza¢do do tumor no estdmago

Foi registrada a localizacdo descrita pelo cirurgido e confirmada pelos achados do
patologista. As localiza¢des utilizadas foram: terco proximal que corresponde aos tumores
localizados nas regides do fundo e da cérdia, terco médio que identifica os tumores
localizados na regido do corpo, terco distal que se refere aos localizados nas regides do antro e
piloro, e coto gastrico para os pacientes submetidos a gastrectomia ou gastrojejunostomia
prévia por doenga comprovadamente benigna.'*

¢ Estadiamento dos tumores
O estadiamento utilizado foi o da classificagdo da UICC de 2002*° ¢ apresentado nos

quadros 2 a 5.

Quadro 2. Invasio do tumor na parede gastrica (Categoria T).

Estagio

Tis Limitado a mucosa, sem penetrar a membrana basal.
Tla Limitado a mucosa com invasdo da lamina propria.
T1b Invasdo da camada submucosa.

T2a Invasdo da camada muscular propria.

T2b Invasdo da subserosa.

T3 Penetragdo da serosa sem invasdo de tecidos adjacentes
T4 Invasdo de tecidos adjacentes e/ou outros 6rgaos.

Quadro 3. Invasao linfonodal (Categoria N).

Estagio

NO Sem envolvimento linfonodal.
N1 1-6 linfonodos invadidos.

N2 7-15 linfonodos invadidos.
N3 > 15 linfonodos invadidos.
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Quadro 4. Metdstases a distincia (Categoria M).

Estagio
MO Sem metastases a distancia.
M1 Com metastases a distancia.

Quadro 5. Estadiamento andtomo-patologico (pTNM).

Estagio T N M
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T1 N1 MO
IB T2 NO MO
I T1 N2 MO
I T2 N1 MO
I T3 NO MO
IIA T2 N2 MO
1A T3 N1 MO
1A T4 NO MO
1B T3 N2 MO
1B T4 N1 MO
v T4 N2 MO
v Qualquer T Qualquer N Ml

e Grau de diferenciacdo do tumor
Os tumores foram classificados de acordo com o grau de diferenciagdo fornecido pelo
patologista, o qual variou desde cincer bem diferenciado (G1) até casos com tumores
indiferenciados (G4), com dois graus intermediarios (G2 e G3).”
e (lassificacdo de Lauren
De acordo com a classificagdo proposta por Lauren,'” os tumores foram divididos em

trés grupos: intestinal, difuso ou misto.
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e Apresentagdo macroscopica do tumor
Os tumores avangados foram classificados em vegetantes, ulcerados, ulcero-
infiltrativos e infiltrativos, conforme modificacdo realizada em 1979 da classificagao utilizada

por Borrmann, proposta por diversos autores'** (Figura 1) .

Vegetante Ulcero-Infiltrativo

Ulcerado

Infiltrativo

Figura 1. Formas de apresentacio macroscopica dos tumores avancados.

e Tempo de seguimento, definido como o tempo decorrido entre a operagdo e a

ultima consulta de revisdo ou a data do obito.

e Sobrevida.

4.5. Analise Digital das Imagens
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O sistema de analise digital utilizado foi composto por microscopio Optico Zeiss
Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha), com lentes neofluares, conectado através de
videocdmera Roper Scientific (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um
microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com 512 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 das imagens, foi utilizado o programa Image Pro Plus versio 4.5. Esse
programa permite a captura da imagem digital com a possibilidade da inser¢do de grade de
correcdo, marcacdo e contagem das areas de interesse. As imagens foram capturadas no
formato .TIFF (True Image Format File). O processo de captura das imagens foi realizado no

Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital Sdo Lucas de Porto Alegre.

4.6. Imunoistoquimica

A partir dos tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina das pegas tumorais
selecionadas, cortes com espessura de 3 um foram submetidos & recuperacdo 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-se solugdo de peridrol a
3% (H,0, em alcool metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos em solugdo salina a
5% em tampao PBS (“Phosphate-binding saline”) por 30 minutos para diminuir a coloracao
de fundo (background). As secg¢des foram incubadas com anticorpo monoclonal de rato anti-
Fator Tecidual humano tipo 1 (Mouse anti-human tissue factor, type 1 US Biological — type
Mab, IgG1 clone 2K1) com diluicdo de 1:30 e, anticorpo monoclonal de rato anti-CD34
(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 cromogeno 3,3'- diaminoazobenzidina (DAB) e tampao PBS em solucdo
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a 0,002% de peroxido de hidrogénio e contracorados com hematoxilina, sendo desidratados,

clarificados e, finalmente, montados com balsamo e laminula.

4.7. Densidade Microvascular

A contagem dos microvasos foi realizada em secc¢des de tecido neoplasico dos blocos
de parafina, em cortes imediatamente adjacentes aos usados para identificagdo da area tumoral
e dos usados para avaliagdo do fator tecidual. Foram realizados controles negativos em tecido
gastrico ndo-neoplasico, que ndo expressaram os antigenos em estudo. Controles positivos em
tecido de carcinoma prostatico confirmaram a reatividade dos marcadores. A identificagdo da
microvascularizacdo foi realizada através da selecdo dos pontos mais vascularizados,
preferencialmente na regido periférica do tumor, examinadas 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 vinte campos diferentes para a contagem dos vasos com uma magnificacdo de 400X
(1312X1040 pixels) correspondendo & area de 0,76 mm®>. Os microvasos foram identificados
pela coloragdo acastanhada, em contraste ao fundo de cor azul claro (figura 2). Todas as
células endoteliais coradas, separadas de microvasos adjacentes, foram contadas como um
vaso. Ndo eram necessarias a identificacdo de luz vascular ou a presenca de células
sangiiineas. Tanto células isoladas quanto vasos maiores foram incluidos na contagem. A
inser¢do de uma grade de corre¢do resultou em campo com amplitude de 1312X960 pixels,
correspondendo 4 4rea de 0,66 mm’. Somente foram contados os vasos dentro da area da
grade, ou que tocassem a linha de demarcagdo pontilhada (Figura 3) como preconizado por

1

13 . : .
Gundersen e colaboradores.”” A contagem foi realizada em uma escala ordinal e,
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posteriormente, foi realizada a média aritmética dos vinte campos selecionados em cada

paciente.

Figura 2. Colorag¢ao de microvasos (marrom) por anticorpos anti-CD 34 em secc¢io

tumoral (magnificacio de 100X).
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Figura 3. Imagem obtida no programa apos a insercao de grades de corre¢do para

contagem dos microvasos (magnificacio de 400X).

4.8. Expressao do Fator Tecidual

A quantificacdo da expressdo do FT foi avaliada através da reatividade para o
anticorpo, utilizando-se para afericdo uma lente objetiva com magnificagdo de 100x. A

expressdo do FT foi classificada em quatro categorias: 1 (0 a 25% das células com carcinoma
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coradas), 2 (26% a 50% das células com carcinoma coradas), 3 (51% a 75% das células com

carcinoma coradas) ou 4 (76% a 100% das células com carcinoma coradas).(Figuras 4 ¢ 5).

Figura 4. Adenocarcinoma gastrico com menos de 25% das glindulas coradas.

Categoria 1 (magnificacido de 50X).
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Figura 5. Adenocarcinoma gastrico com praticamente todas as glandulas

coradas. Categoria 4 (magnificacdo de 50X).

4.9. Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas através de médias e desvios padrdo. Para as
variaveis qualitativas, utilizaram-se percentuais. As comparagdes entre grupos dos dados
quantitativos foram realizadas através do teste ¢ de Student. Para os dados qualitativos, a

comparagao foi pelo teste do qui-quadrado (xz) ou exato de Fisher quando apropriado.
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A andlise da sobrevida dos pacientes foi calculada utilizando-se o método de Kaplan-
Meier e a comparacgdo entre as curvas pelo teste de log- rank. As variaveis consideradas de
relevancia clinica para a sobrevida foram selecionadas como fator de ajuste para uma analise
de regressdo multivariavel (regressdo por modelo de Cox) subseqiiente. Assim, foi possivel
obter a contribuicdo independente de cada variavel selecionada.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas Excel e
SPSS v 12.0 para Windows. Os niveis para considerar diferencas estatisticamente

significativas foram de 5% (P < 0,05).

4.10. Etica

Este estudo encontra-se em conformidade com os itens II1.3.i e III.3.t das Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo CNS
196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas
Biomédicas envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993), sendo aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul — Protocolo n°

345/06.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizaciao da Amostra

No periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2003, foram realizadas 101 ressec¢des
por adenocarcinoma gastrico no Departamento de Cirurgia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.
Desses pacientes, 50 (49,5%) preencheram os critérios de inclusdo deste estudo. As principais
causas para exclusdo foram o numero de linfonodos menor do que quinze em 32 pacientes ¢ a
ressec¢do com doenca residual em dezesseis pacientes. Em trés pacientes ndo foi possivel a
localizacdo dos blocos de parafina para realizagdo do estudo imunoistoquimico. Dos 50
pacientes, 4 (8%) foram excluidos dos estudos de sobrevida por evoluirem para ébito durante
a internagdo (mortalidade pds-operatdria precoce), sendo considerados apenas para estudo de
prevaléncia.

A média de idade dos pacientes estudados foi de 62,9 anos (DP=11,3), sendo 38
individuos do sexo masculino e 12 do sexo feminino. A localizagdo mais comum do tumor foi
no terco médio do estdbmago (18 casos), seguido dos tercos proximal (14 casos) e distal (13
casos). O tamanho médio do tumor foi de 6,51 cm (+4,14), medindo o menor 0,7 cm e o
maior 20 cm no maior didmetro. Na forma de apresentacdo macroscopica do tumor, o tipo
mais comum foram lesdes ulcero-infiltrativas da classificacdo de Borrmann. Quanto ao grau
de diferenciagdo histologica das neoplasias, adenocarcinomas moderadamente diferenciados
(G2) foram mais freqlientemente observados, representando 46% da amostra.

A maioria dos pacientes (96%) apresentava tumores com invasdo da camada muscular,
caracterizados como avangados, sendo que, em 39 casos (78%) a lesdo ja atingia a serosa ou

invadia os 6rgdos adjacentes, o que caracteriza a agressividade dessa neoplasia. Em 33 (66%)
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dos casos havia comprometimento de, pelo menos, um linfonodo. Dois pacientes (4%)
apresentaram metastases a distdncia no momento da operacdo, um no lobo esquerdo do figado
e outro, implante Uinico no intestino delgado, as quais foram ressecadas em conjunto com a
lesdo gastrica.

As principais caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes estudados estdo

demonstradas nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1.Caracteristicas clinicas e patolégicas da populacao estudada (N=50).

Meédia de idade [£DP] quando da operagdo (anos) 62,9 [+11,3]
Sexo (Masculino:Feminino) 3,1:1
Tamanho tumor (£DP) cm 6,5 (4,1)

Localizagdo do tumor

Ter¢o Proximal 14 (28%)

Terco Médio 18 (36%)

Terco Distal 13 (26%)

Todo o 6rgdo 3 (6%)

Coto gastrico 2 (4%)
Classificacdo de Borrmann

0 2 (4%)

1 0 (0%)

2 15 (30%)

3 19 (38%)

4 14 (28%)
Classificacdo de Lauren

Intestinal 20 (40%)

Difuso 21 (42%)

Misto 9 (18%)
Grau de diferenciacdo microscopica

Gl 1 (2%)

G2 23 (46%)

G3 17 (34%)

G4 9 (8%)
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Tabela 2. Estadiamento TNM da populacio estudada (N=50).

Estagio T

1 2 (4%)

2 9 (18%)
3 30 (60%)
4 9 (18%)
Estagio N

0 17 (34%)
1 15 (30%)
2 9 (18%)
3 9 (18%)
Estagio M

0 48 (96%)
1 2 (4%)

Estadiamento final

I 10 (20%)
11 5 (10%)

1 17 (34%)
v 18 (36%)

5.2. Densidade Microvascular

O nimero de microvasos por campo variou de 16,5 a 105, sendo a DMV média de
48,72 (£19,06). A mediana da DMV foi 45 microvasos por campo, sendo este valor utilizado
como ponto de corte para divisdo em dois grupos, com maior ¢ menor vascularizagdo. Foi
realizada uma analise univariada da relagdo entre o numero de vasos e as principais variaveis
em estudo. Nao houve relacdo estatisticamente significativa entre o niimero de vasos com

nenhum dos fatores em estudo, sendo os dados detalhados descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Relacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a densidade

microvascular.
Variavel <45vasos/campo  >45vasos/campo P
n=26 n=24

Idade (anos) 62,9 £11,9 63,0 £10,9 0,70
Tamanho tumor (cm) 6,78 16,8 6,26+ 3.6 0,98
Borrmann IV 8(30,8) 6(27,3) 0,99
Lauren difuso 9(34,6) 12(24) 0,42
T3- T4 16(66,7) 23(88,5) 0,13
Linfonodos + 19(73,1) 14(58,3) 0,42
G3-G4 10(38,5) 16(66,7) 0,09
Estagios II-IV 21(80,8) 14(58,3) 0,16

Os dados sdo apresentados como média * desvio padrdo ou freqiiéncias (percentual)

5.3 Expressiao do Fator Tecidual

Foi observada intensa imunorreatividade para o fator tecidual na maioria das células
tumorais, sendo que todos os tumores avaliados expressaram a proteina (100%). Para
quantificacdo da expressao do FT, foi avaliada a area da superficie das glandulas malignas
que mostrava reatividade em relacdo ao epitélio adjacente. Trinta e nove (78%) dos casos
apresentaram alta coloracdo (tabela 4). Em fungdo do pequeno numero de pacientes
alocados nos demais grupos e da polariza¢do observada na intensidade da expressdo do FT,
para melhor analise estatistica, os casos incluidos nos grupos 1, 2 e 3 foram estudados em

conjunto, formando um novo grupo (0-75% das glandulas positivas para FT), sendo, entdo,
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para a analise, categorizados os resultados em dois grupos: baixa expressao (escores 1 a 3)

e alta expressdo (escore 4).

Tabela 4. Expressao do fator tecidual em espécimes de adenocarcinoma gastrico.

Escore Fator Tecidual Numero de amostras (%)
1 (0-25%) 24

2 (26-50%) 5(10)

3 (51-75%) 4 (8)

4 (76-100%) 39 (78)

Foram também examinadas as relagdes entre a expressdo do FT categorizadas e os
indicadores prognosticos conhecidos do adenocarcinoma gastrico, como tamanho da lesdo,
classificagdo de Borrmann e Lauren, invasdo da parede gastrica (T), presenca de linfonodos
comprometidos, estadiamento final e grau de diferenciacdo celular do tumor. Nao houve
correlacdo estatistica entre a expressdo do FT e nenhum desses fatores prognosticos (Tabela

5).

Tabela 5. Relacdo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a expressiao do

fator tecidual.
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Variavel Expressdo baixa FT ~ Expressdo alta FT P
n=11 n=39

Idade (anos) 64,8 £8,5 62,4 £12 0,54
Tamanho tumor (cm) 6,8 £3,2 6,4 £4,5 0,78
Borrman IV 3(27,3) 11(29,7) 0,99
Lauren difuso 8(72,7) 13(33,3) 0,47
T3- T4 10(90,9) 29(74,4) 0,45
Linfonodos + 10(90,9) 23(59,0) 0,11
G3-G4 8(72,7) 18(46,2) 0,22
Estagios III-1V 10(90,9) 25(64,1) 0,18

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao ou freqiiéncias (percentual)

5.4. Relacio entre expressiao do Fator Tecidual e Densidade Microvascular

Para a andlise da regulacdo da expressdao do fator tecidual exercida sobre a
angiogénese nas células tumorais, foi realizada comparagdo do nlimero de microvasos nas
areas de tumor com a expressdo do fator tecidual nas ladminas de seccdo adjacente. Nos
casos com baixa expressdo (grupos 1 a 3), a média da contagem de microvasos por campo
de grande aumento foi de 46,3 (£20,4). Nos casos com alta expressao (grupo 4), a média da
contagem foi de 49,9 (£19,5). A analise comparativa entre a categoria do Fator tecidual e a

o numero de microvasos por campo ndo se mostrou estatisticamente significativa. (figura

6).
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Figura 6. Comparacio entre a expressao do FT e a densidade microvascular.

5.5. Analise da Sobrevida

O tempo de seguimento médio foi de 28,9 meses, com variagdo de 1 a 60 meses.
Apenas 19 (38%) dos 50 pacientes encontravam-se vivos ao final do estudo. Dos 31 o6bitos, 4
(8%) resultaram de mortes relacionadas a complicagcdes poOs-cirlirgicas e os demais a
recorréncia tumoral. Em 22 pacientes foi possivel identificar o sitio de recidiva que resultou
no Obito: carcinomatose peritoneal em doze, figado em trés, figado e peritonio em trés,
anastomose em dois, pulmdo em um e baco em um paciente. A curva de sobrevida global dos

pacientes esta demonstrada na figura 7.
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Figura 7. Curva de sobrevida geral dos pacientes.

A sobrevida dos pacientes foi diretamente relacionada ao estagio da doenca como esta

representado na figura 8.
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Figura 8. Curvas de sobrevida por estagio do cincer gastrico.

Os pacientes do grupo com menor densidade microvascular apresentaram sobrevida
média de 29,5 meses (IC=18,8-40,35; EP=5,4), enquanto, para os pacientes com densidade
maior, a média foi de 23,4 meses (IC=16,5-30,3; EP=3,5). Essa diferenca ndo apresentou
significancia estatistica (P=0,92).

Os pacientes com alta expressdo para o fator tecidual apresentaram sobrevida média
de 33,6 meses (IC=25,3-41,9; EP=4,2), enquanto, para os pacientes com baixa expressdo, a
média foi de 9,74 meses (IC=4,51-14,97; EP=2,6). Esse resultado foi estatisticamente

significativo (P=0,0017).
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Curvas de sobrevida analisadas pelo método de Kaplan-Meier foram realizadas para
comparar a sobrevida dos pacientes com maior e menor microdensidade vascular (figura 9) e

para os pacientes com baixa e alta expressdo do FT (figura 10).
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Figura 9. Curvas de sobrevida para pacientes com alta (=45 vasos / campo) e

baixa (< 45 vasos / campo) densidade microvascular.
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Figura 10. Curvas de sobrevida para pacientes com alta (>45 vasos / campo) e baixa

(< 45 vasos / campo) intensidade de expressio imunoistoquimica do fator tecidual.

5.6. Analise Multivariada

Como o fator tecidual mostrou ser um fator estatisticamente significativo para a
sobrevida, foi realizada uma analise de regressdo multivaridvel ajustada para os principais
fatores prognoésticos conhecidos no adenocarcinoma géstrico. Nessa analise, a densidade
microvascular e a expressdo do fator tecidual ndo influenciaram na sobrevida dos pacientes
quando ajustados pela idade, estagio do tumor, grau de diferenciag@o tumoral, classificacdo de

Lauren e Borrmann. (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de regressio multivariavel correlacionando sobrevida com

densidade microvascular e expressiao do fator tecidual.

Variavel HR" IC 95% P
>45 vasos/campo 0.46 0,17a1,20 0,11
Expressao > 75% Fator Tecidual 0.58 0,21 a 1,56 0,28

* Hazard Ratio (razdo de azares)
Obtido em modelo de Cox ajustado para idade, estadiamento, grau de diferencia¢do celular, classificagdo de

Lauren e Borrmann.
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6. DISCUSSAO

A ressecc¢do cirurgica € o Unico tratamento que possibilita a cura do adenocarcinoma
gastrico. No entanto, a propensdo dessa neoplasia para disseminagdo local, ganglionar e
hematogénica dificulta a possibilidade do diagndstico precoce ¢ impossibilita o procedimento
cirargico curativo em cerca de metade dos pacientes.'' O mau prognéstico da doenca, devido
ao alto indice de recorréncia tumoral e a baixas taxas de cura com os tratamentos
convencionais, justifica as pesquisas em busca de novas alternativas terapéuticas.

O perfil epidemiologico dos pacientes no presente estudo, com predominancia de
individuos do sexo masculino acima dos 60 anos, é concordante com outros centros de
referéncia no Ocidente.”**'** Como esta pesquisa foi realizada em hospital terciario, com
pacientes encaminhados para tratamento cirtrgico, inferéncias epidemioldgicas outras sao
dificeis de avaliar. No entanto, apesar do declinio da incidéncia em paises desenvolvidos, o
adenocarcinoma gastrico permanece como uma das maiores causas de morbi-mortalidade por
cancer no Brasil, conforme dados levantados pelo Instituto Nacional do Cancer.’

Apesar de levantamentos mostrarem que na Europa™ e nos Estados Unidos® exista
tendéncia a localizacdo mais proximal da neoplasia no estdmago, no presente estudo houve
predominancia dos tumores nos tergos distais do o6rgdo. Esses dados foram corroborados por
pesquisa anterior com 160 pacientes, realizada nesta instituicdo, onde apenas 29 (18,1%)
tumores estavam localizados no ter¢o proximal do estomago.'** Mesmo que ndo apresente
valor prognostico,'*® a localizagdo da lesdo no 6rgdo é importante, pois definird o tipo de

ressec¢do, a retirada de outros 6rgdos, a extensdo da linfadenectomia e o tipo de reconstrugdo
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do transito digestivo a ser empregado, fatores que podem implicar em maior morbidade e
mortalidade associadas ao procedimento.'**

O estagio do tumor no momento do diagndstico ¢ o fator mais importante para
prognostico.'* Infelizmente, constata-se o grau avangado dos tumores neste estudo quando se
observa que apenas em dois pacientes a neoplasia foi classificada como precoce. Além disso,
em mais da metade dos casos ja havia comprometimento metastatico dos linfonodos
regionais. Esses dados confirmam as dificuldades para o diagndstico precoce nos estudos

. .1 7,10,132,136
publicados no Brasil,” ">

assim como praticamente em todos os trabalhos publicados no
Ocidente.'®***"3> Além da importancia no progndstico, o estagio influencia na morbidade,
pois lesdes mais avancadas devem ser tratadas com procedimentos de maior porte e, portanto,
mais sujeitas a complicagdes. No presente estudo, a maioria dos pacientes apresentava
tumores em estagio III ou IV, o que demonstra o grau avangado da doenga no momento do
diagnostico e pode explicar a alta mortalidade operatéria (8%) desta série. Siewert e
colaboradores'' descrevem que os principais fatores de risco para mortalidade operatéria sio a
presenca de doengas concomitantes, as metastases linfonodais, o tamanho do tumor, a
experiéncia do grupo de cirurgides e a idade. Dados previamente publicados pelos autores
demonstraram que tumores em estagios Il e IV apresentam mortalidade operatoria cinco
vezes maior do que os classificados em estagios I e II, sendo o principal fator de risco para
esse desfecho.'**

Entre todos os fatores prognodsticos utilizados na avaliagdo do adenocarcinoma
gastrico, a penetracdo na parede gastrica e a presenca de linfonodos comprometidos sdo os de
maior importancia.”*” A partir desses elementos é que o estadiamento TNM serd definido. A
analise das curvas de sobrevida dos pacientes do presente estudo (figura 8) mostra que a

sobrevida dos pacientes estd diretamente relacionada ao estagio da doenca, e confirma o

comportamento esperado para os pacientes da amostra. O bom resultado em termos de cura
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apresentado pelos portadores de lesdes em estagios iniciais, deve estimular a identificagdo de
pacientes para avaliacdo endoscopica com a finalidade de incrementar o diagnoéstico em
individuos com tumores precoces. Como a taxa de incidéncia do adenocarcinoma gastrico no
Brasil ndo justifica o rastreamento com exames endoscopicos ou radioldgicos de toda a
populacdo,’’ politicas de saude piblica que identifiquem individuos em situacio de risco para
essa neoplasia s3o necessarias.

As neoplasias epiteliais sdo geralmente classificadas conforme o grau em bem,
moderado ou pouco diferenciadas. Esse ¢ um relato rotineiro fornecido pelos patologistas,
entretanto, a relevancia progndstica desse achado ainda ndo foi bem estabelecida.'** Embora o
grau moderadamente diferenciado (G2) tenha sido o mais encontrado nesta série, o impacto
prognostico desses achados ainda ndo esta bem elucidado.

A analise de outros fatores de mau prognostico, como a presenga de 66% de tumores
classificados como Borrmann IIT ou IV, ou seja, com caracteristicas de infiltragdo na parede
gastrica, podem explicar a baixa sobrevida dos pacientes portadores dessa neoplasia. A
classificagdo de Lauren para o cancer de estobmago em tipo intestinal e difuso tem recebido
especial atengdo em fungdo de sua relativa simplicidade e aplicabilidade. A importancia do
tipo histopatologico na analise epidemiologica do cancer gastrico resulta do fato de que o tipo
intestinal ¢ mais freqliente em areas onde o risco de desenvolver a doenga ¢ mais elevado,
enquanto o tipo difuso tem freqiiéncia similar em areas de alto e baixo risco. Existe
proposicdo de que os tumores gastricos do tipo intestinal e do tipo difuso s3o, na realidade,
doengas distintas, com caracteristicas proprias e fatores de risco especificos.'’ Apesar de
estudo realizado no INCA sugerir decréscimo na incidéncia dos tumores intestinais no Rio de
Janeiro,'* levantamento com mais de 600 pacientes em Sao Paulo revelou prevaléncia do

. . . . 141 ~ . ,
tumor do tipo intestinal em mais de 60 % dos casos. " Chama a aten¢@o o baixo niimero de
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tumores do tipo intestinal neste estudo (40%), tendo em vista que, tradicionalmente, nas
neoplasias gastricas no Brasil, este ¢ o tipo histologico predominante.

Ao contrario do tumor de co6lon, no qual as correlagdes entre anormalidades genéticas
e alteracdes fenotipicas seqiienciais permitem o entendimento dos fendmenos seqiienciais
para o desenvolvimento da neoplasia, o adenocarcinoma gastrico exibe heterogeneidade nas
alterages histopatologicas que impedem seu delineamento molecular completo.'** Poucos
genes foram relacionados com o desenvolvimento do cancer géstrico de maneira
consistente'* e, dentre eles, a caderina-E parece estar definitivamente associada como
marcador do cancer gastrico difuso hereditario.”** Mais de 90% dos adenocarcinomas
gastricos, contudo, sdo esporadicos e a seqiiéncia gastrite, metaplasia, carcinoma “in situ”,
carcinoma invasivo apresenta consideravel variagio nos genes envolvidos.'** As dificuldades
para a compreensdo das bases moleculares do cancer gastrico e a constatacdo do potencial
apresentado para invasdo vascular e formagdo precoce de metastases, estimulam a busca de
outros mecanismos, como a angiogénese, como alvos potencias para o tratamento dessa
neoplasia.”

A angiogénese tumoral ¢ fator reconhecido de mau prognostico em varias neoplasias,
no entanto existem varias controvérsias quanto a aspectos de sua quantificacdo e ao seu real
valor prognostico, especialmente quando considerada em conjunto com outros agentes ja bem
estabelecidos.'* Ainda ndo existem estudos prospectivos que determinem o método de
aferigdo mais adequado para evitar as variacdes na avaliacdo subjetiva por observadores
diferentes. Dois consensos internacionais ja foram publicados com a inten¢do de padronizar
os métodos de quantificacio da angiogénese.”*®> A partir dos estudos de Weidner e
colaboradores,”® a avaliagio da neovascularizagio tumoral tem sido quantificada por
imunoistoquimica utilizando-se marcadores endoteliais para marcacdo de microvasos, ndo

evidenciados na avaliag@o histolégica convencional. A contagem de microvasos por campo de
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um tumor sélido fornece estimativa da rede vascular e pode ser mensurada para a verificagdo
de progressdo ou regressao tumorais na avaliacdo de drogas que combatam a angiogénese. O
controle de qualidade na selecdo do material, seu processamento, realizacdo adequada da
imunoistoquimica, selecdo da area a ser avaliada e técnica de avaliagdo da DMV sdo
fundamentais para a comparacdo e a reprodutibilidade dos diferentes estudos em angiogénese.
Os anticorpos mais utilizados atualmente para a avaliagdo da DMV sdo o anti-CD31 e o anti-
CD34. A escolha dos autores pelo anticorpo anti-CD34, neste estudo, deve-se a possibilidade
de erros na avaliacdo com o anticorpo anti-CD31, que ocorrem quando areas com infiltrados
inflamatorios proeminentes sdo interpretadas erroneamente como “hot spots”.**> Além disso,
Bialas e colaboradores,'* em estudo com 40 espécimes de carcinoma géstrico, relataram que
na comparacdo entre os anticorpos anti-CD31, anti-CD34 e anti-fator de von Willembrand, as
preparagdes com o CD34 foram as mais faceis de avaliar e mostraram melhor relagdo com a
angiogénese.

A escolha pela andlise digital” das imagens neste estudo justifica-se pela tentativa de
diminuir as dificuldades metodologicas na aferi¢do da densidade microvascular, as quais
podem resultar em variacdes de resultados quando interpretadas por observadores diferentes.
A capacidade do programa utilizado de capturar as imagens do microscopio pelo computador
permite o armazenamento, a contagem dos vasos e a discussdo sobre a avaliagdo da
angiogénese com imagens padronizadas e com a aplicagdo de grades de demarcagdo que
facilitam e retiram fatores subjetivos da avaliacdo. O tnico elemento ndo-objetivo que
permanece na apreciagdo ¢ a selecdo das areas mais vascularizadas (hot spots).

O processo de angiogénese tumoral é evento importante no desenvolvimento de varias
neoplasias, inclusive no estdmago, porém pouco se sabe dos mediadores regulatorios da
angiogénese no adenocarcinoma gastrico. A molécula mais estudada até o momento, o VEGF,

s ‘o ropin 7480 s
apresenta resultados contraditorios como fator prognostico desta moléstia. A avaliacdo da
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DMV no cancer gastrico tem mostrado correlacdo com o prognostico em trabalhos realizados
por grupos japoneses.'*° Maeda e colaboradores'*’ relataram que pacientes com maior DMV
apresentavam pior prognostico, sendo essa contagem fator prognoéstico independente na
analise multivariada da sobrevida. Tanigawa e colegas,'*® em estudo com 107 pacientes,
mostraram que a expressdo do anticorpo anti-CD34 ndo mostrou relagdo com
comprometimento ganglionar, todavia foi significativamente maior nos pacientes que
apresentaram metastases hematogénicas, concluindo que a avaliagdo da vascularizacdo
tumoral possa ser utilizada para identificar pacientes que se beneficiariam com tratamento
adjuvante. Ja no trabalho do grupo de Xiangming,'*” a avaliagio da DMV foi 1til para prever
metastases linfonodais nos tumores precoces. Takahashi e colaboradores' demonstraram que
a angiogénese relacionou-se com a agressividade dos tumores do tipo intestinal, mas nao
houve relagdo nos carcinomas do tipo difuso. Apesar de trabalhos que empregam a DMV na
avalia¢do do cancer gastrico ndo definirem um ponto de corte entre os pacientes com alta ou
baixa vascularizagdo tumoral, a média da DMV utilizada pela maioria dos autores foi cerca de
40 vasos por campo.'***°! No tico trabalho que avalia a DMV em pacientes com cancer
gastrico realizado com pacientes no Brasil, de modo surpreendente, o niimero variou desde 36
até 256 vasos por campo, com média de 105 e mediana de 102.">* No presente estudo, do
ponto de vista estatistico, como a média do nimero de microvasos foi elevado em todos os
pacientes, utilizou-se a mediana para separar dois grupos de tumores conforme a densidade
microvascular. A partir desta divisdo, a andlise da densidade microvascular ndo esteve
associada com alteracdo da sobrevida, tanto na analise univariada quanto na analise
multivariada ajustada para o estadiamento tumoral, grau de diferenciacdo celular do tumor e
para as classificagdes de Borrmann e Lauren. Tal achado pode ter explicacdo na escassez de
tumores precoces encontrados em nossa amostra.

3

15 : A ~
Couvelard e colaboradores, ™ em estudo avaliando a seqiiéncia de progressdo
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neoplasica em esdfago de Barrett, demonstraram que a vascularizacdo foi mais pronunciada
em estagios iniciais do tumor e se correlacionou com melhor sobrevida. Quando foram
excluidos os pacientes com tumores precoces (cerca de 30% dos pacientes da amostra), a
densidade microvascular, contudo, ndo apresentou valor prognostico. A conclusdo dos autores
foi de que as propriedades angiogénicas ocorrem precocemente no desenvolvimento do
adenocarcinoma originado do esofago de Barrett. Deve ser considerada a hipotese de que nos
estagios mais avancados do cancer, fatores prognosticos estabelecidos (grau de invasdo na
parede gastrica, metastases linfonodais e presenga de metastases a distdncia) sejam mais
importantes na determinacao do prognostico. Quando da avaliacdo concentrada nos pacientes
com cancer gastrico precoce, Maehara e colaboradores'** conseguiram determinar dois grupos
com comportamento bioldgico e sobrevida diferentes. Foi demonstrado que o VEGF induziu
angiogénese tumoral, invasdo vascular e metastases hematogénicas no grupo com pior
prognostico. Os autores discutem inclusive o emprego de drogas antiangiogénicas no grupo
com pior prognostico para evitar as recidivas e melhorar a sobrevida. A possibilidade de que
a angiogénese seja evento importante nos estagios iniciais do tumor pode justificar a falta de
correlacdo entre a densidade microvascular e o prognostico dos pacientes do presente estudo,
o qual é formado predominantemente por tumores avangados.

A busca de outras moléculas envolvidas no processo da angiogénese pode contribuir
para a melhor compreensdo dos mecanismos responsaveis pela regulagdo da formagdo de
novos vasos no cancer gastrico. O FT tem sido bastante pesquisado em outros tipos de cancer,
porém a revisdo da literatura mostrou caréncia de estudos relevantes na associagdo com o
cancer gastrico, motivo pelo qual optou-se pela realizacdo desta pesquisa.

Estudos mostram que a deficiéncia do fator tecidual em ratos transgénicos causa morte
do embridio devido a desenvolvimento vascular anormal.'’ Lesdes histopatologicas

n A 113 .
semelhantes ocorrem em embrides com deficiéncia de VEGF, ° sugerindo que o FT e o
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VEGF possam regular fungdes similares. A expressdo do fator tecidual, além de iniciar o
processo da via extrinseca da coagulacdo, estd relacionada a maior agressividade e a pior

100-102,118,120 . .
757 O conhecimento dos mecanismos

progndstico em uma série de tumores humanos.
ocorrentes nos fendmenos que envolvem a coagulagdo e o cancer permite a compreensao atual
da relagio entre esses dois complexos sistemas.'*® O fator tecidual produzido pelas neoplasias
malignas parece participar do desenvolvimento do ca@ncer por mecanismos ndo so
relacionados a formacdo de coagulos, mas também através de um sistema de sinalizagdo
intracelular independente de elementos da coagulagdo sangl'jinea.llo’m’155

Callander e colaboradores,'™® analisando diversas linhagens de tumores solidos
diferentes, demonstraram a expressdo do FT em 41 de 60 casos das neoplasias de origem
epitelial. Nas lesdes do trato gastrointestinal, altos indices de positividade para o FT foram
encontrados. Todos os casos de carcinoma de pancreas e de estdbmago avaliados apresentavam
expressdo positiva para o FT.

Por meio de analise imunoistoquimica, o presente estudo mostrou que o fator tecidual
foi expresso pelas células tumorais do adenocarcinoma gastrico em todos os 50 pacientes.
Essa alta expressdo sugere a possibilidade de que o emprego de drogas especificas para seu
bloqueio possam ser alternativas tentadas no tratamento desse tumor. Apesar do predominio
dos casos com alta intensidade de expressdo, foi possivel a divisdo dos pacientes em dois
grupos, com 0 objetivo de comparar a intensidade da expressdo com fatores progndsticos e
com a sobrevida. Ao contrario do resultado demonstrado em neoplasias de pulmio,'” de
prc’)stata,157 de ﬁgado116 e de colon,'® ndo houve relagio entre a intensidade da expressdo do
FT e a densidade microvascular.

A literatura revisada até maio de 2006 apresentou apenas um artigo, escrito em

chingés, correlacionando a expressdo do fator tecidual, a angiogénese e o significado clinico

: A 123 S -
em pacientes com cancer gastrico. ~ Mesmo que sua metodologia ndo seja a mesma, 0s
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resultados do estudo chinés foram diferentes dos encontrados em nossa pesquisa. Chama a
aten¢do que apenas 65% dos espécimes tumorais expressaram imunorreatividade para o fator
tecidual, e o nimero médio de microvasos por campo foi menor (36,1419,94). Apesar de os
estagios T e N serem semelhantes nos dois estudos, 40% dos pacientes no estudo chinés
apresentaram metastases hepaticas. A expressdo do FT foi fator significativo para o
comprometimento metastatico do figado e para estagios avangados do tumor. A sobrevida foi
significativamente maior nos pacientes que nao expressavam o FT.

A andlise do presente estudo mostrou resultados surpreendentes. Quando comparados
os principais fatores prognosticos do adenocarcinoma gastrico com a expressao do FT (tabela
5), nota-se que, apesar de ndo ser identificada relevancia estatistica nas diferencas, o grupo
com baixa intensidade do FT apresentou, com excecdo da classificagdo Borrmann, perfil
desfavoravel nos elementos associados com pior prognostico. Esse conjunto de fatores pode
explicar o resultado da analise da curva de sobrevida (figura 10) que mostra de maneira muito
significativa pior sobrevida para os pacientes com baixa intensidade de expressdo do FT. A
analise multivariada, na qual s3o ajustados esses potenciais fatores de confusdo, mostrou que
nem a expressdo intensa do FT, nem a densidade microvascular possuiram poder suficiente
para isoladamente influenciar no prognostico dos pacientes.

Infelizmente, a dificuldade local do diagnéstico precoce dessa neoplasia prejudica a
avaliacdo dos dados. O aumento no niumero de pacientes da amostra, principalmente com
tumores em fases iniciais, certamente contribuiria para definir melhor a relagdo do estagio do
tumor ¢ a intensidade da expressdo do FT.

Uma das explicagdes para resultados divergentes na expressdo do FT em variados
estudos pode ser a existéncia de linhagens diferentes de células gastricas tumorais. Zhang e
colaboradores'* demonstraram que, de quatro linhagens celulares diferentes de

adenocarcinoma géastrico, apenas uma, a linhagem SGC-7901, estava associada a produgdo de
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FT e VEGF. Os tumores solidos originados dessa linhagem apresentavam neoplasias
caracterizadas por intensa vascularizacdo que, quando manipulados com delecdes especificas
para o FT, transformavam-se em tumores com baixo numero de vasos. Tais dados reforgam
teorias cada vez mais consistentes de que os resultados dispares em termos de cura do cancer
gastrico no Japao, quando em compara¢do com os do mundo ocidental, podem originar-se de
diferengas no diagn(')stico159 e na propria estrutura do tumor.'®

Elucidar “como” e “em quais circunstancias” o fator tecidual exerce suas fungdes,
ativa seus mecanismos de acdo e dimensiona as propriedades que se relacionam com o
processo de coagulacdo normal fazem-se necessdrios. Esses estudos poderdo revelar as
propriedades que contribuem para a progressao do cancer e identificar substdncias com poder
de inibicdo seletiva de tais funcdes, a fim de que possam ser utilizadas para o
desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas.

O presente estudo enquadra-se em linha de pesquisa da Pos-Graduagdo em Medicina,
area de concentragdo em Clinica Cirurgica, da Faculdade de Medicina da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, que atualmente estuda a angiogénese e
marcadores tumorais em espécimes de neoplasias de cabega e pescoco, de prostata, de colon,
de bexiga e de estdmago. Especula-se que, confirmando sua importancia na génese desses
tumores, o fator tecidual possa ser estudado como marcador sérico e urindrio nos pacientes
com essas neoplasias. Os trabalhos iniciais objetivam langar as bases para tais pesquisas.
Neste sentido, o presente estudo pode apresentar contribuicdo para a compreensdo dos
mecanismos de angiogé€nese tumoral no adenocarcinoma gastrico. Novos estudos, utilizando
como parametro para avaliagdo da formacdo de vasos outros fatores, tais como o VEGF e o
CD-31, estdo sendo conduzidos para determinar com mais precisdo os graus de angiogénese
nesses tumores. O desenvolvimento de recursos técnicos que possibilitem métodos para

avaliacdo quantitativa da expressao do fator tecidual também estdo sendo estudados. A maior
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perspectiva sugerida por este estudo, talvez seja a possibilidade de empregar drogas
especificas para o bloqueio do FT como alternativa para o tratamento do adenocarcinoma

gastrico, uma vez que 0 mesmo encontra-se superexpresso nesse tumor.
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7. CONCLUSOES

A analise dos resultados do presente estudo permitiu chegar as seguintes

conclusdes:

1- Ocorreu expressao do fator tecidual nas células tumorais de todos os pacientes, com

intensidade da expressdo considerada alta em 78% dos espécimes.

2- Nao houve correlagdo entre a intensidade da expressdo do fator tecidual e o grau de

angiogénese tumoral.

3- Nao houve correlacdo entre a intensidade da expressdo do fator tecidual e a
densidade microvascular e os fatores prognosticos conhecidos para o adenocarcinoma
gastrico. Também ndo houve correlagdo com a sobrevida dos pacientes submetidos a

resseccdo cirirgica dessa neoplasia.
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