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RESUMO

Esta pesqusisa teve como objetivo demonstrar a expresséo diferencial do
fator tecidual (FT) em tumor de Wilms (TW), através de um estudo do tipo
transversal. O TW é a neoplasia renal maligna mais comum na infancia. Os
estudos sobre angiogénese em neoplasias malignas pediatricas apresentam
possiveis vias de terapias antiangiogénicas, com menor agressividade e melhor
especificidade tumoral. E, entre os fatores angiogénicos possiveis, foi estudo o
Fator Tecidual (FT), proteina transmebrana com sua principal fungédo no processo
de hemostasia, mas que demonstra ter importante papel nos processos
patolégicos de tumorigénese, angiogénese e microambiente tumoral favoravel a
disseminagao neoplasica. Sua expressao vem sendo associada as metastases e
piora no prognostico. Contuto, sé a partir da pesquisa de Maciel et al (1) que a
associacdo do FT com TW foi observada, onde se encontrou, utilizando
imunoistoquimica, a correlagédo positiva entre a expressao do FT, recidiva tumoral
e obito. Entdo, a partir desses dados iniciais, a presente pesquisa analisou uma
amostra com 27 espécimes fixadas em parafina de TW e 26 controles (area sem
TW), para demonstrar a expressé&o diferencial do FT em TW, através da técnica de
quantificacdo de acidos nucléicos (RNAm) por Reagdo Cadeia de DNA Polimerase
em Tempo Real (RT-PCR), avaliar a expressdo do FT em diferentes
componentes tumorais, com a densidade microvascular (DMV) do TW e a
ocorréncia de metastases. Foi observado aumento da expressao diferencial do FT
no TW, sua maior variagdo do FT foi encontrada nos componentes blastematoso e
epitelial, enquanto no componente estromal apresentou variagdo minima em
relacdo ao tecido ndo tumoral, em lesdes metastaticas o FT se mostrou
significativamente mais elevado, sugerindo um papel importante para essa
proteina no processo de disseminagdo dessas ceélulas malignas, o aumento da
DMV apresentou associacdo positiva com a expressao do FT. Os resultados
apresentados corroboram os achados de Maciel et al (1) de forma mais concisa e

quantitativa, enfatizando a importancia do FT na biologia do TW.



Palavras-chave: Tumor de Wilms, Fator tecidual, angiogénese, tumorigénese,

expressao génica.
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ABSTRACT

The Wilms Tumors (WT) is the most frequent renal tumors of children, and
although curable, fatal outcomes may occur. A number a genetic alterations have
been suggested as associated factors but still, the exact pathogenesis of WT
remains to be fully characterized. Tissue factor (TF) is a glycoprotein which
happens to be a key receptor for factor VII/Vlla and is the primary initiator of blood
coagulation. Also important, TF has been associated with processes that lead to
angiogenesis. It is widely expressed among cells and tissues and recent evidences
pointed out an important role for TF in cancer progression and metastasis. Recent
evidences suggested that TF may have a role in WT since its immunodetection
was associated with poor prognosis. In the present investigation the differential
expression of TF was assessed in WT using real-time PCR of RNA retrieved from
paraffin sections using microdissection. Different histological components of WT -
(blastema, epithelial and stromal) were analysed and the results revealed that TF
in blastema and epithelial components was upregulated (14.38 and 16.02-fold
respectively, P<0.001). Stroma and control non neoplasic tissues expressed similar
levels of expression (P>0.05). TF expression in metastatic lesions from WT was
also singificantly upregulated compared to non metastatic lesions. Microvessel
density was positively correlated with TF expression (r=0.721). As described for
other tumors, TF seems to play a role in malignancy or WT. Further investigations
are warranted to better understand the pathways by which TF exerts its effects on
tumor progression. Noteworthy, pharmacological strategies that aim at controlling
angiogenesis through regulation of TF may be very promising.

Key words: Tissue Factor, nephroblastoma, gene expression, Metastasis,

microvessel density
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1 INTRODUGCAO

O Tumor de Wilms (TW), ou Nefroblastoma, € uma neoplasia que se
desenvolve em tecidos remanescentes dos rins imaturos (2). E a neoplasia renal
maligna mais comum em criangas. Representa cerca de 8% dos tumores solidos
na infancia, ocupando o quinto lugar em frequéncia. Nessa faixa etaria, esta atras
de tumores do Sistema Nervoso Central, Linfoma, Neuroblastoma e Sarcoma de
tecidos moles (8). O TW afeta 1 em cada 10.000 criangas nascidas vivas (3-6),
com igual frequéncia entre os sexos e com maior incidéncia entre 1 e 5 anos de
idade, mais precisamente no terceiro ano de vida. Apesar da sua rara ocorréncia
no periodo neonatal, mais de 75% das criangas afetadas tem menos de quatro
anos de idade, e pelo menos 90% tem menos de sete anos ao diagnostico (3, 5-
7).

O TW se apresenta como importante fator associado as vias de
tumorigénese. Ha indicios de que seus mecanismos de patogénese se distinguem
pelas caracteristicas da idade no diagnostico, peso elevado ao nascimento,
sindromes associadas ou ndo ao supercrescimento, histologia, presencga de restos
nefrogénicos perilobulares (RNP) e/ou intralobulares (RNI), muta¢des nas
expressdes dos genes IGF2, WT1 e WT2 e malformagdes genito urinarias (8). O
TW ou nefroblastoma é o tumor renal embrionario solido mais comum na inféancia,
sendo 10% dos casos associados a sindromes dismorficas como: WAGR (TW,
aniridia, anomalia genitourinaria e ratardo mental), Denus-Drash, Beckwith-
Wiedemann (SBW) e Nefroblastoma familial (17912-21 e 19913.3-13.4). Apesar
do bom prognostico na maioria dos casos, muitos pacientes, mesmo sendo

diagnosticados com histopatoldgicos favoraveis, apresentam recidivas e evoluem
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para obito. Assim, ha uma necessidade de pesquisas no campo da identificagdo
de fatores prognosticos que apontem para possibilidades terapéuticas ainda nao
exploradas, como nos estudos dos fatores de angiogénese tumoral. A presente
pesquisa tem como objetivo estudar no Tumor de Wilms o Fator Tecidual (Tissue
Factor, TF) ou FT, uma proteina angiogénica e coagulogénica, através da analise
de sua expressdo diferencial, utilizando a técnica de quantificagdo do RNA
mensageiro (RNAm) através da Reagdo em cadeia da DNA Polimerase associada
a fluorescéncia (PCR em tempo real).

A presente investigagcdo se fundamentou nos resultados anteriormente
apresentado por Maciel et al (1), que através de estudo imunohistoquimica do FT
no TW e na densidade microvascular (DMV), observou que 48,8% dos casos os
avaliados apresentaram intensa expressao do FT em células tumorais e 31,7%
com expressao moderada. Justifica-se, assim, a continuidade de tal estudo com a
avaliacdo quantitativa da expressdo de RNAm de FT nessas amostras
empregando ferramentas de biologia molecular, a fim de identificar fatores
prognésticos mais efetivos para essa patologia maligna. Ademais, usa o
aprimoramento em técnicas de estudo e pesquisa no laboratério de anatomia-
patolégica através da patologia molecular, buscando viabilizar tais técnicas para

um atendimento melhor e mais eficaz dos pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tumor de Wilms

O nefroblastoma ou Tumor de Wilms (TW) é a principal neoplasia maligna
renal pediatrica. Foi classificada como um tumor misto, pelo cirurgiao alemao Max
Wilms (1899). Essa enfermidade afeta 1 em cada 10.000 sendo considerada uma
das mais frequente neoplasias malignas solidas da infancia (4) (9). Com incidéncia
anual de 8,1 casos por um milhdo de individuos. Com 650 casos por ano na
América do Norte, € o tumor renal maligno mais comum em criangas e o quarto
cancer em incidéncia na infancia (10, 11).

Tumores pediatricos renais representam um grupo relativamente comum de
tumores da infancia, em que ambos, diagnéstico e tratamento, sdo altamente
dependentes do exame histopatoldégico (12). O TW €& um tumor infantil que esta
intimamente ligado ao desenvolvimento precoce renal (13).

Até 1930, a perspectiva de sobrevida para as criangas com tal patologia era
de aproximadamente 30%. Terapias multidisciplinares e pesquisas multi-
institucionais de ensaios clinicos melhoraram substancialmente a sobrevivéncia
deste pacientes, passando para cerca de 90% na sobrevida (14) com o uso de
quimioterapia e radioterapia (11). A crianga, apds uso dessa terapia oncoldgica,
pode sofrer sequelas desse tratamento no decorrer de sua vida. Como a
persisténcia dos efeitos colaterais agudos (pancitopenia, enterite, Ccistite,
hemorragias e septicemia) e tardios advindos dessas terapias. Esses efeitos
tardios podem incluir: auséncia de crescimento e desenvolvimento normais; atraso
no amadurecimento ou mau-funcionamento dos 6rgaos como pulmdes, figado,
coragao e outros; infertilidade e retardo mental; dificuldades de gestacdo e uma
segunda neoplasia maligna (9, 15, 16)

O TW tem dois importantes fatores de associagdo ao progndstico, o
estadiamento (envolvimento linfonodal e a ruptura tumoral) e a histolopatologia
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(11). Por estas razdes, o desenvolvimento de novas vias terapéuticas para o
tratamento do TW se torna relevante bem como a da identificacdo de outros
fatores progndsticos e predictivo que permitam uma maior individualizagdo do
tratamento dos pacientes, o monitoriamento da atividade tumoral e a redugao

segura do emprego da radioterapia e quimioterapia nos casos favoraveis.

2.1.1 Etiologia

Ainda se conhece pouco sobre o mecanismo que atua na predisposi¢ao da
mudanga epigenética e germinativas, que leva a evolugdo e progressdo dos
tumores malignos. Os fendtipos oncoldgicos podem ser dependentes da célula de
origem do tumor primario, da mudanga epigenética em si ou da acumulagao
sequencial de mutacdes genéticas multiplas (17).

Critérios epidemiolégicos para distinguir os tumores de acordo com a
patogénese incluem a idade do diagndstico, género, etnia e peso ao nascer. Além
dos fatores fisiopatoldgicos iniciadores de tumor no inicio da vida, ha os eventos
congénitos que podem ser candidatos plausiveis as explicagdes da sua etiologia.
Dessa forma, 80% dos casos s&o diagnosticados antes de cinco anos idade (18,
19).

Devido a natureza das células malignas, a caracterizagado da origem celular
do cancer é importante para melhorar o desenvolvimento e direcionamento das
terapias especificas para cada subtipo celular. A histologia do tumor ¢é influenciada
pela predisposi¢cao de mudancgas epigenéticas ou tipos de células precursoras que
ocorrem durante a embriogénese (20). Como consequéncia, os portadores de TW
tendem a ter peso elevado no nascimento e lesdes precursoras do tumor (restos
nefrogénicos) (17, 21).

Considerava-se que a patogénese do TW era semelhante as dos
retinoblastomas, que seguem um modelo de heranga de gene unico (modelo two-

hit). Entanto, j& se conclui que o TW possui uma patogénese complexa e
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heterogénia. Pelo menos dez genes tem sido implicados no seu desenvolvimento,
a maioria dos quais esta associada a heranca familiar ou malformacdes
sindrébmicas, que afetam apenas uma pequena fracdo dos casos (22, 23).
Delegao constitucional do gene do Tumor de Wilms-1 (WT7), no cromossomo
11p13, estd bem associada com a sindrome WAGR (tumor de Wilms, aniridia,
anomalia genitourinaria e retardo mental), enquanto que, muta¢des germinativas
missenses (codificacdo de um aminoacido diferente do normal) no WT1 sao
responsaveis pela maioria dos TW que ocorrem como parte da Sindrome de
Denys-Drash (disgenesia gonadal ou pseudo-hermafroditismo masculino, doenca
degenerativa renal- glomerulonefrite ou sindrome nefrética e 90% de risco de TW)
(18, 24, 25). O disturbio regulatério da expressdo em genes do Cromossomo
11p15.5, particularmente quando ocorre a perda de heterozigose (loss-of-
imprinting-LOI) no gene IGF2 (fator de crescimento de insulina-2) , ocorre em uma
grande parcela de casos TW (18, 26, 27). Entretanto, essa relagdo entre
alteragdes do WT-1 e TW é mais associada em casos sindrébmicos, enquanto,
somente 1/3 de todos TW nao-sindrémicos apresentam dele¢ao nesse loco génico
e apenas 10% mutacao (25).

Os restos nefrogéncos (RN) sdo lesdes focais, sequelas de erros no
desenvolvimento renal que normalmente se associam as epimutagdes e
distinguem o TW de acordo com a sua patogénese. Esses RN podem ser
precusores para o TW, pois ja foram encontrados em rins com tais restos (17).
Esses restos s&o classificados como Resto nefrogénico intralobar (RNI) e como
Resto nefrogénico perilobar (RNP). O RNI (ILNR-I/ntralobar nephrogenic rest), que
ocorre de forma isolada no interior do l6bulo renal, no seio renal ou nas paredes
coletoras, estando associado com as sindromes de WAGR, de Denys-Drash e
com anomalias genitourinarias (28, 29). O RNP (PLNR- Perilobar nephogenic
rests), que ocorre na periferia do Iébulo renal e sdo frequentemente encontrados
em multiplos focos, esta associado a sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) e
hemi-hipertrofia (HH). A maioria dos TW € do tipo histoldgico trifasico (blastema-

epitelial-estroma). O componente estromal tende a predominar em tumores



24

associados ao RNI, enquanto que, os componentes blastematoso ou epitelial séo
associados com o RNP (18).

Trabalhos recentes tem associado observagdes moleculares, microscopicas
e epidemioldgicas na tentativa de identificar biologicamente subgrupos do TW que
poderiam apresentar alvos distintos para intervencbes terapéuticas (22).
Schumacher et al (30) propdéem que a mutagao no WT1 serviria como identificagao
de um subgrupo de pacientes com histologia predominante estromal, associagao
com RNI e ma resposta a terapia. Como a maioria dos TW ocorre na auséncia
aparente de restos nefrogénicos, espera-se que tais critérios moleculares possam
facilitar a sua classificagdo em subgrupos distintos em relagdo a etiologia, a
patogénese e ao progndstico. Tal classificagdo molecular podera auxiliar na
compreensao das variagbes e associagdes entre as caracteristicas microscépicas
dos restos nefrogénicos e histologia tumoral, e das caracteristicas epidemiolégicas
(18).

Originalmente identificado como gene supressor de TW (31), o WT-1
codifica um fator de transcrigdo com quatro dominios “dedo de zinco” (zinc-finger),
que sdo necessarios para o desenvolvimento embrionario do rim (32, 33). O WT-1
esta localizado no cromossomo humano 11p13; a perda da heterozigose nesse
l6cus esta associada com o tumor renal embrionario (tumor de Wilms) e
malformagdes urogenitais (34). Tem sido relacionados altos niveis de expressao
da Pax-2 ao TW, entretando, o gene Pax-2 tem sua expressao regulada pelo gene
WT-1 (35, 36).

Estudos encontraram uma forte correlagéo entre o peso no nascimento, a
idade do diagndstico, as anomalias congénitas, as lesées precursoras (RNI e
RNP) e a histologia do TW, que fornecem evidéncias adicionais a
heterogeneidade da patogénese tumoral. Eles sugerem uma possivel base
biolégica para o ligeiro excesso de peso e das idades mais avangadas entre
meninas, em comparagao com os meninos com TW (18, 19, 29).

A associagao entre o alto peso no nascimento e o aumento do risco de TW
€ estimada em 4-10% dos casos. Nota-se que tal fato pode estar ligado as

anomalias genéticas e epigenéticas no gene IGF2 em TW. Embora multiplos
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fatores influenciem o peso ao nascer, incluindo a nutricdo e saude materna e
idade gestacional (18, 37-39).

Atencéo as exposi¢gdes ambientais no inicio da gravidez e no periodo pos-
natal se justifica devido a importancia do diagnéstico precoce de TW (8). Observa-
se uma importante associagao clinica entre a historia de hipertensdo materna e
um aumento do risco de TW. A hipertensao € um fator de risco conhecido para o
carcinoma de células renais em adultos, mas ndo tem sido consistentemente
demonstrado estar associado com o risco de TW na infancia (40). Na Analise de
Chu et al, os dados sugerem uma estimativa de 1,2% dos casos de TW sao
atribuiveis a uma histéria materna de hipertenséo (8).

A contribuicdo dos riscos de pesticidas para o risco de cancer é
biologicamente plausivel, ha evidéncias no aumento do risco para alguns tipos de
neoplasias malignas infantis, quando ocorre a exposigdo dos pais. Revisdes de
literatura sugerem uma associagdo entre a exposicdo aos agrotoxicos e o
desenvolvimento da TW, bem como da leucemia infantil, tumores cerebrais,

neuroblastoma e sarcoma de Ewing (41, 42).

2.1.2 Epidemiologia

Os tumores solidos pediatricos representam cerca de 60% de todas as
neoplasias malignas pediatricas. Composto pelos grupos de tumores cerebrais
(30%), neuroblastoma (15%), sarcomas de tecidos moles, incluindo
rabdomiossarcoma (10%), tumor de Wilms (10%), tumores 0sseos, incluindo
osteossarcoma e sarcoma de Ewing (8%), retinoblastoma (5%) e tumores
diversos, incluindo o hepatoblastoma, tumores de células germinativas e
melanoma (17%) (43).

Tumores malignos sélidos pediatricos tem melhores resultados de
sobrevida comparados com os tumores malignos dos adultos (44). No entanto, o

prognoéstico continua sombrio para pacientes com metastase de tais tumores
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pediatricos, apesar das terapias agressivas (quimioterapia e radioterapia)
associadas a cirurgia. Novas abordagens terapéuticas sdo necessarias para um
melhor progndstico e diagnostico mais precose nessa populagao pediatrica (45).

O tumor de Wilms é a neoplasia maligna primaria de rim mais comum na
infancia, em todas as regides do mundo, representando 85% de todos os tumores
renais dessa fase (9). Na populagdo européia, totaliza 97% das neoplasias
malignas de rim (46, 47). E o segundo tumor sélido da infancia em frequéncia,
afetando principalmente criangas com idades entre um e quatro anos, com média
de trés anos (48, 49). Em casuisticas brasileiras, ha uma incidéncia de 10 casos
por um milhdo de habitantes para o sexo masculino e de 13 por milhdo de
habitantes para o sexo feminino (50). Entre os 176 casos registrados no primeiro
estudo do Grupo Cooperativo Brasileiro para o Tratamento do Tumor de Wilms
(GCBTTW), a idade média para o género masculino foi de 37 meses e para o
género feminino de 46 meses; quanto a raca foi de 39,5 meses para a branca e de
46,1 meses para ndo-branca (51). No GCBTTW a idade variou de 15 dias a 22
anos, com uma mediana de 36 meses, média de 44,9 meses e desvio padrao de
36,6 meses (29,32). Setenta e cinco por cento dos pacientes estdo abaixo de
cinco anos e 90% abaixo de sete anos, sendo o TW raro no recém-nascido e no
adulto (48, 49, 51). Analisando os géneros, o GCBTTW, encontrou uma igualdade
nas taxas de acometimento desse tumor e a raga predominante foi a branca, com
66,6% (52-54).

Em um estudo epidemioldgico brasileiro com 132 casos de TW unilateral
em menores de 15 anos de idade (46), estimou-se 84,6% de sobrevida global em
cinco anos. As probabilidades de sobrevida para os estadios I, II, Ill e IV foram de
100%, 94,2%, 83,2% e 31,3%, respectivamente. A taxa de sobrevida para os
pacientes com histologia favoravel foi de 89,4%, para aqueles com anaplasia focal
66,7 % e com anaplasia difusa 40%. Todos os pacientes com doenca em estadio
IV e anaplasia difusa foram a 6bito. Todos os pacientes com doenga em estadio |,
independente da histologia, permaneceram vivos até o final do periodo de
seguimento. A idade ao diagndstico mereceu atengao: pacientes com mais de 48

meses de idade apresentaram maior frequéncia de doencga Il e IV. Essa maior
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frequéncia de estadios avancados nesses pacientes poderia ser explicada, em
parte, pelo atraso no diagndstico. Estudo do NWTS4 mostrou que criangas
maiores de 48 meses a idade ao diagndstico tinham maior probabilidade de
recidiva da doenga e morte, atribuiram esta associagdo ao atraso no diagndstico,
mais frequentemente observado nessas criangas (47).

Dados obtidos da Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica
(International Society of Paediatric Oncology-SIOP) e do Grupo de Estudo National
de Tumor de Wilms (National Wilms Tumor Study-NWTS) mostram que pacientes
do género feminino sdo em média seis meses mais velhos do que os do género
masculino, e os de raga negra sao significativamente mais velhos do que os da
raga branca e os asiaticos (48, 49). A taxa mais alta é observada na populagao de
afroamericanos dos Estados Unidos da América (EUA) e as taxas mais baixas
estdo entre os asiaticos em Shangai, Filipinas e Japao, resultando em variagéo na
incidéncia de até trés vezes entre essas regides (55).

Varios ensaios clinicos tem sido desenvolvidos por pesquisadores nos
Estados Unidos, pelo National Wilms’ Tumor Study Group (NWTSG), desde 1969;
na Europa pelo Sociéte Internationale d'Oncologie Pédiatrique (SIOP), desde 1971
(56); no Reino Unido pelo United Kingdom Childrens Cancer Group (UKCCG),(57)
desde 1980 e, no Brasil, pelo Grupo Cooperativo Brasileiro para Tratamento do
Tumor de Wilms (GCBTTW), desde 1986 (58). Devido aos avangos terapéuticos
obtidos por esses grupos cooperativos, 0 prognostico dos pacientes com tumores
com histologia favoravel tem melhorado sensivelmente nas ultimas décadas,
alcangando taxas de sobrevida de 90% em quatro anos (56). Os estudos do SIOP
(59) e do NWTS10 encontraram sobrevida de 92% e 96% em cinco anos e dois
anos, respectivamente. Porém, esses resultados se referem a pacientes
selecionados, pois o primeiro grupo sé analisou tumores com histologia favoravel
(HF), enquanto o segundo excluiu pacientes com estagio IV (47, 56, 59).

O estudo brasileiro conduzido pelo GCBTTW mostrou que, para 602
pacientes avalidveis com estagio | a IV e histologia favoravel (HF), a sobrevida
global foi de 80% e 73% aos dois anos e quatro anos, respectivamente (47, 58) e

os resultados do estudo do SIOP aparecem na Tabela 1 (60).
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TABELA 1. Sobrevida do tumor de Wilms do SIOP-9.

Estagiamento Histologia Sobrevida livre de doenca Sobrevida
(2 anos) (5 anos)
| Favordval 1 o0 {iges
| Favorivel, anaplasia 28% 036
11 N Favordvel 4% Ram
II N1 eIlL Favordivel T1% B3%
Il e I Anaplasia T1% T1%

M= sem envolvimento de linfonodo, N 1= com envolvimenio de linfonodo
Fonte: Graf N, Toumade MF, Kraker 1. Urol Clin N Am 27(3): p 443-54, 200

Um estudo conduzido pelo Grupo de Estudo Nacional de Tumor de Wilms
(National Wilms Tumor Study Group- NWTS) apresentou que, combinando a
cirurgia com quimioterapia pos-nefrectomia, a sobrevida livre de recidiva por 8
anos foi dentro do intervalo de 90,5% a 98,9% para o estagio |; 73,4% a 88,7% no
estagio Il e lll e 45,0% a 57,1%, para o estagio IV , demonstrando a importancia
da detecgdo precoce para o tratamento do TW (61, 62). O tratamento
recomendado € realizado por uma equipe de oncologia que trabalha em conjunto
com as areas de cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Esse trabalho em equipe
multidisciplinar vem se apresentando, através de ensaios clinicos, como o
principal responsavel pelo notavel progresso feito na area da oncologia pediatrica
nos ultimos 50 anos (63, 64). A sobrevida global em 5 anos, para criangas com
cancer, foi inferior a 20%, em 1950. Atualmente é de 75-80% (9, 64).

Os grupos NWTSG e SIOP tem adotado, em linhas gerais, abordagens
terapéuticas diferentes para os pacientes com TW. O NWTS recomenda a
nefrectomia prévia a qualquer outro tipo de tratamento, ao passo que a SIOP
recomenda o inverso, ou seja, quimioterapia prévia a nefrectomia. No entanto,
ambas as abordagens tem alcangado excelentes resultados, que s&o similares
para a maioria dos pacientes (47, 56, 65).
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2.1.3 Aspectos histopatolégicos do Tumor de Wilms

Histologicamente, o TW mimetiza diversas fases da nefrogénese,
apresentando diferenciagdes aberrantes da célula multipotente mesenquimal
renal. No entanto, o TW responde positivamente ao tratamento oncoldgico
pediatrico, com uma taxa global de cura de mais de 85% (66).

Os TW sao multicéntricos na sua maioria, entretanto massas multicéntricas
em um rim e lesdes primarias bilaterais sdo observadas em 7% dos casos. Esse
tumor tem, usualmente, massas arredondadas bem demarcadas do parénquima
renal adjacente através de uma pseudocapsula fibrosa peritumoral. Apresentam
cor que varia de cinza claro até intenso e com consisténcia elastica, tornando-se
mais firme nas lesdes compostas em sua maioria por elementos estromais
maduros (25). O classico tumor de Wilms é composto de blastema, estroma e
elementos epiteliais (trifasico), podendo ainda apresentar dois componentes
(bifasico) ou apenas um deles, com ou sem anaplasia (25, 67). As células do
blastema sdo pequenas, indiferenciadas e com atividade mitética; estas células
podem ocorrer de modo difuso com a perda da aderéncia celular e um padrao
agressivo com invasao adjacente dos vasos e tecidos conjuntivos, em contraste
com as caracteristicas tipicas bem circunscritas, encapsuladas e bordo delimitado
da maioria dos TW. O padrao blastematoso nodular ou em serpentina é
caracterizado por cordoes de um estroma frouxo envolvendo as células de
blastema. O componente epitelial de diferenciacdo esta presente na maioria dos
TW, este padrao se manifesta por estruturas primitivas que sao reconhecidas
como formas dos tubulos precoces ou células de elementos papilares ou tubulares
em varios estagios da nefrogénese normal. O padrao estromal pode ocorrer e
dificulta sua identificagdo quando a diferenciagao epitelial ou blastematosa estao
ausentes (25, 67).

Existem duas formas histolégicas de TW, os chamados favoraveis, que tem
um melhor prognéstico e a forma anaplasica, que €é mais resistente a

quimioterapia e radioterapia (9). O padrao histolégico prevalente € a histologia
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favoravel (HF) em aproximadamente 89% dos casos, sendo que a histologia
desfavoravel (HD) esta presente em 11% dos casos, conforme a classificagao do
NWTS.

A histologia favoravel se assemelha ao desenvolvimento de um rim normal,
consistindo dos trés componentes: blastema, epitelial (tubulos) e estroma. Nao
apresentando anaplasia, o tipo blastematoso indica o pior progndstico em relagao
ao epitelial, com uma recidiva mais frequente (49, 68). Enquanto isto, a histologia
desfavoravel apresenta células anaplasicas, focais ou difusas e nucleos
hipercromaticos, sendo que muitas vezes apresenta mitoses multipolares. A
anaplasia focal parece conferir um melhor progndstico do que a anaplasia difusa.
A anaplasia (pleomorfismo celular e atipia difusa) esta associada mais com
resisténcia a quimioterapia, que pode ser detectada apdés a quimioterapia pré-
operatoria sem resposta (49, 69) do que com agressividade (25). O mais
importante fator preditor histolégico do TW para resposta ao tratamento e
sobrevida é a presenga ou auséncia de anaplasia (66).

2.1.4 Classificagao

O Tumor de Wilms classico, classificado tradicionalmente ao diagndstico
como de histologia favoravel, é composto por trés tipos de células: blastematoso,
epitelial e estromal, que podem estar presentes em proporcgdes variaveis (54).

A administracdo quimioterapica pré-operatdria induz alteragdes histoldgicas
que, de acordo com estudos do SIOP, permitem inferir sobre a resposta ao
tratamento e apresentam, portanto, implicagdo progndstica (70). As mudangas
apdés quimioterapia incluem necrose, fibrose, depdsitos de hemossiderina,
maturacdo dos componentes do blastema, epiteliais e estromais, com musculos
estriados aparecendo com maior frequéncia. Uma resposta excelente a
quimioterapia pode levar a necrose completa em alguns tumores, enquanto que

outros, sem resposta ao tratamento, tem pior progndstico (25, 67). A SIOP se
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baseou na correlagdo entre achados histoldégicos e a sobrevida dos pacientes,
classificando os tumores renais como: baixo risco, risco intermediario e alto risco
(Tabela 2) (28, 53, 71). O nefroma mesoblastico, o sarcoma de células claras e o
tumor rabdoide representam entidades a parte do TW devido as suas

caracteristicas clinicas e histolégicas diferentes, mas foram incluidos na
classificagdo da SIOP por serem tumors tipicos da infancia (69). Ao lado da
anaplasia trés outros tipos foram incluidos devido ao resultado do tratamento, sdo
eles: o nefroblastoma completamente necrético (baixo risco), o nefroblastoma com
predominio blastematoso (alto risco) e outros de risco intermediario (como o

nefroblastoma regressivo) (25, 52).

TABELA 2. Classificagdo dos tumors renais SIOP-9

Baixo Risco

Risco Intermedidrio

Alto Risco

(yuiminterapia

nenad juyants

Melrectomia

priméria

MNeFroma. mesoo ks
Mefoblasioma cistico p diferenciado
e foblas ioma comple amenie

i L]

Mo foma. mesobEdeon

efoblasioma cistioo p diferenciado

e broblsioma SpoepileEal

e froblasioma Epo estromal

e froblasioma Bpo misio

Mo froblasioma Ep I pmssiva

e froblasioma com maplecia fool
e froblasioma nic-anzplisicos suas
mimies

e froblasioma com mapleia foml

Mefrobdasioma ipo hlasiemainso
Paefrobdasioma com naplasa difiea
Sarooma de oélulas clarzs

Tumer rabdéade renal

Paefrobdasioma com naplasa difiea
Sarooma de oélulas clarzs

Tumer rabdéade renal

Fonie: Graf N, Toumade MF, Kraker 1. Urol Clin N Am 273} p 443-54, 2000

Para avaliagdo das pecgas histologicas pela classificacdo da SIOP-9 é

necessario utilizar o porcentual de necrose e o elemento predominante, sendo o
tumor considerado como misto quando nao houver predominancia de nenhum dos

tipos, conforme organograma abaixo (Figura 1).
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Avaliagdo da histologia apds quimioterapia

Pegas histoldgicas pds-guimioterapia
% de necrose

<66% 66%-99% 100%
Subfipos histoldgicos Tipo Regressivo Tipo completamente necrdtico

Tipo Epitelial Tipo Estromal | | Tipo Blastematoso Tipo Misto

FIGURA 1. Organograma utilizado pelo SIOP-9.

2.1.5 Estadiamento

O progndstico do pacientes depende essencialmente do estadiamento e da
histologia do TW. Este é, ainda, um dos critérios mais importantes para o
tratamento, mas sua acuracia ainda € um grande problema. O estadiamento
clinico é determinado pelo cirurgido pediatrico durante a cirurgia e deve ser
confirmado pelo patologista (1).

O estadiamento, que é baseado no grau de extensdo macro ou
microscopico, € o0 mesmo para tumores com HF ou HD. Por esse motivo, os
pacientes devem ser caracterizados por ambos os critérios (por exemplo: estagio
I, histologia favoravel ou estagio Il, histologia desfavoravel). As descricdes mais
utilizadas no estadiamento descritas pelos NWTS-3 (55, 72) e pelo SIOP-9 (53,
69) que diferem pouco, mas a descrigdo do SIOP acrescenta os dados que podem

ser encontrados com o uso da quimioterapia pré-operatoria.
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TABELA 3. Estadiamento do Tumor de Wilms.

S0P

NWTE.3

ESTAGIOT A Tumor st a0 fim ou avolio udocipszia

E:quunﬂaﬁaidmmﬂlm&ug:nﬁdoﬁm A

ciiprula renal pode ostar infilrada, mes ndo wirepessaia

pelo umor. Margens Crigics livies

I 0 umor pode fxeer protmsko na péivis on no meier, mes
S imvader sus pamdes

C Osvasns doseio eaal nSo podem e sar imadidos

I Wasos inir-renais podem estar

Hhithpsaa por aputha fina nis muda o extagizmenio do

(il d

Fresnga de umer necniiEco ou de rmsformagdes
induridas pria quimiolerapia no seio nmal ou gorders
peri-renal ndo slevam oestigio do imor, desde que

compiciamenie mssecados

Tumex limitzdo 30 rim e complelzmenie excisadn. A
ciipsula renal deve eslar inacia.

Margens Cingss livies. Mo pode ler bavido nuptom
do umar anies o durmnie a exCisio cnirgca

O vasne do srio mmal no podmesiar emvalvidos

ESTAGION A O umes s esende 2Fm do rim ow oliapess a cipsule
renal, infitirando pordurs peri-enal. mes fo

lamenie maecadn. Margens lives
B 0 wmor infilra seio eoal stow imvade vase soglinees e

hnl'il.r:ns rm do pat m::}:.rmmnalrrm fioi

C Ouma in[‘ll.rl.d:glm adjacentes ou veiz G, mas o
complelamenie esecado

Tumor s exiende 2lém do rim, mas & compie amenie
excissdn MNenhum umor esidual pode estar aparenie
B0 podie exisr

1. Ixiensiomgioml do wmor (penetragio s da
superficie extema da cipsula menal dentm do ecido
peri-mnal ou mas do g 1-2 mm de imvasio do
Bmor mo e Tenal

&

wamos fora do rim estdo infiltrados oo contém
rombo ol

31 ) mmaor o biopsaado oo exese spallage ool do

mior confinada s flnon
FETAGIOIT A Feseopio incompie i do umer que wesiend a¥mdas Tumaor residual confinade a0 shdfmen. Um oo mais dos
margns sepninies pode existir:
A Cualqueremvobimenio de linfonodos shdominass
C  Rupuminmonl poé oo ntrs-operaiina 1. Linfonodos no hilo renal, cadeias peri-admicas ou
(] Infaltrag 3o tumoral e cavidade perionial ouira localiragEo abdominal moniém mor na
E  Implanies lumorais no periling i
E  Trombo hmonl pesmie o marpem d meeogio das
i OU el seccinaln. L Conzminzqlo peritonizl difos pelo wmor, @ coma
(i Tumor foi submreisdo & bidpsiac m omha anies da oonlaminagdn ahdominal pelo mmor 2ifm do flanoo
qu:rrbol:m:a pri-operalivia oo cinmgia mnies ou duranie @ cirurgiz on pelo oescmenin do
E resnga de lumor mecrélion oo e sfommagies EmOr goe peneim atrnds do peErilinin
PO UimBierapia em um linfmodo oo s
Marge ns Carirgicas sio consideradas como prova de 1 Implmies el
neoplasia e via
4 Tumor exfende-w slém des marpens ciringices
D Ol MECTCSTOfHCAmenie.
5 Tumer ndod ke lameale msae el devidoa
mfiliracin kcal em astrufures viis
ESTAGIOIY Metisiasr s hematoginices 3 distincia {pulmdo, lgado, osmos,  Miebisirses Femabog?nicas 3 destincia {pulmin, figada,
i mbyn) ou metdstses pare linfonodos akém da megise ogmoe, airebrno
ahdomino-perdonial
ESTAGIOY Tumaoms bilzleras ao disgnostico. Pode ser neclasslicado Tumaoms bilaierss a0 disgnisson

separadamente de acondo com os achados cinirpaoos

Fonte: Metrger ML, Dome I5. Current therapy for Wilms' tumor, Oncologist. 2005; 100100:815-28.

2.2 Fatores progndsticos oncologicos

A transformagdo oncogénica

consideradas como o0s principais processos da malignizagao.

e diferenciacdo celular maligna séao

Produzem

populagdes celulares heterogéneas, incluindo subconjuntos de células iniciadoras

de tumor (CIT; tumour initiating cells,

TICs), também conhecidas como células-
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tronco cancerosas (CTC; cancer stem cells, CSCS). Eventos intracelulares
envolvidos nestas mudancas tem fundamental papel nos componentes
extracelulares e sistémicos da progressdo do céncer, incluindo aqueles que
dependem do sistema vascular. Isso inclui a angiogénese, vasculogénese
ativacado do sistema de coagulagéo e formagao de CTC e nichos pré-metastaticos
(73).

A inter-relacdo entre os complexos processos de angiogénese, inflamacgao e
coagulacao esta ligada a iniciagdo e ao desenvolvimento do cancer. Além de
outros mecanismos, o microambiente inflamatério determinado pelas celulas,
composto por uma variedade de citocinas, quimiocinas e enzimas, pode levar a
iniciacdo e promogao tumoral (74).

Ainda que o0s processos genéticos tenham sido tradicionalmente
observados como intrinsecos as células malignas, atualmente se reconhece que
esse efeito ultrapassa os limites celulares do tumor e que tais mudancgas
oncogénicas em algumas ceélulas tumorais afetam células malignas adjacentes,
modificando varios controles sistémicos da homeostase tecidual (75). Alguns
desses processos sdo mais importantes nas interagdes intercelulares oncogénicas
que envolvem as varias facetas do sistema vascular, como alvos, efetores ou
etapas do crescimento das células malignas e sua disseminagéo. Esses efeitos
vasculares podem envolver interagdes de curto, médio e longo prazo, os quais
podem envolver ndo somente estroma, endotélio e células inflamatérias, mas
também a coagulacéo e o sistema fibrinolitico (73, 75).

Sinais de doengas crbnicas inflamatorias estdo presentes em, praticamente
todos os tumores malignos, independentemente da existéncia de doenga prévias,
infecciosas ou inflamatdrias. A ativagdo oncogénica, induzida por fatores de
transcrigdo, desencadeia a produgao de citocinas pro-oncolégicas. A ativagao dos
fatores de transcricdo no estroma, nas células inflamatoérias e tumorais, induz a
liberacdo de mediadores que estimulam a proliferagdo celular, migragao,
sobrevivéncia e angiogénese (76).

O microambiente tumoral é um conjunto composto por moléculas da matriz

extracelular, células tumorais, células endoteliais, fibroblastos e células do sistema
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imunoldgico. O crescimento tumoral e a formagao de metastases sdo dependentes
da angiogénese tumoral. A matriz extracelular e a membrana basal liberam
inibidores endogenos da angiogénese, como a endostatina. Por outro lado,
algumas moléculas da matriz extracelular podem promover a angiogénese através
da estabilizagdo dos vasos sanguineos e da associacdo com fatores de
crescimento pro-angiogénicos. Por exemplo, a maioria das células do estroma em
carcinomas sdo os fibroblastos. Esses associados ao carcinoma mostram um
fendtipo distinto ao dos fibroblastos normais. Os mecanismos dessa associagao
entre o tumor e os fibroblastos, que regulam a angiogénese, ainda nao sao
totalmente conhecidos, mas sdo sugeridos como uma importante fonte de fatores
de crescimento e citocinas recrutadoras de células endoteliais. As células do
sistema imunoldgico, macréfagos e neutréfilos sdo outra fonte de regulagdo da
angiogénese, através de quimiocinas, fatores de crescimento e proteases. O
microambiente tumoral € um complexo desorganizado de varios tipos de tecidos,
células e matriz extracelular que podem regular a iniciagdo e manutencdo da
angiogénese patologica (77).

Diversos marcadores moleculares tem sido investigados como possiveis
indicadores do comportamento biolégico de tumores, porém sem uma
concordancia entre autores sobre quais marcadores seriam preditivos de
prognéstico. O processo de metastase é o resultado da modificagdo nas
propriedades das células neoplasicas e sua interagdo com outras células. Para
desenvolver uma metastase, a célula prolifera, perde contato com as células
vizinhas, migra através da matriz intersticial, invade vasos sanguineos e linfaticos
e se multiplica em linfonodos e o6rgaos distantes. As células metastaticas
apresentam caracteristicas para exercer esta acdo que sao determinadas por
modificagdes de seus genes. O conhecimento destas propriedades moleculares
da célula neoplasica procura identificar o potencial de gerar metastase regional
(78).

A angiogénese € o crescimento de novos capilares, a partir de vasos ja
existentes, sendo uma etapa essencial no desenvolvimento de neoplasias. Os

capilares sao formados no estroma de um tumor a partir de células endoteliais do
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hospedeiro. Isto permite o crescimento do tumor além de 2-3 mm, através da
efusdo de oxigénio e nutrientes, remogdo de metabdlitos toxicos, ao invés de
simples difusdo no espago extracelular que manteria o tumor restrito e com uma
pequena populagao celular (79, 80). Evidéncias experimentais demonstram que a
angiogénese também contribui com o processo metastatico, pois a medida que ha
expansao da vascularizagdo, maior é a superficie para o escape de células
tumorais na circulagdo, o que também pode ser facilitado pela imaturidade dos
vasos formados (79). O papel da angiogénese na progressao do tumor primario,
sua associacdo com metastases hematogénicas e sobrevida tem sido
extensamente estudado, principalmente em tumores de mama, pulmao, trato
gastrointestinal e genitourinario, demonstrando associagado estatisticamente
significativa entre a intensa neovascularizagao e pior prognéstico (81).

Em algum ponto do desenvolvimento da maioria das neoplasias malignas
humanas, suas células saem dessa massa tumoral primaria, invadem tecidos e os
sistemas circulatorios sanguineo e linfatico, indo para locais distantes, onde
extravasam e inicializam novas col6nias tumorais, as metastases. As metastases
sdo a causa de cerca de 90% das mortes por cancer nos humanos. Durante a
invasdo e metastase, ocorre o acoplamento fisico entre as células malignas e
mudangas microambientais nessas lojas tumorais. As células metastaticas
rompem varias barreiras fisicas que consistem em membrana basal, matriz
extracelular e camadas de células fortemente associado. Especula-se que a
membrana basal dos vasos sanguineos do tumor pode ser incompleta ou ausente,
permitindo assim uma rota mais facil para as células cancerosas iniciarem sua
metastese (77).

Além da angiogénese, a hipdxia e a linfangiogénese tem sido associadas
ao processo de disseminagédo e metastases de tumores primarios (82, 83). Ainda
ndo esta esclarecido se existem diferencas em hipdxia e angiogénese entre
diferentes sitios metastaticos e quais seriam os mecanismos de tais diferencas.
Comparacdes de perfis de expressao génica entre tumores primarios de mama e
metastases de diferentes locais revelam que as metastases sao muito

semelhantes as do tumor primario (84, 85), sugerindo que a influéncia do



37

microambiente tumoral local do sitio metastatico € menos importante do que a
biologia celular do tumor primario. Além disso, as células endoteliais em diferentes
orgaos e leitos vasculares possuem heterogeneidade estrutural e funcional
consideravel. Os padrdes de expressdes génicas entre as células endoteliais dos
vasos maiores e células endoteliais microvasculares, assim como as células
endoteliais de diferentes o6rgédos, sao intrinsecamente diferentes (86). As
diferengas de tecidos especificos em células endoteliais podem ser devidas as
diferengas no microambiente do tecido, ou seja, através de distintos fatores
soluveis, célula célula e célula matriz (87). Certos tipos de tumores humanos criam
um microambiente favoravel para instalagdo do nicho metastatico, através da
produgdao de uma nova proteina que, especificamente, reprime a trombospondina-
1 no tecido estromal adjacente, favorecendo, assim, o posterior processo de
disseminacgao tumoral. O mecanismo da formacg¢ao do nicho metastatico ainda nao
esta esclarecido, mas, provavelmente ha indicativos de conexdes entre a
metastase e angiogénese. Este mecanismo provavelmente pode facilitar o inicio
da angiogénese tumoral metastatica (77, 88).

O uso de marcadores bioldgicos moleculares pode contribuir para o
conhecimento do progndstico no estudo histolégico das lesdes, nos protocolos de
tratamentos e avaliar a resposta a agentes terapéuticos (89). A compreensao dos
processos moleculares no TW devera contribuir para o tratamento e também para

a deteccao de novos tumores.

2.3 Angiogénese tumoral: fisiopatologia e importancia clinico-patolégica

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig
para descrever a vascularizacdo na placenta. O estudo sistematico da
angiogénese teve inicio com Judah Folkman e progressivamente foram
desenvolvidos varios modelos in vitro e in vivo para o estudo de seus mecanismos
moleculares, modulacdo e a sua importancia nos processos fisioldgicos e

patolégicos (73). Com os estudos pioneiros de Folkman (90), analisou-se o estudo
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do controle, por parte das neoplasias malignas, da proliferagdo de vasos
sanguineos adjacentes a lesdo. A constatagdo de que a frequéncia de surgimento
de tumores in situ observados em estudos de necropsia € significativamente maior
do que a de tumores malignos invasores, especialmente nas lesbes de mama,
tiredide e préstata, indica que a ocorréncia de disseminagao sistémica € um
evento relativamente infrequénte (90). A incapacidade de progredir como lesao
neoplasica, segundo Folkmann, reside no fato de que tumores in situ nao
adquiriram um fenétipo angiogénico que possibilitasse seu crescimento (90).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no crescimento
vascular diferem nos varios tecidos. Dessa forma, os neovasos terdo aspectos
morfolégicos e funcionais de acordo com as necessidades de cada tecido. Essa
heterogeneidade das células endoteliais € determinada pela expresséao e atividade
de fatores angiogénicos (p.ex. VEGF, Angiopoetina (Ang)-1) que variam
amplamente em diferentes tecidos e por fatores angiogénicos 6rgéo-especificos
que determinam a alteragdo angiogénica, mas de modo especifico para os
diferentes 6rgaos (91, 92).

Em circunstancias normais a formagdo de novos vasos sanguineos ocorre
durante a cicatrizagdo de lesbes, regeneragado de orgaos, no sistema reprodutor
feminino, na maturacdo do foliculo ovariano, na formacdo do corpo Iuteo, na
regeneracao do endométrio apds o ciclo menstrual, na implantagdo do ovo e na
formacado da placenta. A angiogénese também é um fator importante em varios
processos patoldgicos, como no crescimento e metastase de tumores, na artrite
reumatoide, na retinopatia diabética, entre outros (92-94).

A indugdo de vasos sanguineos na massa tumoral € um fendmeno
complexo que envolve uma multiplicidade de fatores. O estimulo para a
angiogénese tumoral é produzido diretamente pelas proprias células neoplasicas,
em menor grau e indiretamente pelas células inflamatorias recrutadas no sitio do
tumor. Esses vasos tumorais sdo caracterizados por apresentar uma organizagao
caotica, didmetros variados, sao tortuosos, fenestrados, possuem membrana

basal descontinua, padrao anormal de crescimento, auséncia de inervagao e
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auséncia de células murais ou associacdo anormal entre as células endoteliais e
murais (95).

Tumorigénese € um processo de varias etapas complexas de alteragdes
que conduzem a progressiva transformacao de células normais em malignas. No
entanto, o crescimento tumoral ndo € apenas determinado por suas proprias
células, como também por varios tipos de outras células e pela matriz extracelular
(MEC) do microambiente tumoral que também podem afetar o seu
desenvolvimento (96). Enquanto, angiogénese é a formagdo de novos vasos
sanguineos a partir dos pré-existentes e um dos principais eventos para
progressao tumoral. Além de fornecer suporte estrutural e funcional, a matriz
extracelular pode modular comportamento vascular das células endoteliais. A
MEC é uma rica fonte de inibidores da angiogénese e um local de armazenamento
para promotores angiogénicos. Em condig¢des fisioldgicas, inibidores angiogénicos
podem neutralizar a atividade dos promotores angiogénicos, mantendo assim a
angiogénese em equilibrio. Durante os eventos patoldgicos tumorais, a progressao
do cancer é dependente de sua neoangiogénese (97). Os dados disponiveis
indicam que diferentes tipos de células tumorais usam diferentes estratégias
moleculares para ativar a iniciagdo angiogénica. Isto levanta a questdo se uma
unica terapia anti-angiogénica sera suficiente para tratar todos os tipos de tumor,
ou se um coquetel de tais terapéuticas precisa ser desenvolvido, cada um
respondendo a um programa distinto de angiogénese (77).

O sistema vascular é muito heterogéneo em diferentes 6rgaos e tecidos. O
microambiente especifico de cada o6rgao pode contribuir diretamente para a
manutengao e indugao de fatores angiogénicos (98). Tem sido demonstrado que o
fendtipo dos vasos associados ao tumor é diferente de ambos os vasos normais e
nao-associados a angiogénese tumoral. A expressao de diversas moléculas de
adeséo, tais como E-selectina e VE-caderina, é perdida ou diminuida nos vasos
tumorais (99). Enquanto, outras sdo superexpressas, como a integrina alfaVbeta-3
(99) e membros da familia heparina sulfato proteoglicano CD44 (100). Assim,
parece possivel especificar o alvo da terapia antiangiogénico para a

vascularizacdo tumoral, sem quaisquer efeitos nocivos sobre a vasculatura
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fisiolégica. O modo predominante de acdo dos agentes antiangiogénicos
clinicamente testado até a data tem sido citostaticos, em que a inibicado da
vascularizagdo do tumor provoca estagnagdo tumoral. A constatagdo de que
muitos desses agentes citostaticos apresentaram reversibilidade de sua atividade
apo6s remogao do agente e que a velocidade de crescimento vascular em tumores
volta a seu normal, apds a cessagao do tratamento €, portanto, de elevada
relevancia clinica. Demonstrou-se que rapidamente a neovacularizagéo tumoral se
reinicia apos a retirada da terapia anti-VEGF. Um dia apés a retirada dessa droga,
brotos endoteliais comegaram a crescer nas mangens vazias de membrana basal
que nado foram destruidas pelo tratamento antiangiogénico. Além disso, também,
pericitos sobreviveram ao tratamento. Isto sugere que a terapia antiangiogénica
poderia ser mais eficaz se pericitos e as margens da membrana basal pudessem
ser alvo conjuntamente (101).

A teoria de desenvolvimento tumoral de Folkman se baseia em varios
aspectos. Inicialmente, a maioria das lesbes apresenta uma fase de aparente
inatividade proliferativa associada a um estagio praticamente avascular (90),(102).
A nutricado dessas células depende principalmente da difusdo de nutrientes pelos
tecidos adjacentes, o que limita seu tamanho a aproximadamente 1 ou 2 mm (90,
102). Em uma segunda fase, estes pequenos tumores adquirem uma capacidade
de recrutar células endoteliais de vasos sanguineos normais do tecido hospedeiro,
formando novos capilares que circundam e posteriormente permeiam a lesao,
possibilitando o seu crescimento ilimitado (90, 102). Esta habilidade de gerar
suprimento sanguineo foi creditada a producgédo, por parte das neoplasias, de um
agente bioquimico inicialmente chamado de fator de angiogénese tumoral (102).
Logo, tornou-se extremamente atraente a possibilidade de se criar uma substancia
com fungdo bloqueadora do fator angiogénico como forma de tratamento de
tumores malignos, reconhecendo-se que tal medida provavelmente reduziria a
lesdo a um tamanho em que o suprimento sanguineo ndo mais seria fundamental
para a sobrevivéncia das células (1 ou 2 mm) (102). O cancer nao seria, portanto,

erradicado, mas teria uma regressao sustentada enquanto o bloqueio angiogénico
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fosse mantido (102). Essas hipbteses sao a base tedrica para o uso terapéutico de
drogas bloqueadoras da formacéo de vasos sanguineos tumorais.

O primeiro alvo para um ataque bloqueador da angiogénese tumoral foi
identificado em 1984 por Shing et al (103) em amostras de um condrossarcoma,
tendo sido chamado fator basico de crescimento de fibroblastos. Apesar de seu
uso em modelos experimentais haver resultado no crescimento de capilares
sanguineos, essa substancia nao parecia ser um agente de importancia
significativa. Foi com as descricdes que se seguiram de um novo agente
associado a permeabilidade vascular e a angiogénese, inicialmente chamado de
fator de permeabilidade vascular e, posteriormente, de fator de crescimento do
endotélio vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), que se obteve uma
substancia com representatividade clinica significativa e alvo de medidas
terapéuticas (104). O VEGF é possivelmente o mais potente agente angiogénico
conhecido (105). Sua presenga aumenta a permeabilidade vascular e constitui um
importante estimulo para a mitose de células endoteliais (102, 105, 106). Em
situagdes de hipoxia, € possivel observar um aumento significativo dos niveis de
acido ribonucleico mensageiro (RNAm) para VEGF, bem como da proteina
resultante (102, 105, 106).

Fatores de crescimento endotelial vascular, particularmente VEGF-A, sao
provavelmente os mais potentes fatores pré-angiogénicos descritos até o
momento. Assim, uma série de investigacdes tem incidido sobre os membros da
familia VEGF e seus receptores VEGFR-1, -2 e -3, na progressédo do cancer. O
VEGF é secretado pelas células do tumor e se liga aos seus receptores VEGF-R2
e neuropilina na superficie das células endoteliais (88). Ao se ligar no receptor-
VEGF, na superficie das células endoteliais, o VEGF-A pode induzir
extravasamento vascular, proliferacdo e migracédo de células endoteliais (107). Os
brotos de crescimento vascular sdo guiados por um gradiente de VEGF (108).
Alguns estudos analisaram a relagao entre fatores angiogénicos e a densidade
microvascular (DMV). Em tumores de cabecga e pescogo, os estudos apresentam
resultados conflitantes: Cantu de Leon et al (109), avaliando 118 pacientes

portadores de carcinomas do tipo epidermdide da regido cervical, encontraram
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correlagao entre DMV elevada e recorréncia tumoral nos casos identificados como
estagio Il e em pacientes com idade inferior a 40 anos. Em lesGes de estagio
clinico mais avangado, entretanto, os autores n&o encontraram relagdo entre a
DMV e o prognostico. Garcia de la Torre et al (110) avaliando lesbes proliferativas
de paratiredide, observaram que a DMV estava aumentada em adenomas, mas
que este dado ndo se relacionava com o comportamento clinico das lesdes,
utilizando-se como critérios o tamanho dos tumores e niveis séricos de hormdnio
paratiredideo e calcio. Brieger et al (111), estudando neurinomas de nervo
acustico, observaram que, nos 34 casos avaliados, a contagem microvascular ndo
se correlacionava com o tamanho dos tumores, a duragdo dos sintomas ou a
idade dos pacientes.

Em neoplasias ginecologicas, Nayha et al (112) avaliaram a intensidade da
neovascularizagao em endométrios normais, hiperplasicos e no adenocarcinoma.
Os autores observaram que alteragbes na DMV se correlacionavam com estagios
progressivamente mais graves da doenga endometrial, com DMV inferior em
endométrios proliferativos e hiperplasias simples, mais elevada em hiperplasias
com atipias significativas e adenocarcinomas. Em neoplasias de ovario, por outro
lado, Sonmezer et al (113) ndo encontraram correlagdo entre a DMV, a sobrevida
ou parametros anatomo patologicos. Os niveis de VEGF também ndo se
mostraram de importancia significativa, ocorrendo correlagdo estatistica somente
com o volume de ascite. Nao se observou também relagao entre a intensidade de
marcacgao imunoistoquimica para VEGF e a DMV nesses tumores.

Em carcinomas de eséfago, Du et al (114) observaram que 81,36% das
lesdes expressavam VEGF, resultando em indices aumentados de densidade
microvascular. Tais dados demonstraram relagao significativa com o grau de
diferenciacdo tumoral e metastases linfaticas, ndo tendo sido observada
importancia significativa na profundidade de penetragdo na parede intestinal.
Nakagawa et al (115), analisando dados de 103 esofagectomias por carcinoma
epidermdide do eséfago, observaram que a DMV guardava relagdo com a

profundidade de penetragdo do tumor na parede do &rgéo, ocorréncia de
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metastases intramurais, indices elevados de recorréncia pds-operatéria e pior
sobrevida geral.

Em adenocarcinomas gastricos, Chung et al (116) avaliaram a relagao entre
a intensidade da expressdo do VEGF, a DMV, a sobrevida geral e os indices de
recorréncia metastatica em individuos submetidos a tratamento cirargico com
intencado curativa. Os autores relataram que a DMV foi significativamente mais alta
em ledes VEGF positivas, sendo que tais pacientes tiveram um indice de 66,7%
de recorréncia hepatica, comparados a 16,7% naqueles com VEGF negativo. Du
et al (114) observaram que 67,5% dos adenocarcinomas de estdmago
expressavam VEGF, sendo a contagem microvascular nessas lesées maior do
que a encontrada em patologias benignas. Na avaliagao destes autores, a DMV foi
significativamente maior em tumores avangados quando comparados a lesdes
precoces. Ichinoe et al (117), comparando adenocarcinomas gastricos precoces
de padrao de crescimento superficial ou infiltrativo, encontraram uma forte relacao
entre a DMV, a expressao de VEGF, de 6xido nitrico sintetase e ciclo-oxigenase-2
nesse ultimo tipo de tumor, enquanto que as lesdes de crescimento superficial
apresentavam fraco padréo de neovascularizagdo. Por fim, Tsujitani et al (118)
relataram que a DMV, o tamanho dos tumores e a presenca de metastases
linfaticas foram fatores preditivos independentes do progndstico de
adenocarcinomas de estdmago, sendo que a DMV foi maior naqueles casos em
que o VEGF tinha sua expressao significativamente aumentada.

Nas neoplasias pancreaticas, Tan et al (119) demonstraram que tumores
neuroenddcrinos ndo apresentavam comportamento desfavoravel mesmo com
contagem elevada de microvasos. Por outro lado, diversos estudos observaram
um melhor progndstico para adenocarcinomas do pancreas que se mostravam
hipovascularizados (119). Em hepatocarcinomas, Yao et al (120) observaram
dados prognoésticos significativos com relaggo a DMV. Em 90,9% dos casos
metastaticos, os tumores expressavam VEGF, contra 63,9% das lesdes
localizadas. A contagem de microvasos acompanhou a taxa de expressédo do
VEGF, sendo ambas maiores nas lesées nao encapsuladas, pouco diferenciadas

e metastaticas. Tanto a DMV quanto os indices de expressao do VEGF se
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correlacionaram com a intensidade de invasao vascular e com a disseminacao
sistémica em tumores primarios hepaticos. As plaquetas ativadas liberam fatores
pré-angiogénicos, dentre eles o VEGF, que contribuem para a migragdo e a
proliferagdo de células endoteliais. O VEGF, por sua vez, induz um aumento de
permeabilidade vascular que determina um escape de proteinas plasmaticas,
especialmente fibrina, as quais irdo formar uma matriz ao redor das células
tumorais (121-123). Esta matriz serve como base para migracdo de células
endoteliais e para a angiogénese justa-tumoral. Por fim, a degradagédo da matriz
de fibrina libera novos agentes estimulantes da proliferagdo vascular, o que
contribui para a manutengéo e para o incremento do estimulo angiogénico (121-
123).

A terapia antiangiogénica estd surgindo como um dos avangos mais
significativos na area da oncologia clinica, entretanto a maioria dos estudos
clinicos tem se centrado nas neoplasias de adultos (124). Tal terapia, também,
pode representar uma importante estratégia terapéutica em oncologia pediatrica.
Diferentemente dos tumores solidos dos adultos, que tem origem principalmente
do tecido epitelial e tem varidveis taxa de proliferacdo e vascularizagdo, os
tumores solidos pediatricos exibem um forte perfil angiogénico, porque sao
predominantemente tumores indiferenciados, caracterizados por alta taxa de
proliferagdo e aumento da vascularizagdo. Dados pré-clinicos e na fase | de
ensaios clinicos apoiam o potencial papel dos agentes antiangiogénicos no
tratamento tumores solidos pediatricos (125, 126). Assim, a compreensao dos
processos angiogénicos, envolvidos na tumorigénese pediatrica, pode auxiliar na
utilizagcao dessas drogas em protocolos (127).

Enquanto os elementos dos nichos vasculares e de células iniciadoras de
tumor pré / pré-metastatica (CIT; tumour initiating cells, TICs) estdo sendo bem
caracterizados, ha, também, necessidade de uma maior compreensao da atuagao
do sistema de coagulagdo no processo de formagao tumoral. Entre os fatores de
coagulagao, o fator tecidual (TF) e a sua expressao na ativagdo da cascata de
coagulagdo vem se firmando com uma importante fungdo no processo de

metastase, e, assim, implicitamente, no destino das TIC e no seu microambiente.
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Um conjunto de observagdes sobre as TIC / CSCs poderia explicar essa relagéao
entre os mecanismos de coagulagao e tumorigénese, muitas das quais convergem
para o FT como um dos fatores chave dessa via (73).

A relacédo dos tumores malignos com o seu suprimento sanguineo regional
vem se revestindo de importancia cada vez mais significativa. Nao sé a invasao
vascular, mas a habilidade que as lesbes adquirem de controlar o seu proprio
aporte de sangue constitui hoje motivo de atengdo e pesquisa. Frente a esses
achados na literatura, o estudo de outros fatores associados a angiogénese
tumoral, além da simples contagem dos vasos, parece fundamental para que seja
possivel compreender melhor a biologia das lesbes e uma ampliacdo das
possibilidades terapéutica oncologicas.

2.4 Fator tecidual: fungoes fisiolégicas e importancia no desenvolvimento
de neoplasias malignhas

O fator tecidual (FT) € uma glicoproteina de transmembrana de 47 kDa,
membro da super-familia de receptores de fatores de crescimento hematopoiético
(receptores de citocinas), que também incluem os receptores do interferon alfa
(IFNa) e da interleucina-10 (IL-10) e que funciona como receptor celular exclusivo
da associacdo com o fator VII (FVII), inciador da coagulagdo, formando o
complexo FT:FVlla, que tem agao proteolitica e de mediador de sinalizagao
celular. O FT ndo é normalmente expresso nas células em contato direto com o
sangue (tais como células endoteliais e leucocitos), mas apresenta expressao
constitutiva em fibroblastos subjacentes ao endotélio vascular (73, 128-130). O
complexo FT:FVlla (Fator VIl ativado) atua fisiologicamente na sinalizagao celular
e na pro-coagulagédo. Além dessas, tem fungbes em outros processos bioldgicos,
incluindo a hemostasia, trombose, inflamagao, angiogénese e crescimento tumoral
(131, 132). Porém, sua fungao essencial é na hemostasia. No entanto, o aumento

da expressao de FT no interior das placas ateroscleréticas e a presencga elevada
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na circulagdo de seus niveis de microparticulas de FT soluvel pode promover
quadros de trombose. Os niveis aumentados de FT, durante um processo
inflamatorio, aumenta a deposicéo de fibrina intravascular, assim aumentando a
formacdo de fragmentos pré-inflamatérias de fibrina e por proteases da
coagulagao gerando, inclusive FVlla, FXa e trombina, liberando protease ativada e
os receptores acoplados de proteina G, principalmente, os receptores de
protease-ativados (PARS). Em processos de endotoxemia e sepsemia, a geragéo
de trombina dependente do FT e a ativacdo de células dendriticas pelo PAR1,
aumentam a inflamacdo. Finalmente, o complexo TF:FVlla contribui para o
crescimento do tumor através da ativagdo PAR2 (73, 129, 132-136).

O modelo classico da cascata da coagulagdo apresenta uma série de
reagdes sequenciais envolvendo plaquetas, os fatores de coagulagdo, os

cofatores e os anticoagulantes naturais (Figura 2).
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FIGURA 2. Esquema da cascata da coagulagdo, proposto na década de 1960, com a divisdo do
sistema de coagulagdo em duas vias. CAPM: cininogénio de alto peso molecular; PK: pré-
calicreina. (129).
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De acordo com este modelo, pode ser produzida uma grande quantidade de
trombina, por meio da ativagdo da via extrinseca (dependente de FT) e/ou
intrinseca (dependente do contato com uma superficie carregada negativamente).
Entretanto, tal modelo explica apenas as interagdes que ocorrem entre fatores da
coagulacao in vitro, suportando avaliagbes laboratoriais. Porém, nao explica
satisfatoriamente os mecanismos hemostaticos fisiopatoldgicos in vivo. Além do
mais, o modelo nao explica por que certos pacientes apresentam uma tendéncia
hemorragica, bem como néo fornece informagao segura sobre quais pacientes vao
sangrar (134). Em uma tentativa de explorar o complexo sistema hemostatico sob
outro angulo, foram desenvolvidos modelos conceituais e experimentais que
permitiram um maior entendimento de como o sistema hemostatico realmente
funciona in vivo em condi¢des normais. O modelo atual baseado em superficies
celulares (Figura 3) estabelece que o processo de coagulagdo ocorra em uma
série de trés etapas simultdneas que acontecem sobre diferentes superficies
celulares. A primeira etapa (fase de iniciagéo) ocorre sobre uma superficie celular
que expode fator tecidual. Na segunda etapa (fase de 37 amplificagdes), plaquetas
e cofatores sdo ativados para produzir trombina em larga escala. Finalmente, a
terceira etapa (fase de propagacdo) ocorre sobre a superficie de plaquetas e
resulta na produgdo de grande quantidade de trombina, resultando também em

grande quantidade de fibrina (134).
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FIGURA 3 - Modelo atual da cascata da coagulagcdo baseado em superficies celulares in vivo
adaptado de HOFFMAN (2003): (a) fases de iniciagao, (b) amplificagéo e (c) propagacgao (134).

A Figura 3 mostra o modelo atual da hemostasia in vivo, no qual fator
VIl é ativado apos se ligar ao fator ticidual exposto em uma superficie celular
(células endoteliais e mondcitos principalmente), cujo complexo (FT-FVlla) é
capaz de ativar o fator X (Xa), o qual em presenca de fator Va, é capaz de
transformar protrombina em quantidades pequenas de trombina. O complexo FT-
FVlla ativa também o fator IX (IXa) (fase de iniciagdo). Por outro lado, na fase de
amplificacdo, a trombina formada vai exercer suas varias fungdes que incluem
ativacao plaquetaria, clivagem do complexo FVYW-FVIII resultando na liberagao de
fator von Willebrand e de fator VIII livres, ativagao dos cofatores V. em Va e VIl em
Vllla, além da ativagdo do fator XI em Xla. Na fase de propagacéo, IXa combina
com seu cofator FVllla sobre a superficie de plaquetas ativadas. Uma vez
formado, o complexo FIXa/FVllla ativa o FX em FXa, que imediatamente combina

com seu cofator Va. O complexo FXa/FVa entdo converte grandes quantidades de
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protrombina em trombina, resultando na clivagem de fibrinogénio para monémeros
de fibrina, que se polimerizam em presenca do FXIllla (ativado por trombina),
resultando em um coagulo estavel de fibrina (134).

Usualmente, o FT esta presente nos fibroblastos da adventicia de vasos
sanguineos; capsulas de orgaos; queratinécitos; células epiteliais de pele,
mucosas, do trato respiratorio e trato gastrointestinal; células musculares
cardiacas, glomeérulos renais, células do estroma endometrial e astrocitos (130).
Nao foi detectada a presencga de fator tecidual em células intravasculares, como o
endotélio normal, sugerindo que ele constitui um envelope hemostatico no caso de
ruptura da integridade vascular ou tecidual (130). Células endoteliais e mondcitos,
que, normalmente, ndo expressam o fator tecidual, podem expressa-lo na vigéncia
de lesédo endotelial e na presencga de estimulos especificos, tais como endotoxinas
e citocinas (TNF-a e interleucina-1). Em individuos normais, niveis minimos da
forma ativada do fator VIl da coagulagao (FVlla) estdo presentes em circulagao,
correspondendo a aproximadamente 1% da concentracao plasmatica total de fator
VII (137).

Acredita-se, também, que o FT apresente efeitos morfogénicos, por
exemplo, sobre células de musculo liso. Na placa aterosclerética, estudos
demonstraram que ele é expresso em macréfagos e na muscular do vaso (130).

Além dessas fungdes reconhecidas, o FT pode apresentar outras nao
relacionadas a coagulagado sanguinea. Sua expressao se encontra aumentada em
varios tipos celulares tumorais, apresentando atividade pro-coagulante (121, 130).
O FT também foi relacionado ao desenvolvimento de metastases através de
mecanismos de sinalizagdo intracelular, bem como através da atividade
proteolitica do complexo FT/Fator VIl ativado (121, 130).

A expressao do FT pode provocar quadros de trombose arterial, trombose
venosa e coagulagao intravascular disseminada (CID; DIC). Em contraste aos
altos niveis de FT nas paredes dos vasos, apenas niveis muito baixos dele estao
presentes circulando no sangue de individuos saudaveis. Esta apresentagao
circulante do FT é composta de microparticulas soluveis (MPs), que sdao micro-

fragmentos derivados da membrana cellular, que s&o utilizados na ativagédo e/ou
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apoptose cellular. Mondcitos ndo ativados expressam baixos niveis de FT e
podem ser a fonte primaria desses MPs. Varias patologias, como as doencgas
cardiovasculares, sepses e cancer, apresentam niveis aumentados de MPs
soluveis de FT. Porém, a mais importante atuagcdo das MPs soluveis é na
formacgao da trombose (132).

Conforme revisado por Buller (138), o FT induz a expressédo do fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF) e diminui a produgcdo de
trombospondina, resultando em maior angiogénese, adesdo e migracdo das
células tumorais, além da reducéo da capacidade apoptoética destas células.

Além disto, tanto o FT quanto o VEGF tem expressdo aumentada na
hipoxia, fenbmeno frequentemente observado no cancer (139). Aparentemente,
duas vias fisiopatolégicas existem para explicar o estimulo angiogénico do FT
(121), sendo apenas uma delas dependente do mecanismo de coagulagao (121,
122).

O aumento dos niveis do FT no céncer é atribuido as influéncias
reguladoras das vias de sinalizagdo oncogénicas (140, 141), que pode ser
associada ao processo de modificagdes induzidas no microambiente tumoral (142-
144). Ativacao do K-ras e dos membros da familia ErbB, como os receptores do
fator de crescimento (Epidermal growth factor receptor - EGFR) e EGFRUVIII, que
regulam o aumento da expressao do FT na superficie de células oncolégicas (144-
146) e desencadeam a liberagdo das microvesiculas contendo o FT, na circulagao
de animais portadores de tumor (141, 144). Esses eventos contribuem para
formagdo tumoral e angiogénese através das mudangas nas expressoes de
fatores angiogénicos (141), ou induzindo a iniciacdo da formagao tumoral (144).
Pacientes que apresentam tumores malignos humanos induzidos por ErbB
(oncogene do virus da eritroblastose aviaria), sdo mais propensos a
coagulopadias e uma superexpressdo do FT (como observado em tumores
malignos de mama, pulmao, cérebro ou tumores de ovario) (147), mas a
importancia dessa associagdo e sua natureza molecular ainda nao foram
compreendidas. Yu e colaboradores (131) demonstraram que a inibigdo

farmacologica de dois oncogenes ErbB, o HER-2 (receptor do fator de crescimento
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epidérmico humano 2) e o EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico),
podem regular diminuindo a expressado de FT em linhas de células oncologicas
humanas. O gene EGFR induz o aumento da expresséo do FT. A superexpresséo
do FT, regulada pelo EGFR, é inibida em células malignas onde a proteina
quinase supressora de ras-1 (KSR1) tem sua expressao diminuida ou inibida.
Inversamente, as células malignas que superexpressao o KSR1 apresentam um
aumento na tumorigénese dependente do EGFR e de niveis elevados de FT (105).

Toshi e colaboradores (148) demonstraram que o FT esta presente nas
placas ateroscleréticas ricas em lipidios e sugeriram que ele representa um forte
estimulo trombogénico sobre estas lesbes ateromatosas, principalmente apds a
ruptura espontanea da placa. Por outro lado, apds lesdo mecanica arterial, como
visto na angioplastia ou dilatagdo com baldo, ocorre a migragdo de células de
musculo liso que participam da reparagdo do trauma. Este efeito benéfico,
mediado em parte pelo fator tecidual, representa uma contrapartida vantajosa ao
risco de trombose associado a exposicdo do FT a proteinas plasmaticas
relacionadas a coagulagdo. De fato, estudos demonstraram que a neutralizagéo
do complexo FT/Fator VII ativado (FT/FVIIa) resulta em diminuigcdo da espessura
da intima arterial (149).

O crescimento tumoral maligno pode provocar ativagdo exacerbada,
prolongada e nao programada da via do FT, através de varios diferentes
mecanismos (75, 150). Estes incluem: acumulagdo de células inflamatérias e
estromais, com propriedades pro-coagulantes, dentro da massa tumoral maligna;
expressdo anormal do FT, por indugdo de angiogénicos ou ativagao de células
endoteliais dos vasos tumorais, anomalias estruturais, estase e
hiperpermeabilidade da microcirculagao relacionada ao tumor e extravasamento
plasmatico de fatores de coagulagdo no espago perivascular, contendo células
que expressam o FT; entrada, disseminagdo e metastase, através do lumen
vascular, das células malignas que expressam o FT (151), emissao de FT soluvel
em microvesiculas pro-coagulantes (microparticulas), no espago perivascular e da

corrente sanguinea (141, 152, 153). Estes e outros processos relacionados com
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FT podem provocar manifestagdes sistemicas de coagulopatia oncoldgica e / ou
tromboses, no sistema vascular do tumor (73, 150).

Também foi identificada a expresséo do fator tecidual em diversas células
de tecidos embrionarios como epitélio, cardiomidcitos, células do endoderma
visceral, musculo liso vascular e tecido neural, especialmente durante periodos de
desenvolvimento embrionario, nos quais os fatores de coagulagdo nao estao
presentes ou s&o incapazes de cruzar a barreira placentaria (130). Mais
recentemente, estudos com inativagdo de genes revelaram que a deficiéncia do
FT ¢é letal para embribes em fungdo de um desenvolvimento vascular
comprometido (130, 154). Esse desempenho do FT, em varios processos
bioldgicos, acarreta um grande desafio para seu estudo, pois, em camundongos
knock-out para o gene FT, € uma condicdo letal e a inibigdo do FT pode induzir a
hemorragia. Entretanto, esses problemas foram superados com o
desenvolvimento de ferramentas farmacoldgicas e abordagens genéticas. Por
exemplo, através do uso de um anticorpo monoclonal, denominado 10H10, foi
identificado que sua utilizagao inibe a via de sinalizagao celular dependente de FT,
mas sem afetar as atividades hemostaticas do FT. Este anticorpo pode ser
utilizado em estudos de sinalizagdo do FT, sem afetar as vias fisiologicas da
hemostasia (132). Além do periodo embrionario, outras circunsténcias podem
induzir a expressao do FT. Citocinas inflamatérias como o TNF (Fator de necrose
tumoral); mitdgenos, como o VEGF, insulina e o fator de crescimento de
fibroblastos; horménios, endotoxinas, infeccdes virais, hipdxia e trauma mecanico
foram também associados a um aumento de atividade desta proteina (130).

Observa-se que o TF, expresso pelas células tumorais, desempenha
importante papel no processo de metastase, através da ativagdo da cascata de
coagulagado. Estudos preliminares indicaram que o FT também atua no aumento
do crescimento tumoral e de sua angiogénese. Entretanto, ainda n&o esta claro o
papel do FT nesse crescimento do tumoral. Em pesquisa utilizando ratos avaliou-
se a expressao do FT através de siRNA (short interfering RNA), em carcinoma
colorretal, onde se observou uma reducao drastica no crescimento do tumor sem

consequéncias para o crescimento tumoral in vitro (141). Outros estudos tem
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mostrado que a inibigdo farmacoldgica do complexo FT:FVlla reduz o crescimento
do tumor em ratos (155). A mais provavel explicagdo para esses resultados € que
o FT, na superficie das células tumorais, liga-se ao FVlla e que este cliva o PAR2.
Apoiando esta hipotese, a inibicdo seletiva da sinalizagdo do complexo TF:FVlla,
usando o anticorpo 10H10, reduz o crescimento do tumor de mama, em
camundongos (156). O mecanismo preciso pelo qual o complexo TF:FVlla-PAR2
atua na via do crescimento tumoral ndo esta esclarecida, mas as possibilidades
incluem a promogao da sobrevivéncia tumoral e/ou aumento de sua angiogénese.
A geracéo de trombina dependente do FT e ativagcdo de PAR1 sobre as células
tumorais podem também aumentar o crescimento de alguns tumores (132).

A complexa regulacédo do FT é, muitas vezes, dependente da sinalizagao
exclusiva para cada tipo particular de célula (75, 157). Por exemplo, no endotélio
normal, FT pode ser desencadeado pelas vias participagcao da proteina quinase C
(PKC), MAPK e de fatores de transcricao (EGR-1, NFkB, AP1 e NFAT) (158, 159).
Nas células cancerosas, os efeitos do EGFR oncogénico em TF sdo mediados
através de um mecanismo NFkB dependente (144), bem como por processos
envolvendo AP-1 e c-Jun N-terminal quinase (JNK) (146). Desde entdo, do
promotor FT também contém sitios funcionais para outros fatores de transcricéo,
incluindo o SP1 e EGR-1 e diversos caminhos alternativos também podem estar
envolvidos no controle do FT e do EGFR em varias vias (157). As evidéncias
experimentais disponiveis sugerem que o FT pode ser regulado pela via PI3K/Akt,
ap6s a perda do gene supressor de tumor PTEN, em células de glioma (142).
Outras vias oncogénicas podem controlar a expressdo do FT, como nas
encontradas induzidas por mutagdes do K-ras e p53 (gene supressor de tumor)
(141). E interessante notar que enquanto ratos KSR1 -/- (ao contrério de ratos TF -
/-) séo viaveis, eles também s&o resistentes a tumorigénese epiteliais induzida por
H-ras e exibem anomalias cutédneas induzidas pela deficiéncia EGFR (160). No
estudo de Yu e colaboradores (131), adicionou-se o0 KSR1 a lista de mediadores
envolvidos na regulagdo oncogene-dependente de FT que poderiam afetar a
angiogénese, a coagulopatia e a progressao tumoral. Assim, observaram que

seria possivel prever os efeitos desses agentes através da avaliagado dos niveis de
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FT nos tecidos tumorais. Esses estudos apresentam a possibilidade de
acompanhar a progressao tumoral e a resposta terapéutica através dos niveis de
FT.

A relagdao entre os mecanismos de coagulagdao e o desenvolvimento do
cancer € reconhecida desde longa data. Em 1865, Armand Trousseau (121)
observou que pacientes que se apresentavam com trombo-embolismo
sintomatico, frequentemente eram também portadores de uma neoplasia maligna
oculta. Ele também notou que individuos reconhecidamente portadores de um
tumor maligno apresentavam uma maior tendéncia para fendmenos de natureza
trombo-embdlicos. Levantamentos estatisticos mostraram que esta observacao é
bastante precisa. Em pacientes com neoplasia de mama, a incidéncia de trombose
e embolia é de 0,1% no estagio clinico I, incidéncia esta que chega a 18% nos
estagios Ill e IV (161). No plano inverso, individuos com trombo-embolismo sem
uma condicdo clinica aparente e detectavel apresentam um risco
significativamente aumentado, podendo chegar até a nove vezes ao observado na
populagdo em geral, de terem diagnosticada uma neoplasia maligna nos seis
meses a um ano subsequentes (162). Esta chance é ainda maior se um segundo
episodio de trombose ocorrer (162). Nesse contexto o FT parece ser um dos
agentes associados aos estados de hipercoagulabilidade relacionados aos
tumores malignos (121, 163). Sua expressao se encontra aumentada em cancer
de pulm&o de pequenas células, de pulmao (164), os gliomas (165) e os
carcinomas de mama (166), pancreas (167), colon (168) e préstata (169), sendo
também relacionada com estagios avancados destas doencas. A deteccdo
imunoistoquimica positiva do FT foi observada em 88,3% das amostras (41
pacientes) analisadas de TW. Nessa pesquisa o FT foi associado a recorréncia
tumoral e sobrevivéncia (p=0.01 e 0.02, respectivamente), sendo, também,
associada como importante fator de risco a metastase e mortalidade nessa
populagao (1).

Azevedo e col. (170) analisando a expresséao diferencial do FT em pecas de
biépsias de adenocarcinoma colorretal, verificaram que essa expressao foi

significativamente mais alta do que no grupo controle, apresentando ainda uma
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associagao positiva dessa expressdo do FT com a idade mais elevada dos
pacientes e com a presenca de metastases.

Existem também evidéncias de que um mecanismo n&o diretamente
relacionado a cascata da coagulagdo, mas ainda assim envolvendo a expressao
do FT por células tumorais, representa uma fonte de estimulo angiogénico para as
neoplasias (121). A fosforilagdo da porgédo citoplasmatica do FT induz a formagéo
de uma sequéncia de sinais intracelulares que resultam na transcricdo de varios
genes (121, 123, 145, 171). O fator de crescimento vascular endotelial tem sua
transcricdo aumentada pela ativagcdo do FT, levando a um potente estimulo
angiogénico (121, 123, 145, 171). Por outro lado, a trombospondina ¢ inibida pelo
FT, reduzindo a sua capacidade anti-angiogénica (121). Além disso, o aumento da
atividade do VEGF, por agdo do FT, resulta em permeabilidade vascular
aumentada as proteinas plasmaticas, com deposi¢ao de fibrina na forma de uma
matriz junto as células tumorais. Tal matriz representa também um estimulo a
proliferagdo de vasos sanguineos uma vez que sua analise demonstrou altas
concentragbes de agentes pré-angiogénicos como o fator de crescimento de
fibroblastos, o proprio VEGF e o fator de crescimento associado a insulina tipo 1
(IGF-1) (121). Da mesma forma, o extravasamento de proteinas plasmaticas
aumenta o indice de ligac&o entre o fator VIl e o FT. O fator VII ativado produz um
aumento de caélcio intracelular que, por sua vez, estimula a fosforilagdo da porgao
intracitoplasmatica do FT, completando um ciclo de retroalimentagdao positiva
através de um novo incremento na transcrigdo do VEGF (121).

Ainda ndo se conhece a real parcela de responsabilidade de cada um
destes mecanismos na fisiopatologia do FT em relagdo ao desenvolvimento do
cancer. Coletivamente, essas observagdes sugerem que os eventos oncogénicos
desregulam o mecanismo sensorial pelo qual as células sdo programadas para
responder a contato com sangue e atividades regulatorias (FVlla, FXa, trombina e
outros). Como as lesdes oncogénicas, especialmente as que levam ao surgimento
das CSCs / TICs, podem induzir mudangas no sistema de coagulagado, este
proporcionaria um microambiente tumoral favoravel a seu desenvolvimento e

disseminagao (73).
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Hembrough et al (155), em uma tentativa de avaliar o papel da coagulagao
no crescimento de tumores testaram, in vivo, inibidores especificos para o
complexo FT-FVlla e para o fator X ativado (FXa). Esses autores demonstraram
que dois inibidores do complexo FT/FVlla diminuiram a progressdo de lesdes
primarias e metastaticas de melanoma em camundongos. Por outro lado, o uso de
inibidores especificos do FXa n&o demonstrou atividade anti-tumoral. Uma vez
que o FXa constitui o elemento final da rota pro-coagulante do FT-FVlla, estes
dados sugerem que a acgao proteolitica deste ultimo promove a proliferagao
tumoral e a angiogénese por um outro mecanismo além daquele observado
através da cascata de coagulagédo sanguinea.

Rickles et al (172) observaram uma forte correlagao entre a expressao de
FT e a sintese de VEGF em linhagens tumorais humanas. A inoculacdo destas
células neoplasicas em camundongos imunossuprimidos levou ao
desenvolvimento de tumores com alta taxa de densidade microvascular. Ao se
transfectar em uma linhagem tumoral com baixa expressédo de FT/VEGF, uma
sequéncia codificante completa do FT, estas células se tornaram produtoras
destes dois elementos. Por outro lado, quando se inoculou uma sequéncia de FT
com alteragdes na porgao intracitoplasmatica que impediam a fosforilagéo, o que
se observou foi uma intensa producéo do FT, mas ndo do VEGF. Estes resultados
sugerem que a porgao citoplasmatica do FT é necessaria para o estimulo a
producado do VEGF. Tais achados se somam aos de Abe e colaboradores (173)
que observaram, através de metodologia semelhante, o comportamento de varias
linhagens de melanoma em relagdo a expressao do FT e a angiogénese. Tumores
com altas taxas de FT/VEGF inoculados em camundongos imunossuprimidos
produziram lesdes sélidas altamente vascularizadas. Por outro lado, melanomas
com baixa expressdo destes dois elementos produziram tumores relativamente
avasculares. A inoculacdo de uma sequéncia de DNA para o FT que produzisse
uma proteina cuja porgao citoplasmatica fosse inutilizada levou a expresséo do
FT, mas a uma baixa taxa de VEGF. Se a cadeia de DNA inoculada, por outro

lado, levou somente a inativagdo da porcao extracelular do FT, ou seja, a porgéao
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ligante do Fator VII ativado, os niveis de VEGF foram semelhantes aqueles vistos
em tumores produtores de FT.

Zhang et al (171) descreveram, mais recentemente, resultados semelhantes
aos descritos anteriormente, s que utilizando linhagens celulares de tumores
gastricos. Da mesma maneira, células inoculadas com mutagdes da porgao
extracelular da molécula de FT produziam altos niveis de VEGF. Se a mutacao,
entretanto, afetou a regido intracelular, mesmo que a expressédo do FT estivesse
plenamente demonstrada, a produ¢do do VEGF ficou significativamente
comprometida. Se, por um lado, a porgao citoplasmatica do FT foi associada a
producdo do VEGF em linhagens tumorais, a porgéo ligante extracelular teve sua
participacdo associada a disseminagao de tumores malignos. Mueller e Ruf (174)
desenvolveram um modelo experimental de metastases hematogénicas
dependentes de FT que demonstrou a importancia do complexo FT/FVlla na
evolucdo de lesbes neoplasicas. Ao que parece, existe a necessidade da acao
proteolitica deste complexo para o favorecimento da disseminacao das células
tumorais através da corrente sanguinea.

Amirkhosravi et al (139) avaliaram a importancia da hipdxia, um achado
frequente em neoplasias malignas, no aumento da expressao do FT em tecidos
tumorais. Ao cultivarem células de varios tipos de neoplasias em meios com baixa
tensdo de oxigénio, relataram um aumento da atividade pré-coagulante, bem
como, da expressao do FT. Ao injetarem estas culturas em rato nude, notaram
que aquelas expostas a baixa tensdo de oxigénio (Oz) produziram mais
trombocitopenia e metastases pulmonares do que células cultivadas com niveis
normais de O,. Em conclusdo, os autores relataram que a hipdoxia aumenta a
expressao do FT em neoplasias malignas, fato que estimula a adesao plaquetaria,
facilitando o desenvolvimento de metastases hematogénicas através de um
mecanismo mais associado a atividade coagulante do FT, portanto de sua porgéo
relacionada ao fator VII ativado e ndo de sua porgao intracitoplasmatica. Em
conjunto com estes achados, diversos estudos foram desenvolvidos para avaliar a
frequéncia da expressdao do FT e correlaciona-la com fatores prognésticos

classicamente reconhecidos nos mais variados tipos de neoplasias malignas.
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Seto et al (175) avaliaram a expressdo do FT em 67 pacientes com
adenocarcinoma colorretal, correlacionando-a com a ocorréncia de metastases
hepaticas. Os autores observaram que neoplasias com altas taxas de atividade do
fator tecidual apresentaram um risco significativamente maior de desenvolvimento
de lesbes no figado, bem como, um pior prognéstico apds trés anos de
acompanhamento. Da mesma maneira, Nakasaki et al (176) avaliaram a
expressdo de FT em 100 tumores malignos colorretais. O fator tecidual estava
presente em 57% da amostra. Além disto, observou-se uma relagéo significativa
entre a expressao do FT e a do VEGF.

Kleinman et al demostraram que as células tumorais humanas de
neuroblastoma induziam angiogénese em camundongos nude durante a
tumorigénese (177, 178). Canete e colaboradores usaram o anticorpo anti-CD34
para avaliar a angiogénese tumoral, em um estudo retrospectivo de 69 pacientes
com neuroblastoma. A vascularizagdo nao foi correlacionada a outros fatores
prognosticos, tais como idade, estadiamento, histopatologia, TRK-A, expressao da
glicoproteina-P ou numero de copias de N-myc, metastase ou sobrevida.
Concluiram que a vascularizagao do tumor nao é fator preditivo de sobrevivéncia,
nem de metastase (178).

Langer et al estudaram a expressao do RNAm (RNA mensageiro) de dois
receptores do VEGF, os VEGFR-1 (Receptor do fator de crescimento vascular
endotelia- vascular endothelial growth factor receptor) e VEGFR-2, em espécimes
cirurgicas de neuroblastoma e em linhagens celulares, por reagcdo de polimerase
em cadeia (reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR). Todas as
linhagens celulares expressaram o RNAm do VEGF, enquanto, apenas a linhagem
cellular SK-N-BE expressou o RNAm codificante para a VEGRs. As bidpsias
expressaram tanto RNAm de VEGF, como para VEGRs (179).

Motawa et al (180) observaram uma elevagao significativa de VEGF, em
soros de diferentes tipos de tumores malignos pediatricos, em comparagdo com
criancas saudaveis. Egyert, Jkegaki e Kiatkowska (181) demonstraram que o nivel
de expressao de VEGF foi associado ao estagio avangado do tumor humano de

neuroblastoma. Isto indica que o VEGF poderia desempenhar um papel
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fundamental nesse crescimento tumoral e suas metastases. Tal importante papel
do VEGF, nesse tipo de tumores solidos pediatricos, poderia ser aplicado a outros
tipos de pacientes oncoldgicos pediatricos (180).

Hamada et al (182) avaliaram a expressdo do FT em 44 espécimes
cirargicos de gliomas. Seus dados concluiram que o nivel de expressao estava
relacionado ao grau histolégico de malignidade, uma vez que 10% dos gliomas
definidos como de baixo grau apresentavam positividade para o FT, enquanto que
86% dos astrocitomas anaplasicos e 95% dos glioblastomas expressavam de
forma moderada ou intensa esta mesma proteina. O nivel de expressao do FT, em
gliomas, correlaciona-se com o grau histolégico do tumor (74).

Nitori et al (183) avaliaram a frequéncia da expressdo do FT,
correlacionando-a a fatores prognésticos também em neoplasias ductais
pancreaticas. A expressao aumentada, considerada no estudo como a presenca
de mais de 25% das células positivas para o FT, foi relacionada a uma maior
extens&do do tumor primario, a ocorréncia de metastases linfonodais e a tumores
pouco diferenciados. De fato, a expressao do FT se mostrou como uma variavel
prognéstica de valor independente para recorréncia e Obito por este tipo de
neoplasia. Os autores relataram ainda que a inativacdo do FT por bloqueio do
RNAm reduziu o potencial invasor in vitro de células tumorais pancreaticas, o que
0 associou com a agressividade deste tipo de tumor.

Poon et al (184) estudando casos de carcinoma hepatocelular, avaliaram a
relacdo entre a expresséo do FT, a DMV e fatores prognosticos. A atividade do FT
foi associada a uma maior densidade de vasos sanguineos, bem como, a uma
elevada presenca de VEGF. Além disso, tumores positivos para FT demonstraram
maior ocorréncia de invasao venosa, estagios clinicos mais avangados e lesdes
ndo encapsuladas. De fato, o FT se mostrou como fator progndstico negativo
independente nestas lesdes.

Em pesquisa com carcinoma hepatocelular foi observado importante
relagdo prognostica do FT com tal tumor. Individuos com tumores que
expressavam o FT apresentaram uma maior freqiéncia de trombose neoplasica

da veia porta, metastases intra-hepaticas e invasao capsular. A sobrevida livre de
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doencga foi significativamente maior nos pacientes com lesdes negativas para
atividade do FT, o que, nesta amostra, demonstrou que 0 mesmo é um fator
prognostico negativo independente (185).

Em casos de adenocarcinoma de prostata, Abdulkhadir et al (169)
demonstraram que a atividade do fator tecidual na membrana celular teve
associagcdo direta com niveis mais elevados de PSA. Quando quantificada a
densidade microvascular nestas lesdes, os indices mais elevados foram
observados nos casos positivos para FT, levando os autores a concluirem que a
sua expressao podera servir como um marcador da agressividade dos tumores
prostaticos, assim como um indicador de angiogénese aumentada. Akashi et al
(186) também encontraram correlagdo progndstica na expresséo do fator tecidual
em neoplasias de préstata. Em casos de doenca metastatica, 75,3% dos tumores
expressavam o FT, sendo que estes individuos apresentaram pior desempenho
clinico no tratamento com supressdo hormonal.

Koomagi et al (187) estudaram a expressdo do FT em 191 neoplasias
malignas pulmonares do tipo ndo pequenas células. Nestes casos, a atividade do
FT foi associada a intensidade da expressao de VEGF e com a DMV das lesdes.
A positividade das células tumorais para o FT foi também associada a um pior
prognéstico, com redugao significativa da sobrevida apds o tratamento.

Fillmann (188) observou, através de analise de imunoistoquimica, que o FT
se expressa intensamente na membrana celular e no citoplasma de células de
adenocarcinoma do célon e reto, bem como, a existéncia de uma relag&o positiva
entre o grau da expressdo do FT e a angiogénese tumoral, com DMV
significativamente mais alta em lesdes nas quais a expressao do FT é elevada.

Em um estudo com carcinoma epiderméide de boca, utilizando analise por
imunoistoquimica, ndo foi observado uma associagdo entre o FT e DMV a
ocorréncia de metastase cervicais dessa patologia, nem a sobrevida desses
pacientes analisados (189).

A expressdo do FT pode ser correlacionada com a diminuicdo da
diferenciagao do tumor (190). Entretanto, dados referentes a importancia do FT

em células tumorais devem ser interpretados com cautela, uma vez que a
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expressao funcional e antigénica é fortemente dependente da origem de tecido
maligno e pode mudar quando as células sdo manipuladas in vitro (191).

Em face de esses achados o estudo das interagdes entre o FT e o cancer,
especialmente no que se refere aos seus mecanismos de agao, pode abrir um
campo alternativo de tratamento das neoplasias malignas, envolvendo nao so6 o
controle da expressdao de substancias pro-angiogéncias, mas também dos

sistemas regulatérios da coagulagdo sanguinea e microambiente tumoral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a expressdo diferencial do FT em tumor de Wilms, através da
técnica de quantificagao de acidos nucléicos (RNAm) por Reacdo Cadeia de DNA

Polimerase em Tempo Real (RT-PCR).

3.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar a expresséo do FT em diferentes componentes histologicos de tumores
de Wilms;

2- Relacionar a expressao do fator tecidual com a densidade microvascular dos

tumores de Wilms;

3- Relacionar a expressao do FT com a ocorréncia de metastases.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Este estudo se caracteriza como uma pesquisa clinica do tipo transversal.
Os dados referentes a densidade microvascular (DMV) bem como as secgdes
histolégicas contendo TW empregados no presente estudo ja tinham sido alvo de

investigacao por parte de Maciel et al.(70).

4.2 Local do estudo

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do HSL-PUCRS (preparo do material e isolamento do RNAm) e no
Centro de Pesquisas em Biologia Molecular e Funcional (CP-BMF) (analises de

expressao).

4.3 Sujeitos de pesquisa e métodos

4.3.1 Selegao da amostra e material utilizado

Foram analisados dados anatomo-patoldgicos, e acompanhamento clinico,
de 41 pacientes pediatricos com tumor renal de Wilms em pecas de bidpsias
realizadas nos pacientes submetidos a nefrectomias totais ou parciais realizadas
no Hospital Sdo Lucas da PUCRS com diagnéstico de tumor de Wilms desde julho
de 1993 a julho de 2003, mas so6 27 pacientes preencheram o critério de inclusao.

Todos os pacientes foram operados e acompanhados independentemente de
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receberem tratamentos complementares, com seguimento até o ébito ou até o

momento da analise dos dados (junho de 2007).

4.3.2 Aspectos bioéticos da pesquisa

O presente estudo foi apresentado aos Comités de Etica e de Pesquisa do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS previamente ao inicio da coleta dos dados, tendo
obtido autorizagdo de ambos para sua realizagdo (Oficios 944/10 e 10/05168-
CEP) (Anexo A).

Como as analises por Reagao em Cadeia de Polimerase em Tempo Real
(Real Time Polymerase Chain — Reation) RT-PCR, ndo tiveram influéncia no
tratamento e evolugdo dos pacientes vivos, foi dispensado o termo de
Consentimento e preenchido o Termo de Compromisso para utilizacdo de Dados
em Projetos de Pesquisa (Anexo B).

4.3.3 Critérios de inclusao

Blocos de parafina de bidpsias para analises das variaveis principais do
estudo:
- Expressao do fator tecidual

- Densidade microvascular

Analise dos espécimes ressecados:
- Anatomo patolégicos foram aqueles originalmente obtidos na analise

dos espécimes ressecados.
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- Todo o material histolégico, em arquivo, foi revisado e obtiveram
concordancia diagndstica entre dois patologistas.

- Foi observado: idade, género, grau de diferenciagdo histoldégica das
neoplasias, profundidade de penetracdo tecidual loco regional e

metastases.

4.3.4 Critérios de exclusao

Foram excluidas as amostras com tecido parafinizado inviaveis a extragcao
do RNA.

4.4 Quantificagcao da densidade microvascular

A contagem de microvasos foi originalmente como descrito por Maciel et al
(70), realizada se utilizando marcagao imunoistoquimica com anticorpo anti-CD34
endotelial (CD34 classe Il Clone QBEnd 10, Dakocytomation, EUA) em secgdes
de tecido neoplasico obtidas consecutivamente. Para a realizagao da contagem do
numero de vasos sanguineos por area de tumor se utilizou método de captura
digital de imagens das lesbes analisadas. Foi utilizado o sistema de analise de
imagens do Laboratério de Patologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, composto
por um microscopio otico Zeiss Axioskop 40 (Oberkohen, Alemanha) com lentes
plan-neofluares conectado através de uma videocamera Roper Scientific (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com
512 MB de memdéria RAM, disco rigido de 160 GB e placa de captura Image Pro
Capture kit (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para a analise digital de
imagens foi utilizado o programa Image Pro Plus versdo 4.5. Esse programa

permite a captura de uma imagem digital com a possibilidade da insergdo de
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grade de corregdo, marcagao e contagem das areas de interesse. As imagens
foram armazenadas no formato TIFF (True Image Format File) para analise
posterior. Histologicamente, os microvasos foram identificados pela coloragéo
acastanhada, em contraste com fundo de cor azul claro (hematoxilina). A
identificacdo da microvascularizagao foi realizada através da selegcao das areas
mais vascularizadas, preferencialmente na regiao periférica do tumor, examinadas
com magnificagdo de 100X. Estas areas hipervascularizadas, ou “hot spots”, sao
representativas dos locais de maior densidade microvascular. Apos a sua
identificacao, foi realizada a captura de imagem em 20 campos diferentes para a
contagem dos vasos com uma magnificagdo de 400X, com resolugdo de
1392X1040 pixels por 0,76mm? Qualquer célula endotelial separada de
microvasos adjacentes foi contada como um microvaso. O procedimento de
analise de imagem foi realizado por contagem sem viés (unbiased) pela insergao
de uma grade de corregdo com amplitude de 1312X960 pixels, correspondendo a
area de 0,66 mm?2 Foram contados os vasos dentro da area da grade, ou que
tocaram a linha de demarcagao pontilhada. A contagem foi realizada numa escala
ordinal, sendo obtida a média aritmética dos 20 campos selecionados em cada

“hot spot”.

4.5 Técnica de reagcao em cadeia da polimerase em tempo real

4.5.1 Microdissecgoes e extragcao do RNA total

Foram realizadas microdissec¢cbes do tecido neoplasico e de
morfologia normal de cada amostra a partir de laminas histologicas. Previamente
ao isolamento do RNA, sec¢des de tumores incluidos em parafina foram coradas
com hematoxilina/eosina e analisadas em microscopio 6tico por dois patologistas

experientes a fim de definir os limites da lesdo. Cada peca incluida forneceu duas
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amostras, uma proveniente do tecido ndao neoplasico (controle) e outra da lesao
em seus diferentes componentes quando possivel. Dez sec¢des de 10 pm
seguintes aquela corada com hematoxilina e eosina utilizada como referéncia
foram obtidas e nas mesmas o tecido ndo comprometido (margem de seguranca)
da lesdo neoplasica foram manualmente separadas. O RNA total foi isolado a
partir dos tecidos parafinizados com o auxilio de um kit comercial (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) especificamente desenvolvido para isolamento de
acidos nucleicos a partir de sec¢des de parafina fixadas com formalina. Para tanto,
as 10 secgdes de tecido ndo comprometido e tecido neoplasico excisados foram
separadamente incubados em tampéao para remogao da parafina e mantidos em
banho-maria a 70°C por 30 a 60 minutos. Apds a centrifugagdo a fase liquida
contendo acidos nucléicos e proteinas foram coletadas e transferidas para a mini
coluna cromatografica de afinidade a fim de eliminar remanescentes da parafina e
permitir o aprisionamento do RNA. Apds sucessivas etapas de lavagem da coluna
o RNA purificado foi diluido em agua livre de RNases (30 ul) a 60°C e armazenado
a -80°C. Para evitar uma possivel contaminacdo com DNA genémico durante a
extragcdo de RNA total, prévia a transcrigdo reversa, as amostras serao tratadas
com a enzima Deoxiribonuclease | (DNase | 124 U/pl, Invitrogen, USA). Esta
enzima cliva DNA de fita simples e dupla que contém extremidades 5 fosfato. A
concentragdo de RNA foi determinada através de plataforma fluorimétrica (QuBit®,
Invitrogen, California, USA) a partir da diluicao seriada de padrdes de referéncia. A
qualidade do RNA total foi verificada através de gel de agarose desnaturante
contendo formaldeido a 37% corado com SYBRGold® (Invitrogen™, Molecular
Probes, Carlsbad, CA, USA). Somente amostras contendo bandas definidas
correspondentes ao RNA ribossomal 18s e 28s foram consideradas para analise.
A pureza das amostras (relagdo acido nucleico/proteina) foi determinada através
de espectrofotometria, medindo a razdo entre a absorbancia a 260 nm 280 nm;

somente amostras cujo valor apresentou-se = 1.7 foram admitidas no estudo.
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4.5.2 Transcrigao Reversa e pré-amplificagao do cDNA

Uma visdo geral dos procedimentos empregados nessa etapa é sumarizada
na figura 4. O cDNA foi sintetizado a partir de 80 ng de RNA total isolado utilizando
primers oligoméricos (random primers), dNTPs, MgCl, e a enzima derivada do
virus da leucemia mielodide aviaria (MultiScribe™ Reverse Transcriptase, TagMan®
Reverse Transcription Reagents, Roche Molecular) em 20 yl de reagdo. A mistura
contendo os reagentes para transcrigdo reversa foi submetida a trés diferentes
temperaturas de aquecimento em tempos determinados no termociclador
(Techne™ TC-412, Duxford, Cambridge, UK): 25°C por 10 min, 48°C por 30 min e
95°C por 5 mim para finalizar a reacdo de RT-PCR. O cDNA sintetizado foi
armazenado a -20°C. Uma reacgéao de pré-amplificagdo do cDNA foi incorporada ao
processo devido as usuais reduzidas concentracbes de RNA obtidas a partir de
secgdes de tecidos fixados e preservados em parafina. Nessa abordagem os
cDNA total é enriquecido para os genes de interesse a partir de um pré tratamento

com os primers para amplificagao.

Mistura de Pré-amplifcagéo

| Diluigsio do Produto)|

| Real-Time PCR |

1

| Ampificagso (FCR) |

Expressao Diferencial TF
Express3o Relativa

FIGURA 4. Sumarios dos procedimentos empregados na etapa de pré-amplificacdo da amostras e
quantificagao final.
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Assim, foram preparadas reagdes de pré-amplificagdo para cada amostra
contendo dNTPs, MgCl, tampdo (TagMan pré-amp reaction Mix®, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e mistura dos ensaios de amplificagdo
contendo primers e sonda para o FT humano (Gene Expression Assays, Assays-
on-Demand, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), e GAPDH (controle
enddgeno) diluidos 100X em tampao. Aproximadamente 10 ng do cDNA foi por fim
adicionado a reacdo de pré-amplificacao e posteriormente submetido a 14 ciclos
de 95°C por 15 s e 60°C por 4 min. Os produtos da pré-amplificacdo foram
aliqguotados e armazenados em freezer (-20°C) até seu emprego na quantificagio

através de PCR em tempo real.

4.5.3 PCR quantitativo baseado em fluorescéncia

A tecnologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) associada a
fluorescéncia foi utilizada para estimar variagdes na expressao diferencial do gene
de interesse (192, 193). Para tanto, a mistura contendo cDNA foi incubada com
primers e sonda TaqMan© (Assays on Demand, Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) para o gene Fator Tecidual humano (TF, gene-alvo) e Gliceraldeido
fosfato deshidrogenase humana (GAPDH, controle enddgeno). A inclusdo de um
controle enddégeno permite a normalizagdo dos resultados, corrigindo possiveis
variagdes na eficiéncia da reagcédo enzimatica entre diferentes amostras (194-196).
As amostras foram preparadas em duplicatas e para cada amostra, tumorais ou
nao, e a amplificagdo do controle endégeno e do gene alvo foram conduzidas. O
tipo de quantificacdo escolhida para avaliar a expressdo dos genes foi a
quantificagcéo relativa que se baseia na comparagao da expressdo dos genes de
interesse de tecidos tumorais em relagéo a tecidos normais (calibrador), utilizando
0 GAPDH como controle endégeno da reacéo (195). De cada amostra analisada
foram preparadas duplicatas contendo 25ng de cDNA pré-amplificado, produto

resultante da transcricao reversa e uma mistura préviamente preparada (TaqMan®
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Universal PCR Master Mix), contendo primers e sondas com o marcador de
fluorescéncia especificos para o FT (TagMan® Gene Expression Assays, Assays-
on-Demand, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), incluindo também,
primers e sondas para GAPDH (controle enddgeno). O volume final da reagéo
para cada duplicata foi de 25ul preparadas em placas de 96 pogos. As condi¢des
de temperatura para a realizacdo da PCR em tempo real foram divididas em
quatro estagios: primeiramente as misturas foram submetidas a uma temperatura
de 30°C por 2 min, o segundo estagio seguira a 95°C por 10 min, o terceiro
estagio foi estabelecido com 50 ciclos a 95°C por 15s e 60°C por 1 min. Os
ensaios foram conduzidos em termociclador (ABI 7500, Applied Biosystems,
Foster, CA, USA) acoplado ao complexo de captura da fluorescéncia e conectado

a um computador.

A validacao e verificacdo da eficiéncia das reagdes foi conduzida através da
diluicdo seriada (fator de diluicdo 10) de uma amostra de cDNA tumoral de
concentragdo conhecida para o controle endégeno e o gene alvo. Se o resultado
da equacdo de regressao para ambos 0s genes mostrar-se acima de 95% a
eficiéncia é considerada igual e a partir desse resultado pode-se optar por uma
técnica de quantificagao relativa aritmética excluindo a necessidade de padrbes
(195). Nas analises conduzidas a eficiéncia de ambos, gene alvo e controle
enddégeno se mostraram adequadas (0.998 e 0.9854 respectivamente), permitindo
o0 emprego de quantificagao relativa baseada no método (197). A quantificacdo do

acido nucléico extraido sera realizada através da leitura da densidade ¢6tica (DO).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados categéricos foram descritos por frequéncia e percentual e
os quantitativos por média e desvio padrao. Compragdes entre os componentes
histologicos foram conduzidas através do teste ANOVA com post-hoc de
Bonferroni. Para comparacgdes entre a expressao entre amostras metastaticas e
nao metastaticas se empregou o teste t de Student. Associagdo entre variaveis
(metastase x FT e DMV e FT) foram conduzidas através de teste de Pearson. A
normalidade das variaveis analisadas foi verificada através dos testes de Levene e
Kolmogorov-Smirnov. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico (Prism 4 for Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizagao da amostra

A amostra foi composta por 27 pacientes com tumor e 26 controles (area
sem tumor), obtidos de margens de seguranga das amostras. Foram obtidos os
dados nos prontuarios desses pacientes, para a analise dos dados demograficos e
clinicos. A tabela 3 sumariza as caracteristicas demograficas e das lesdes dos
sujeitos de pesquisa cujos blocos constituiram a amostra analisada. Da mesma
forma, na maior parte dos casos nao foi possivel obter informagdes relativas ao
desfecho junto aos pacientes apds o periodo de analise do primeiro estudo, razdo
pela qual os mesmos nao foram inlcuidos. Além disso, a impossibilidade de
obtencdo de margens de seguranga e, por conseguinte, controles pareados para

todas as amostras tumorais, impediu a analise das variagdes intra-individuais.

TABELA 3. Caracteristicas clinicas e anatomo-patolégica da amostra (n-27)

Mediana da ldade 29(0,3a7,0)
Sexo Feminino 15 (55,6%)
Masculino 12 (44,4%)
Localizagao Rim direito 11 (40,7%)
Rim esquerdo 16 (59,3%)
Diferenciacao histologica Favoravel 22 (81,5%)
Desfavoravel 5(18,5%)
Estadiamento (SIOP-9) I 5(18,5%)
Il 11 (40,7%)
1l 7 (25,9%)
\Y, 4 (14,8%)
Vv 0
Recidivas tumorais Sim 13 (48,1%)

N&o 14 (51,9%)
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Na populagcéo estudada a média de idade foi de 2,9, sendo 55,6% dos
individuos do sexo feminino e 44,4% do sexo masculino. Em relacdo a presenca
de metastase 48,1% dos individuos apresentaram metastase e 51,9% néo
manifestou metastase. Dos 41 blocos orginalmente empregados por Maciel et al
(1), somente 27 foram analisados no presente estudo no tocante a expressao
génica. Isso se deve a impossibilidade de obtengdo de amostras com margem de
seguranga para todas as pecas ou problemas concernentes a qualidade do RNA
total isolado. Além disso, ndo se obteve dados demograficos para um dos
pacientes, motivo pelo qual existe leve disparidade entre o “n” de diferentes

analises.

6.2 Expressao do FT em Tumor de Wilms

As amostras de tecido em secgbes em blocos de parafina foram
submetidas a dissec¢cdo com auxilio de microscopio de luz sob magnificacédo de
100x e micropunch. Os espécimes oriundos de cada um dos componentes
histolégicos foram removidos manualmente e submetidos a processamento para
isolamento do RNA total. Assim, essa abordagem permitiu a selegcdo de 4
diferentes componentes: blastoma, epitelial, estromal e controle. Nao foi possivel
obter o mesmo numero de componentes para todas as amostras, motivo pelo qual
a analise empregou testes estatisticos para amostras independentes. A
inexisténcia do componente na secgao, a impossibilidade de separar precisamente
cada um dos componentes diretamente sobre a lamina ou aspectos concernetes a
qualidade, concentracdo e/ou pureza do RNA foram responsaveis pela
variabilidade no numero de amostras de cada componente. A quantificacdo
empregando tecnologia da reagdo em cadeia da DNA polimerase associada a
flurescéncia foi conduzida como descrito em material e métodos. A figura 5
apresenta histogramas de amplificacdo representativos de amostras do grupo

controle e tumorais blastoma/epiteliais. Observa-se que amostras tumorais
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apresentam amplificacdo além do background (Ct), atingindo linearidade em
menor numero de ciclos, atestando a maior quantidade de RNAm para o FT

nessas amostras.

7
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FIGURA 5. Histograma de amplificagdo do FT em amostras tumorais e controle. Observa-se que a
fase de amplificagdo linear inicia-se em ciclagens mais baixas em tumores, atestando o maior

numero de moléculas de FT nessas amostras.

E importante observar que, apesar dos niveis razoavelmente baixos de
RNA total obtidos de secg¢des parafinadas, a introdugdo de etapa de pré-
amplificagdo usando cDNA e as sondas/primers para 0s genes aqui considerados
durante a amplificacdo, ie., FT e GAPDH, foi extremamente eficiente em
intensificar o sinal. A figura 6 mostra as variagdes na expressao do FT distribuidas
por tipo de componente e o respectivo numero de amostras tabuladas em cada
grupo. Assim, do total de 27 amostras, obtiveram 21 blastomas, 13 em
componentes epiteliais e 5 estromais. E importante salientar que eventualmente
uma amostra tumoral incluida em parafina gerou mais de um componente tumoral.
Do total de 27 amostras foi ainda possivel obter margens de seguranga (controles
nao tumorais), confiavelmente isentas de sinais de displasia, em 26 blocos. A

expressao relativa do FT foi calculada usando o sistema 22*“ como descrito em
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material e métodos, tendo como calibrador o componente controle ndo tumoral e
controle endogeno o GAPDH. Os resultados revelaram que o componente
blastematoso e epitelial apresentaram maior expressao do FT relativamente ao

componente estromal e controle.
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FIGURA 6. Distribuicao das amostras por componente relativo a expressao do FT.

A Figura 7 apresenta as médias e devios padrdo da expressao por grupos,
na qual fica evidente que em componentes do tipo blastoma e epitelial o FT é
expresso 14.38 e 16.02 vezes mais que no componente controle ndo tumoral,
respectivametne (P<0.001). O componente estromal apresentou expressdao muito
semelhante aquela do controle, apenas 3.8 vezes mais, nao atingindo significancia

nessa analise (P>0.05).
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FIGURA 7. Comparagbes das médias de expressao do FT por componente. Componentes
blastematosos e epiteliais apresentaram expressdo mais elevada do FT (P<0.001)

comparativamente a componentes estromals e controle nao tumorais.

6.3 Eventos Metastaticos e Expressao do FT

A fim de estabelecer associagbes entre o FT e a agressividade das
alteragbes no momento em que foram biopsiadas, conduziu-se analise da
expressdo em pecgas com diagnostico de metastase (Figure 8). Obtiveram-se
informacdes de estadiamento em 25 espécimes do total de 28 pecas analisadas
(12 metastaticos e 13 ndo metastaticos). Interessantemente, observou-se que a
média de expressdo do FT em pegas diagnosticadas como metastaticas foi
significativamente maior (16.3 vezes) que em espécimes nao disseminados (11.2
vezes), sendo a diferencga significativa (P<0.05). Para essa analise se empregaram

componentes estromais do tumor.
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P<0.05

Expressao realtiva do TF

Mestastase

FIGURA 8. Expressdo do FT em amostras obtidas de TW metastaticos (+) e ndo metastaticos (-).
Médias e desvio padrao de lesbes metastaticas (n=12) e ndo metastaticos (n=13). A expressao do

FT foi mais elevada em tumores metastéaticos (P<0.05)

6.4 Densidade Microvascular (DMV) e Expressao do FT

Para associacado entre a expressao do FT e DMV foi utilizado dados das
amostras determinadas por Maciel et al (1). Somente os dados de 25 espécimens
foram incluidos nessa analise, pois nao se obteve informacées de DMV para todas
as amostras. Anadlise de correlagdo (Pearson) revelou associacdo positiva
(P<0.05) entre os niveis de TF e a DMV (Figura 9).
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FIGURA 9. Grafico de regressdo demosntrando a correlagdo entre a DMV e a expressao do FT. A
associagao apresentou-se positiva (p<0.05).
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7 DISCUSSAO

Tumores pediatricos renais representam um grupo relativamente comum de
tumores da infancia, em que ambos, diagndstico e tratamento sdo altamente
dependentes da classificagao histopatolégica (12). O Tumor de Wilms (TW), ou
Nefroblastoma, € a neoplasia do aparelho urinario mais comum na pediatria.
Representa cerca de 8% dos tumores so6lidos da infancia, ocupando o quinto lugar
em frequéncia. O TW afeta 1 em cada 10.000 criangas nascidas vivas (3-6), com
igual frequéncia entre os sexos e com maior incidéncia entre 1 e 5 anos de idade,
mais precisamente no terceiro ano de vida. Apesar da sua rara ocorréncia no
periodo neonatal, mais de 75% das criangas afetadas tem menos de quatro anos
de idade e pelo menos 90% tem menos de sete anos ao diagnéstico (3, 5-7). O
perfil epidemiolégico dos pacientes, no presente estudo, com variagéo etaria entre
0,3 e 7 e a média de 2,9 anos, sendo similar aos dados de outras analises (18,
48, 49, 51), como no estudo do GCBTTW que apresentou 3,8 anos de média (51).
Entre os sexos, nossa casuistica foi composta por 55,6% de pacientes do sexo
feminino e 44,4% do sexo masculino, demonstrando-se diferente da maioria dos
estudos, como o apresentado pelo NWTS que encontrou uma leve predominancia
do sexo masculino (59). Entretanto, nossos dados ndo diferem muito aos
encontrados pelo GCBTTW que observam uma igualdade entre os sexos (51) e
dos dados epidemiolégicos do Canada e Estados Unidos, que verificaram,
também, uma maior incidéncia do sexo feminino (9.7 por milhdo/habitante) do que
no sexo masculino (8.4 por milhdo/habitante) (8, 50).

Igualmente correspondendo a literatura, nossa amostra exibe a localizagéo do
rim esquerdo como o0 mais acometido, com 59,3% dos casos, e 40,7% para o rim
direito. Dados semelhantes ao encontrado por Suita et al (198), que examinando
uma série de 90 encontrou 54,4% de acometimento no rim esquerdo, 35,6% no
rim direito e 10% de bilateralidade, contudo nossa amostra ndo teve nenhum caso

de bilateralidade.
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Entre os fatores progndsticos comprovados, o estadiamento tumoral € um dos
mais importantes. Foi verificado, baseado na classificagao da SIOP-9, que a maior
casuistica, do presente estudo, foi do estagio Il, com 40,7%, seguida pelos
estagios Ill, com 25,9%, |, com 18,5% e IV, com 14,8% (Tabela 3). Essa grande
frequéncia de estadios avancados nesses pacientes poderia ser explicada, em
parte, ao atraso no diagnostico. Estudo do NWTS4 mostrou que criangas maiores
de 48 meses, apresentam-se ja com doenga avangada ao diagnostico, assim
aumentando sua probabilidade de recidiva da doenca e morte, e atribuiram esta
associagao ao atraso no diagnéstico, mais frequentemente observado nessa faixa
etaria de criancas (47). O padrao histologico prevalente é a histologia favoravel
(HF) em aproximadamente 89% dos casos, sendo que a histologia desfavoravel
(HD) esta presente em 11% dos casos, conforme a classificagdo do NWTS (54).
Esses dados se equiparam ao encontrado nesse estudo, com 81,5% das amostras
composta de histologia favoravel.

O principal achado e objeto do estudo foi a associagédo significativa da
expressao diferencial do Fator Tecidual (TF) do grupo tumor quando comparada
com as espécimes do grupo controle, ou seja, areas livres de tumor, essa
expressédo do FT se deu em média 14.38 e 16.02 vezes mais no componente
tumoral, respectivamente, que no componente controle (n&o tumoral) (P<0.001).
Assim, como Azevedo et al (170), utilizando de mesma técnica (RT-PCR),
observou em pecgas de bidpsias de adenocarcinoma colorretal que a expressao do
FT foi significativamente mais alta do que no grupo controle, apresentou ainda
uma associacao positiva, dessa expressao do FT, com a idade mais elevada dos
pacientes e com a presenca de metastases.

Esses dados sugerem que a expressdo do FT esta presente nos TW,
demonstrando assim, a possibilidade de sua atuagdo na progressdo desses
tumores, permitindo ainda considerar como um via de sinalizag&o celular, com a
finalidade de diminuir seu efeito sobre a progressao do TW.

Varios autores concordam que o FT desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia do cancer devido a sua habilidade de estimular a produg¢ao de vasos

sanguineos e através dele criar uma proliferagdo vascular tumoral exagerada,
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muitas vezes relacionado a um pior prognostico oncoldgico em diversos tipos de
lesGes malignas, sendo esse um dos principais pontos envolvidos no estudo do
papel desempenhado pelo fator tecidual na progressédo do céncer.

Tumores malignos sélidos pediatricos tem melhores resultados de
sobrevida comparados com os tumores malignos dos adultos (44). No entanto, o
prognoéstico continua sombrio para pacientes com metastase de tais tumores
pediatricos, apesar das terapias agressivas (quimioterapia e radioterapia)
associadas a cirurgia. Novas abordagens terapéuticas sao imprescindiveis para
um melhor progndstico nessa populagao pediatrica (45).

No total de 27 amostras da pesquisa, 21 delas foram quantificadas em
blastomas, 13 em componentes epiteliais, 5 estromais. Os resultados revelaram
que o componente blastematoso e epitelial apresentaram maior expresséo do TF
relativamente ao componente estromal e controle. Evidenciando-se que em
componentes do tipo blastoma e epitelial o FT é expresso, respectivamente, 14.38
e 16.02 vezes mais que no componente controle ndo tumoral (P<0.001). O
componente estromal apresentou expressao muito semelhante aquela do controle,
apenas 3.8 vezes mais, nao atingindo significancia nessa analise (P>0.05). Assim,
apresentando conformidade aos dados da Maciel et al (1), que demonstraram a
expressédo do FT, através de analise imonuistoquimica, na membrana celular e
citoplasma dessas mesmas células analisadas de TW, onde essa expressao do
antigeno ocorreu notavelmente na regido do blastema e do epitélio desses
tumores, mas nao se expressou ou exprimiu fracamente no tecido estromal. Esses
achados refletem outras pesquisas com expressao do FT em diferentes tumores
malignos, onde sua expressao se encontrou aumentada nos tumores malignos
como no pulmonar, de pequenas células (164); nos gliomas (165); nos carcinomas
de mama (166); pancreas (167); colon (168, 170) e prostata (169), sendo também
relacionada com estagios avangados dessas doengas, nos quais a alta expresséo
do FT também foi fator prognéstico desfavoravel (127, 132).

Embora, constando de um pequeno numero de pacientes analisados,
observou-se uma associagao entre o aumento da expresséo do FT e presenca de

metastase. A média de expressdo do FT nas pecgas diagnosticadas como
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metastaticas foi significativamente maior (16.3 vezes) que em espécimes nao
disseminados (11.2 vezes), sendo a diferenca significativa (P<0.05), mais uma vez
ratificando os dados de Maciel et al (1), que tinham demonstrado correlagdo da
expressao do FT com recidiva tumoral (132, 146, 151, 174-176, 183, 185, 186).

Os resultados do presente estudo revelaram associagao positiva entre os
niveis de TF e a DMV, corroborando com outros estudos (169, 184), assim como
Poon et al (184) que observou, estudando casos de carcinoma hepatocelular, a
correlagao positiva entre a expressao do FT e a DMV. Abdulkhadir et al (169), em
estudos de cancer de prostata, também encontraram essa associagao entre o
aumento da DMV e casos positivos para FT, levando-os a concluirem que a sua
expressdo podera servir como um marcador da agressividade dos tumores
prostaticos, assim como, um indicador de angiogénese aumentada. Koomagi et al
(187) associaram a atividade do FT a intensidade da expressao de VEGF e com a
DMV em neoplasias malignas pulmonares do tipo ndo pequenas células. Fillmann
et al (188) observou em adenocarcinoma do célon e reto a associagéo significativa
do aumento da DMV em lesbes nas quais a expressao do FT é elevada.

Divergindo dos achados de Maciel et al (1) e Maahs et al (189) nao
encontraram correlacéo positiva entre o aumento da expressao do FT e uma maior
DMV. lIsso levou ao questionamento se e quanto poderia expressar o FT nos
tecidos metastaticos, pois a analise se restringiu ao estudo do TW primario, se
existiria a possibilidade de associagdo entre uma maior expressao do FT, em um
dos tipos de componentes histologicos, induzir uma maior habilidade de
disseminagao tumoral, assim, apresentando-se como indutor e marcador de
mestastase.

Ao utilizar as ferramentas de analises moleculares, na observacdo da
expressao do FT, inseriu-se a pesquisa importantes dados necessarios para uma
melhor compreenséo das vias de tumorigéneses dependentes dos processos de
coagulagao (73, 121, 141, 148, 150, 152, 153, 172) e angiogénese (75, 150).

Maciel et al (1) foram pioneiros na andlise da associagao do FT em TW,
utilizando a técnica de imunoistoquimica, assim expandindo as possibilidades de

andlise de outras vias de sinalizagdo celular e intervengcdo terapéuticas.
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Entretanto, dados referentes a importancia do FT em células tumorais devem ser
interpretados com cautela, uma vez que a expressao funcional e antigénica é
fortemente dependente da origem de tecido maligno e pode mudar quando as
células sdo manipuladas in vitro (191).

Em face de esses achados, o estudo das interagdes entre o FT e o cancer,
especialmente no que se refere aos seus mecanismos de acado, pode abrir um
campo alternativo de tratamento com possibilidade de novas abordagens
terapéuticas das neoplasias malignas (131, 157, 160), envolvendo nédo sé o
controle da expressao de substancias pro-angiogéncias, mas também dos

sistemas regulatérios da coagulagdo sanguinea e microambiente tumoral.
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CONCLUSAO

1.

A expresséo diferencial do FT se encontra aumentada no TW e a maior
variacado do FT foi observada nos componentes blastematoso e epitelial,
enquanto no componente estromal apresentou variagdo minima em
relagcao ao tecido nao tumoral.

O aumento da DMV apresentou associagao positiva com a expressao do
FT. Entretanto, a sinalizagéo celular desse processo e seu efeito sobre
eventos angiogénicos no TW deveriam ser investigados melhor.

Em lesbes metastaticas o FT se mostrou significativamente mais
elevado, sugerindo um papel importante para essa proteina no processo

de disseminacgao dessas células malignas.
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Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-944/10 Porto Alegre, 03 de setembro de 2010.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 10/05168 intitulado “Expressao
do fator tecidual no tumor de wilms por reacao da cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR)",

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatorios parciais e finais deverdo ser encaminhados a este
CEP..
Atenciosament 1
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Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS

Iimo. Sr.
Prof. Vinicius Duval da Silva
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Nesta Universidade
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< 1Sala 314 ~ Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
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Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados em Prontuarios de
Pacientes e Bases de Dados em Projetos de Pesquisa

Titulo do Projeto:
"EXPRESSAO DO FATOR TECIDUAL (FT) NO TUMOR DE WILMS POR
REACAO DA CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR)."

Cadastro no Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS Oficios: 944/10 e 10/05168-
CEP.

Os autores do presente projeto de pesquisa se comprometem a manter o sigilo
dos dados de identificagado coletados em prontuarios e bases de dados referentes
a pacientes atendidos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS

As informagdes serdo utilizadas unica e exclusivamente com finalidade cientifica,
preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes.

Porto Alegre, 2010
Autores do Projeto:

Prof.Dr.Vinicius Duval da Silva

Prof.Dr.Eraldo Luiz Batista Junior

Carla Costa Moreira




