Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina
Area de Concentracio em Cirurgia

FATOR TECIDUAL E DENSIDADE
MICROVASCULAR COMO FATORES
PREDITIVOS DE METASTASES
GANGLIONARES NO CARCINOMA
EPIDERMOIDE DE BOCA

Gerson Schulz Maahs

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul, como parte dos requisitos
necessarios para obtencdo de titulo de
Doutor em Medicina

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Franco Carvalhal

Porto Alegre

2008



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)

M111f Maahs, Gerson Schulz

Fator tecidual e densidade microvastular como fatores preditivos
de metéstases ganglionares no carcinoma epiderméide de boca / Gerson

Schulz Maahs; orient. Gustavo Franco Carvalhal; Porto Alegre:
PUCRS, 2008.

84f.: graf. il. tab.

Tese (Doutorado) — Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul. Faculdade de Medicina. Programa de Pos- Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Sauide. Area de concentracdo: Cirurgia

1. ANGIOGENESE. 2. AGENTES INDUTORES DA
ANGIOGENESE. 3. FATOR TECIDUAL. 4. CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS. 5. NEOPLASIAS BUCAIS / Cirurgia.
6. MICROCIRCULACAOY/ patologia. 7. NEOVASCULARIZACAO
PATOLOGICA. 8. IMUNOISTOQUIMICA. 9. PROGNOSTICO.
10. ESTUDOS DE COORTES. I Carvalhal, Gustavo F. 1L Titulo.

C.D.D. 616.99431
C.D.U. 616.31-006:576.385.5(043.2)
N.LM. WU 280

Rosaria Maria Licia Prenna Geremia
Bibliotecaria CRB 10/196




i

Dedicatoria

Aos meus pais Norberto e Nailé exemplos de cardter e de
vida. Modelos de minha formagdo pessoal.
A minka esposa Marcia que sempre me incentivou e que
com sua admira¢do e amor foi uma constante para transpor meus obstdculos.
Aos meus filhos Gerhard e Thomas que sdo parte deste
desafio.
Aos meus familiares que, embora distantes, sempre me

confortaram.



111

AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus colegas do curso de doutorado pela convivéncia afetiva, pelo
estimulo e solidariedade durante as disciplinas cursadas.

Aos professores que atuaram de forma profissional, séria e estimulante para o
objetivo de ensinar.

Ao meu orientador, professor Dr. Gustavo Carvalhal que de forma serena
objetivou esta tese.

Ao professor Vinicius Duval da Silva que disponibilizou o equipamento e foi
mestre no ensino para a leitura dos resultados.

Ao Dr. Mario Wagner, pelas sugestdes e auxilio na andlise estatistica.

As funciondrias da P6s-Graduagdo em Medicina, Sonia e Elod, sempre zelosas no
auxilio aos tramites administrativos.

Ao médico patologista Dr. Jorge Zanol e aos Servicos de Patologia e
Estomatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS por disponibilizar o material de minha
pesquisa.

Aos meus amigos e colegas médicos pelo estimulo e solidariedade.

Aos meus pacientes que a sua saide me confiaram.



v

SUMARIO
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt s vi
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt ettt et ettt e s ate et e saneens vii
RESUMO ...ttt et e b e et b e et e e bt e e st e e bt e sateebeeenneenes viii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e sat e et e et beenane s X
1. INTRODUGCAO........ccoiioeteioeeeeeeeeeeeeeee e, 1
2. OBIJETIVOS ...ttt ettt st e b e et e bt e st e e beesnbeebeesaeas 3
3. REVISAO DE LITERATURA.........coovitieeeeeeeeeeeeeeeeee oo 4
3.1 Epidemiologia € fatores de TISCO.......covuiruiiriiriiieriienieeieeeie e 4
3.2 Diagndstico do CANCET de DOCA.......cccuviieiiiieeiiieeiiieeiee et 5
3.3 EStadi@mento.....ccc..eeiiuiiiiiiieeiiiee ettt ettt sttt 8
3.4 Progressao dO tUMOT.......ccuiieiiieeiiieerieeeeiteetee et ee et eesiree st eesaaeesebaeesnsaeesnneees 10
3.5 EXames COMPIEMENTATES.......ccc.eevviriiieriiriieiieeieee et 12
3.6 Fatores de PrognOStICO. . ....uiirutieiriieeieeeiieeeiteeeireesiteesbeeesreeesebeesareesnaeesbeeens 13
3.6.1 Fatores clinicos de prognoStiCo........ceecuervueerieeniieneeeieeneeereenre e 13
3.6.1.1  Localizacdo do tumor na boca..........ceccueeeriieeniieeniieenieeene, 14
3.6.1.2  Tamanho do tumor — Classificacdo T........c.ccoceeveeeriennennne. 14
3.6.1.3  Espessura dO tUMOT..........ceeruieeriieeniieeieeeieeeireeeireeeiree s 15
3.6.1.4  Aspecto da lesdo no local primario..........ccccceecveecveenveenneennnen. 16
3.6.1.5 Metastases linfaticas — Classificac@o N.........ccccevevveereveennnenn. 16
3.6.2 Fatores histologicos de prognostiCo.........ccceeevveereernueereeeneenireeneeneeenne 21
3.6.3 Fatores moleculares de prognostiCo.........eeervveerrueeersieeenieeerieeerireeeinenns 24
3.6.3.1 Densidade microvascular € CANCET............cccevueeenveeeniuieennneen. 27
3.6.3.2  Fator tecidual, angiog€nese € CANCET..........ccevvveercureeereveeennen. 33
4. PACIENTES E METODOS.........coiiiieieieeeeeeseeseeeeeesesees s s sessessesse s 42
4.1 PopPUlag@o € AmMOSIIA.......ceerurieeiieeeiiieeiireeeieeesieeerteeesteeesireeeireeeareesaneesaneeennnes 42
4.2 Coleta de dadOs.....cccuueeriiiiiiiieiiee ettt st 43
4.2.1 Aspectos clinicos e varidveis demograficas.........ccceecveeevveennieeniieeennnnn. 43
4.2.2  Aspectos hiStOIOZICOS. .....coouiiiriiiiiiieiieeite et 44
4.2.3  IMUNOIStOQUITICA. .. .vveeeiiieeiiieeiieeeiteeeieeeeiteesieeeeteeesebeeesereeeereeeaneens 44
4.3 Analise da ImunoiStOqUIMICA. .......eecuteruiiriiieiienieeiieee e 45
44 Andlise EStatiStiCa........cocivmiiiiiiiiii e 49
4.5 BHICA. ettt ittt ettt ettt e et e st e e st e e s e e e e 50
5. RESULTADOS. ... .ottt ettt ettt et e st esabeeaee e 52
5.1  Aspectos clinicos e varidveis demograficas.........ccceeveueeerieeeriieerieeniieesiieeee 52
5.2 ASpPectos hIStOIOZICOS. ...c...eeruiiriiiiiiiiieeee et 54
5.3 Densidade Microvascular e Fator Tecidual..........cccccoocerviiniiniiiniinneiniceees 55
5.4 Caracteristicas clinico-patoldgicas, fator tecidual, densidade microvascular e
MELASTASE CETVICAL...couiiiiiiiiiiiiece e 57
5.5 Sobrevida em funcdo da expressao do fator tecidual, densidade microvascular

€ @ Presenca de MELASTASE. ......vueerureeerteeerieeeiieeeriteeetreeeteeesbeeesbeeenabeeenaseesneeens 59



6. DISCUSSAD......ooiieeeeeeeeeeeee ettt 62
7. CONCLUSOES.......ooitiiieteeeee et ettt ettt senen 71
8. LISTA DE ABREVIATURAS.........coeoiimiiiieeeeeeieeeeeeeeeeseeseeessss s 72
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ooooveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 73

ANEXOS. ... 87



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

vi

LISTA DE TABELAS
Sinais e sintomas do cancer de bOCa...........coveevieriiiiiiniii e 07
Classificacdo TNM para cancer de boca- AJCC........cccceevviieviiieniieeiieeeieeeee, 09
Estadiamento clinico do cancer de boca.........ccoueivuieniieniiniiiiiieiencceeee 10
Niveis de drenagem linfatica dO PESCOCO......cccvuiirriierriieeiieeeiieeeiie e 11
Substancias enddgenas que apresentam efeito angiogeénico.........cceeevveeeeveennnne. 27
Distribui¢do dos pacientes na classificacdao T pré e pds-operatdria.................... 52
Distribui¢do dos pacientes na classificacdo N pré e pds-operatéria.................. 53
Distribui¢do dos pacientes conforme a localizacdo do tumor.............c.ceeuveeneee. 53
Distribuicdo dos pacientes conforme o grau de diferenciacdo celular................ 55

Expressao do fator tecidual em espécimes de carcinoma epidermoéide de boca. 56

Comparacdo entre os grupos com metastase € sem metdstase quanto a
varidveis demograficas, caracteristicas clinicas, histolégicas, fator tecidual e
densidade MICTOVASCULAL ........ooiiiiiiiieee et ee ettt eeeeeeaaaas 58

Tabela 12 Modelo de regressao logistica multivaridvel ajustando o efeito do fator tecidual

[alta expressdo] frente a diversos potenciais fatores de risco para sua
associacdo com a 0corréncia de MEtASTASES. ....eevuveeruverrieerieerienie e 59

Tabela 13: Modelo de regressdo de Cox multivaridvel ajustando o efeito do fator tecidual

[alta expressdo] frente a diversos potenciais fatores de risco para sua
associacdo com a 0ocorréncia de ObIt0........covviriiiiriiiiiiiiiiieceee 61



Vil

LISTA DE FIGURAS

Figural Coloragdo de microvasos (marrom) por anticorpos anti-CD 34 em
seccao de tumor (magnificacdo de 200X).......ccccervveerieeiieniienneenieeneenn 47

Figura2 Imagem obtida no programa apds a inser¢do de grades de correcdo para
contagem dos microvasos (magnificacao de 200X).......c.cceevveeerveerruveenns 48

Figura3 Baixa expressdo do fator tecidual em carcinoma epidermoéide de

boca (magnificag@o de 200X)......ccocveruierieriiienienienieeeenreeee e 48
Figura4 Alta expressdo do fator tecidual em carcinoma epidermdide de

boca (magnificag@o de 200X).......ccueerrireriieeniieerieeriee e erree e 49
Figura5 Grifico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia geral de

Ob1tos  pela dOBNECA.....c...eeiiiiiiiiiiiiccec e 54
Figura 6 Correlagdo entre a expressao do FT e a densidade microvascular........... 57

Figura7 Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de Obitos
estratificada pela presenca ou nao de Metastases........ceevveeeruveereureercuneenne 60

Figura8 Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de &bitos
estratificada por grupos de baixa e alta expressao do fator tecidual........ 60

Figura9 Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de &bitos
estratificada  por grupos de baixa e alta densidade
MICTOVASCULAT . ....eoiiiiiiiiii ittt 61



viil

RESUMO

A presenca de metéstase cervical € o fator progndstico mais relevante no
carcinoma epidermdide de boca. Fatores clinicos e histolégicos estdo associados com o
desenvolvimento da metdstase cervical, porém a pesquisa de fatores moleculares estd
sendo amplamente realizada nos ultimos anos. O objetivo deste estudo € avaliar a
associacao da expressdo do fator tecidual e da densidade microvascular como fatores de
risco para a presenca de metdstase cervical nestas neoplasias.

A expressdo do fator tecidual e a densidade microvascular foram aferidas pela
técnica de imunoistoquimica e suas associagdes com a presenca de metdstase cervical
foram estudadas em 53 pacientes com diagndstico de carcinoma epidermdide de boca
tratados cirurgicamente pelo autor. Caracteristicas clinicas e histologicas também foram
pesquisadas e associadas com a presencga de metdstase cervical.

Somente trés casos ndo expressaram o fator tecidual. A alta expressdo do fator
tecidual, mais de 50% das células tumorais intensamente coradas, foi encontrada em 13
pacientes (24,5%). A densidade microvascular por paciente variou entre 4 e 47,8 vasos,
com uma média de 18,47 vasos. A alta densidade microvascular (mais de 20 vasos por
paciente) ocorreu em 21 pacientes (39,6%). O estadiamento clinico, a infiltragdo neuronal
e as embolizacdes vasculares foram os fatores preditivos de metédstase de maior
relevancia.

Este estudo descreve pela primeira vez a expressao do fator tecidual como fator
prognostico de metdstase e de 6bito no carcinoma epidermdide de boca. Os resultados
indicam que a expressdo do fator tecidual e a densidade microvascular nio estio
associados com a presen¢a de metdstase cervical. Estudos adicionais sdo necessdrios para

determinar novos marcadores moleculares capazes de melhorar a acurédcia do progndstico,
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comparados aos fatores clinicos e histolégicos de progndstico do carcinoma epidermoide

de boca ja estabelecidos.



ABSTRACT

Presence of cervical metastases is the most important prognostic factor in
squamous cell carcinoma of the oral cavity (OSCC). Recently, other clinical and
molecular factors have been sought in order to improve prognostic capabilities in this
disease. The aim the present study is to evaluate the impact of tissue factor (TF)
expression and microvessel density (MVD) as predictors of cervical metastases in these
neoplasms.

Immunohistochemistry techniques were used to assess the expression of TF and
to quantify MVD (through expression of CD34) in 53 patients with OSCC who were
treated surgically by the author. These findings, as well as other clinical and pathological
variables, were correlated with the presence or absence of cervical metastases.

TF was expressed in all but three cases; it was highly expressed (more than 50%
of tumor cells showing intense expression) in 13 patients (24.5%), but TF expression was
not correlated with the presence of cervical metastases. MVD ranged from four to 47.8
vessels per high power field (200X) in selected hot spots, with an average of 18.47
vessels. Increased MVD (more than 20 vessels) was present in 21 patients (39.6%), but
also did not correlate with the presence of positive cervical nodes. Clinical stage, neuronal
infiltration and intravascular embolization were the most important predictors of cervical
metastases.

This study focuses, for the first time, the expression of TF as a prognostic factor
in OSCC. Its expression was not a significant predictor of cervical metastases in OSCC.
Likewise, MVD was not correlated with cervical metastases. Further studies are needed to
determine new molecular markers capable of improving prognostic accuracy of

conventional  clinical and  pathologic  prognostic  factors in  OSCC.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a populacdo mundial tem apresentado um aumento
continuo da expectativa de vida o que acarreta uma maior incidéncia de pacientes com
neoplasias malignas. A medida que a populacio envelhece aumenta o risco de um
individuo desenvolver cancer, resultando em maior numero € média de idade de
individuos com a doenca'.

O paciente portador de cancer de boca, apesar da alta especializacao do
tratamento com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, apresenta sobrevida de 50% em
cinco anos™. Quando o diagnéstico de céncer é estabelecido, vdrios fatores progndsticos
sdo observados como preditivos de cura e de sobrevida. Podem ser destacados fatores de
progndstico clinicos, histoldgicos e, mais recentemente, um terceiro grupo denominado de
fatores de progndstico biolégicos ou moleculares. Até o presente momento, o fator de
progndstico mais importante no cancer de boca € a presenca de metastases cervicais.

As metéstases cervicais sdo identificadas pelo exame fisico e por exames
complementares, que falham em diagnosticar a doenca em cerca de 20 a 35% dos
pacientes clinicamente negativos™. Este falso negativo é considerado elevado, o que
justifica o tratamento preventivo do pescoco, cuja selecdo é realizada fundamentalmente
pelas caracteristicas clinicas do tumor quanto ao seu tamanho e localizacdo. Quanto ao
tamanho, o tumor extenso, independente da localizacdo, apresenta alta probabilidade de
metdstase cervical e deve ter o pescoco ipsilateral tratado. Quanto a localizacdo, o tumor
situado em locais especificos, como na lingua, deve receber este tratamento independente

de suas dimensdes. As caracteristicas histopatolégicas, como grau de diferenciacdo celular



e espessura do tumor, também auxiliam nesta selecdo, porém ainda apresentam falhas
significativas. Sendo assim, o tratamento preventivo do pescogo clinicamente negativo €
determinado por critérios limitados, resultando na necessidade de meios que selecionem
melhor estes pacientes3 .
Atualmente a biologia molecular do cincer esta sendo intensamente pesquisada.

Os marcadores moleculares de angiogénese t€m sido investigados como possiveis
indicadores do comportamento biologico de tumores. A angiogénese se caracteriza pela
formacdo de novos vasos, sendo considerada necessdria para o crescimento, invasio e
metastatizagdo de tumores solidos. A neovascularizacdo € estimulada por fatores
denominados pré-angiogénicos dentre os quais destaca-se o fator tecidual®.

O fator tecidual (FT) € uma glicoproteina transmembrana cuja fun¢@o primordial é
o desencadeamento da coagulacdo sangiiinea, mas que também estd envolvida em
processos celulares como a proliferacao celular e a angiogéneses.

No presente estudo, é revisada a literatura sobre conceitos fundamentais do
carcinoma epidermdide de boca. Adicionalmente sdo pesquisadas suas caracteristicas
clinicas, histoldgicas, a expressdo do fator tecidual e a angiogénese, verificando possiveis

corelacOes entre estes fatores, a presenca de metdstases ganglionares e a ocorréncia de

obito.



2. OBJETIVOS

Geral

Verificar a correlacdo entre a expressdo do fator tecidual e a densidade

microvascular com a presenca de metdstases cervicais no carcinoma epidermdide de boca.

Especificos

Verificar a correlacdo entre as caracteristicas clinicas e histoldgicas do tumor

primério com a ocorréncia de metdstases cervicais.

Verificar a correlagdo entre a expressdo do fator tecidual, densidade

microvascular e a ocorréncia de metdstases cervicais com a sobrevida dos pacientes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia e fatores de risco

A estimativa do Instituto Nacional do Cancer, do Ministério da Saude, para o
ano de 2006, foi de 13880 novos casos de cancer de boca em todo o pais. A incidéncia no
Rio Grande do Sul € de 14,89 casos para cada 100.000 homens e 3,93 para cada 100.000
mulheres®.

A sobrevida do cincer de boca € de 50% em cinco anos modificando conforme o
estadiamento da doenca. Quando a doenga € local, a sobrevida € de 79%, na doenga loco-
regional é de 42% e para doenca com metdstases distantes de 19%"® . Infelizmente em
65% dos casos, a doenga € identificada em fases avancadas, o que determina o 6bito de
trés mil pessoas ao ano no pa1’s6.

Durante décadas, a incidéncia do cancer de boca apresentou uma predominancia
significativamente maior no sexo masculino, com uma relacdo de 10:1 entre homens e
mulheres. Atualmente, esta relacdo se modificou e estd em 4:1. Acredita-se que isto seja
devido ao incremento do fumo e dlcool entre as mulheres e, em menor grau, pelo
envelhecimento da populacao feminina’*.

Em 1964, 42% dos americanos eram fumantes e atualmente este nimero é de
27%. O consumo do alcool também diminuiu, porém nido nos mesmos niveis que o do

10,11,12
fumo

. Passados 40 anos, a incidéncia de cancer na boca e orofaringe nao diminuiu
na mesma proporcao. Conclui-se, entdo, que outros fatores além de alcool e fumo estejam
. A A .~ 10,13,14 . A
relacionados com a génese do cancer nestas regioes . O risco de desenvolver cancer

de boca € 5-9 vezes maior em fumantes que ndo fumantes e 19 vezes maior em fumantes

pesados (80 cigarros /dia)®.



A prevencdo e o tratamento do cancer de boca ocorrem pela compreensdao dos
mecanismos de causa e efeito, da modificagdo dos riscos associados, do reconhecimento e
controle das lesdes pré-cancerosas e do estabelecimento de um diagnéstico e tratamento

16
precoce .

Pacientes com cancer de boca apresentam um risco vinte vezes maior de
desenvolver um segundo cincer na boca e também em outras regides como hipofaringe,

z

16,17 . . L, . . . .
. O tpo histolégico mais freqiiente € o carcinoma

laringe, estdmago e pulmao
epidermdide e embora sejam origindrios no epitélio de revestimento, os pacientes sao
freqlientemente diagnosticados com tumores avangadosg. A prevencdo exige uma
compreensdo dos fatores desencadeantes da doenca e sdo necessdrias estratégias de agdo.
A idade é um fator no qual ndo € possivel interferir, j& o fumo e o dlcool devem ser
abandonados. Aspectos nutricionais, substancias que atuam sobre o epitélio, mecanismos
de acdo dos virus sobre o epitélio e o estudo dos oncogenes sdo importantes nestes

: 10,11
pacientes .

Lesdes pré-cancerosas como a leucoplasia e eritroplasia devem ser
diagnosticadas precocemente e marcadores moleculares que permitam conhecer a futura

evolucdo destas alteracdoes sdo necessdrios. O diagndstico precoce € o tratamento

~ ,eo . . . 18-
adequado sd@o os pontos criticos para se reduzir a morbidade e a mortalidade da doenca

21

3.2 Diagnéstico do Cancer de Boca

A forma efetiva de prevenc¢do secunddria do cancer de boca é a combinacdo de
diagnodstico precoce e tratamento apropriado. O carcinoma epidermdide se manifesta
como uma lesdo de superficie que no estagio inicial pode ser confundida com uma lesdo

benigna. O tratamento clinico ou expectante deve fazer regredir uma lesdo benigna no



periodo de 14 dias, caso contrdrio € necessdria andlise histologica da mesma. O
diagndstico definitivo € feito por meio de bidpsia tecidual que podera ser incisional ou
excisional. A bidpsia incisional deve remover uma amostra representativa da lesdo, ja a
excisional consiste na completa remog¢do da lesdo com margem de tecido normal ao redor
e em profundidade. Sempre que houver lesdes suspeitas num mesmo paciente elas devem
ser biopsiadas, pois tumores sincronicos podem ocorrer. Procedimentos adjuvantes como
citologia esfoliativa e pun¢do com agulha fina também contribuem para o
diagnésticol6’17’20’22.

O carcinoma de boca pode ainda manifestar-se clinicamente como lesdo
proliferativa superficial, ulceragdo, lesdo de aspecto exofitico ou como lesdo infiltrativa.
A forma ulcerativa € a mais freqiiente, geralmente acompanhada por borda irregular e
pelo endurecimento das partes moles subjacentes. Por outro lado, as lesdes exofiticas
podem apresentar crescimento irregular em forma de couve-flor ou lesdes proliferativas
planas réseas. Em algumas situacdes, a lesdo plana pode ser a manifestacio de um
carcinoma in situ ou superficialmente invasivo. Os carcinomas que produzem
excessivamente queratina apresentam-se como lesdes ceratdticas brancas, sdo de dificil
diagndstico histologico e devem ser biopsiados em profundidade. As lesdes endofiticas
tém carater infiltrativo com drea de endurecimento observada pela palpacdo do tumor.
Sempre que a bidpsia for negativa e as caracteristicas clinicas forem contrdrias, o médico
deve repetir o procediment023’24.

Os sinais e sintomas podem ser divididos em precoces e tardios conforme a
Tabela 1. Aspectos sociais, familiares, histéria médica, consumo de dlcool, tabagismo,
historia familiar de cancer de cabega e pescoco e a histdria clinica da doenga devem ser

investigados. No exame fisico do paciente o médico deve realizar o exame

otorrinolaringolégico completo. A inspecdo da mucosa oral e faringea com adequada



iluminacdo, a palpacdo digital dos linfonodos cervicais, palpa¢do bimanual da lingua e
palpacdo do assoalho da boca, proporcionam o diagndstico clinico. A laringoscopia
indireta € necessdria para visualizar a regido postero-lateral da lingua e a sua base
permitindo avaliar a extensdo do tumor para a faringezs.

O cancer de boca apresenta ainda caracteristicas varidveis de acordo com o local
de apresentacdo. A lingua € a regido mais freqiientemente acometida, sendo a borda
lateral e o ventre lingual as dreas em que mais frequentemente incide o carcinoma,
enquanto que o dorso e a linha média da lingua sdo raramente acometidos. No estagio
precoce o cancer € assintomatico. Otalgia reflexa, dificuldade para falar, disfagia e perda
de peso surgem tardiamente com o crescimento da lesao.

Quanto a localizagdo o cancer de lingua € o que apresenta o maior risco de

< s 2627
metastases regionais .

Tabela 1 — Sinais e sintomas do cancer de boca

Precoces Tardios

Lesdo branca ou vermelha Area Endurecida

Ulceracao Parestesia da lingua ou ldbios

Crescimento progressivo Otalgia

Modificacao da superficie da lesdao Trismo

Mobilidade dentéria sem causa definida Disfagia

Sangramento Adenopatia cervical
Dor persistente ou dor reflexa
Alteragdo visual

O assoalho bucal € a segunda regido mais acometida em freqiiéncia e juntamente

2
z

com a lingua, € a regido que mais estd em contato com os agentes carcinogénicos. E



comum 0s pacientes com carcinoma no assoalho bucal apresentarem histéria de consumo
excessivo de dlcool™ .

O cancer de gengiva manifesta-se com sintomatologia dentaria e a mobilidade de
um dente deve ser investigada quanto a etiologia neopldsica. O carcinoma, quando
envolve a gengiva, compromete de forma precoce o tecido Osseo principalmente em
pacientes edentados. A lesdo geralmente tem inicio na superficie superior e € mais rara na
face bucal ou 1ingua120’25’31.

O cancer da regido jugal pode se manifestar por uma ulceracdo ou
endurecimento da regido e freqiientemente é precedido por leucoplasias locais. A lesdo
podera infiltrar profundamente a musculatura e a pele da bochecha e o crescimento em
direcdo posterior poderd comprometer a regido retro-molar cursando com trismo e dor™.

A regido retro-molar, embora seja um local da boca, apresenta carcinomas com

comportamento clinico semelhante aos tumores da orofaringe. Ja a regido do palato duro,

raramente apresenta carcinoma do tipo epiderméide e ndo faz parte deste estudo.

3.3 Estadiamento

Para a discussdo de alternativas de tratamento e comparagdo de resultados, os
pacientes com tumores malignos sdo agrupados de acordo com o diagnoéstico histolégico,
o local de origem e a extensdo do tumor. O estadiamento descreve a extensdo do tumor e é
dependente de uma série de fatores, incluindo o tamanho da lesdo com sua extensao local,
a presenca de linfonodos e a presenca de metdstases a distancia®.

A classificagdo tumor-ndédulos-metastases (TNM) € baseada em trés aspectos
clinicos: o T (Tumor) corresponde ao tamanho do tumor em centimetros; o N (N6dulos)

corresponde a presenca, nimero, tamanho e extensdo das metdstases para os linfonodos



regionais; e o0 M (Metéstases) refere-se a presenga ou a auséncia de metastases a distancia.

O risco de metdstases a distancia € baixo para os tumores da boca, sendo maior nos
. - L, P 33 . -

tumores com maior extensdo local e com metéstases linfaticas™. A classificacio TNM

pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo TNM para cancer de boca — AJCC

T — Tumor

T1- Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2- Tumor entre 2 ¢ 4 cm em sua maior dimensao

T3- Tumor maior que 4 cm em sua maior dimensio

T4- Tumor invadindo cortical 6ssea, musculatura extrinsica da lingua em profundidade,
invasdo de seio maxilar e invasdo de pele

N — Nodulo Linfatico

NO - Auséncia de linfonodos metastiticos

N1 - Metastase em um linfonodo ipsilateral menor que 3 cm.

N2a - Metastase em um linfonodo ipsilateral entre 3 € 6 cm

N2b - Metéstase em multiplos linfonodos ipsilaterais nenhum maior que 6 cm.
N2c - Metastases bilaterais ou contra-laterais, nenhuma maior que 6 cm.

N3 - Metéstase maior que 6 cm

M- Metastases distantes

MO - Auséncia de metdstases a distancia
M1 - Presencga de metastase a distancia

Os parametros clinicos da classificacdo TNM s@o agrupados em estddios

conforme a Tabela 3 e sdo importantes para definicdo de progndstico da doenca.



Tabela 3 - Estadiamento clinico do cancer de boca

10

Estadio clinico Tumor Né6dulo Metastase
Estadio I T1 NO MO
Estadio IT T2 NO MO
Estéadio III T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 NO ou N1 MO

Estadio IV T4 NO ou N1 MO
Qualquer T N2 MO

Qualquer T N3 MO

Qualquer T Qualquer N M1

3.4 Progressdao do Tumor

O crescimento do tumor depende de seu sitio de localizacdo, de sua

agressividade e de fatores do hospedeirozs. O tumor de boca apresenta inicialmente

crescimento local para posteriormente comprometer os linfonodos regionais(do pescogo),

regido mais frequénte de metdstases. O linfonodo, quando inicialmente comprometido,

encontra-se mével e, a medida que as células tumorais invadem a sua cépsula, comeca a

ficar fixo e endurecido. No pescoco, o sitio primdrio de drenagem linfiatica da boca

corresponde a regido submandibular e jugulo-carotidea alta

26,33

linfaticas cervicais sdo divididas em niveis de drenagem conforme a tabela 4.

. Didaticamente} as cadeias
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Tabela 4 — Niveis de drenagem linfatica do pescoco
Niveis Regido anatémica — grupos de linfonodos

I Grupo submentoniano e submandibular
I Grupo jugular superior
I | Grupo jugular médio
v | Grupo jugular inferior
\V4 Grupo do tridngulo posterior

Os tumores do labio e do assoalho bucal apresentam drenagem preferencial para
o nivel I, enquanto os demais sitios da boca drenam para o nivel .

Cerca de 21% dos pacientes apresentam linfonodo cervical metastitico na
primeira consulta®*’**. A disseminagcdo hematogénica de células tumorais pode ocorrer,
embora ndo seja freqiiente, o risco aumenta em pacientes com doenca local e regional
avangada, sendo pulmao, figado e 0sso os locais mais frequiientes de metéstases>®.

Aproximadamente 30% dos pacientes sdo classificados em T1 e T2 na primeira
consulta. Estes pacientes sdao tratados com intencdes curativas por meio de cirurgia,
radioterapia ou ambos. Pacientes T3, T4 e com metdstases cervicais, independentes do T,
sdo também tratados com intengdes curativas. Neste grupo € maior o risco de recidiva
loco-regional que geralmente ocorre nos primeiros dois anos de tratamento.

O risco do paciente com cancer de boca apresentar um segundo tumor primario

. . . 2 16,1
na via aero-digestiva é de 16 a 36%'%'7°

. Quando dois tumores sdo diagnosticados
simultaneamente sdo denominados de sincronicos, e quando diagnosticados em periodos
diferentes de metacronicos. Existe uma tendéncia dos pacientes desenvolverem um
segundo carcinoma na via aero-digestiva pela prolongada e difusa exposicdo a

. . . p 3
carcinogénicos, especialmente o fumo e o dlcool ,
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3.5 Exames Complementares

Os exames de imagem sdo a tomografia computadorizada (TC), a ressonancia
magnética (RM), as radiografias convencionais e a ecografia com ou sem pun¢do para
exame citopatolégico. A TC e a RM avaliam a extensdo da lesdo loco-regionalmente e a
extensdo em profundidade, bem como a doenca metastitica’>®. A TC detecta mais
precocemente a invasdo 6ssea e os linfonodos metastaticos, ja a RM € melhor para avaliar

a extensdo da doenca localmente e também proporciona uma visdo tridimensional®.

Para avaliar a extensdo do envolvimento dsseo de um tumor junto a mandibula
sd0 necessarios estudos radioldgicos apropriados. A auséncia de achados radiograficos
ndo descarta a invasdo 6ssea, porém a destruicdo Ossea observada em uma radiografia
significa invasdo do tumor. Cintilografias désseas costumam ser positivas antes do
aparecimento radiografico, porém raramente fornecem informagdes exatas. O risco de
falso-positivo também ocorre, pois lesdes inflamatérias podem simular neoplasias. A
radiografia panoramica de mandibula oferece uma visdo da relacdo do osso com a parte

. ~ . ~ 40,41
dentdria e sua relacdo com a invasdo do tumor 041

A TC e a RM sdo incapazes de avaliar o crescimento na superficie de um
tumor. A RM oferece maior contraste de imagem e geralmente demonstra melhor
resolugdo que a TC na avaliag@o de partes moles. A tomografia somente evidencia lesdes
maiores que dois centimetros de diametro. Para tumores T1 e T2 o estadiamento clinico
tem uma acurdcia de 90% enquanto a TC é de 53%. J4 em tumores T3 e T4 o

estadiamento clinico € de 34% enquanto a TC € de 91% >4,
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A TC pode ser empregada para avaliar o comprometimento 0sseo, porém raras
vezes modifica a suspeita clinica de doenca dssea. A tomografia tridimensional oferece
aspectos interessantes especialmente para o estudo da reconstru¢do do arco mandibular. Ja
a RM ¢ interessante para o estudo das partes moles, como o espago para-faringeo e os

» . 26,40
tumores endofiticos da lingua™™".

. . L. 38
A ecografia ndo oferece contribui¢do para o estudo do tumor primdrio™. O
uso de exames de imagem para avaliar adenopatia cervical serd discutido

posteriormente.

3.6 Fatores de progndstico

3.6.1 Fatores clinicos de progndstico

O cancer de boca apresenta aspectos clinicos em sua localizagdo que sdo até o
momento utilizados pelos cirurgides de cabega e pescogo para definir a melhor forma de
tratamento e também para predizer o grau de agressividade que o tumor exerce sobre cada
paciente. Caracteristicas como o tamanho e a espessura do tumor, sua localizacdo e
apresentacdo na boca e a presenca de metdstases regionais ou a distancia, permitem ao
médico definir o melhor tratamento, bem como indicam um progndstico de sobrevida. Sdo
denominados como fatores de progndstico clinicos e devem ser sempre considerados pelo
40-43

médico. O fator de progndstico mais valorizado € a presenca de metéastase ganglionar

Os mais importantes sdo os seguintes:

3.6.1.1 Localizag@o do tumor na boca
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Conforme a localizagdo do tumor, o carcinoma pode apresentar diferentes
evolucgdes clinicas. Os sitios mais freqiientes de localizagdo de um carcinoma epidermdide
de boca sdo, por ordem: a lingua, o assoalho bucal, o labio, a gengiva retro-molar, a
bochecha e o palato duro. Quanto ao local, tumores com igual estadiamento apresentam
prognosticos diferentes. O cancer de bochecha apresenta melhor sobrevida que os
carcinomas situados na lingua, assoalho bucal e gengiva26. Num periodo de cinco anos,
pacientes com carcinoma de bochecha apresentam sobrevida média de 70%, enquanto que
0s que possuem tumores no assoalho da boca t€ém 55% e na lingua entre 41 a 449> A
lingua € o sitio de localizacdo mais freqiiente e representa o local de maior agressividade
do carcinoma epidermdide de boca. Acredita-se que a lingua, por ser um 6rgdo muscular e
com grande mobilidade, tenha a capacidade de desenvolver um maior nimero de
metastases. O movimento intenso da lingua faria uma espécie de bombeamento de células
carcinomatosas para o interior dos coletores linféticos, justificando assim o elevado indice

) . . 2526
de linfonodos comprometidos em uma fase inicial da doenga™ .

3.6.1.2 Tamanho do Tumor — Classificacao T

As dimensdes da lesdo em seu sitio primdrio também exercem importancia no
prognostico. Os tumores T1 e T2 apresentam maior probabilidade de cura que os T3 e T4.
O controle local do tumor priméario guarda relagdo com o tamanho do tumor, pois lesdes

~ . . . s 122627
extensas estao associadas a maior risco de recidiva .
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A incidéncia de metastases cervicais aumenta conforme o tamanho do tumor.
Os tumores T1 e T2 apresentam uma chance de 23% de desenvolver metdstases cervicais,

enquanto que em relagcdo aos tumores T3 e T4 a chance € de 59%.

3.6.1.3 Espessura do tumor

A avaliacido do tumor em sua extensdo profunda mostrou ser um 6timo fator de
progndstico, especialmente em tumores do assoalho da boca e da lingua. Estudos tém
demonstrado que a espessura do tumor € melhor fator preditivo de metdstase do que o

tamanho do tumor, avaliado pelo T da classificacao TNM* 46

. Tumores com espessura
acima de 1,5 milimetros apresentam maior probabilidade de desenvolver metdstases
cervicais, provavelmente pela presenca de vasos linfaticos mais calibrosos. Os tumores
primérios com menos de 1,5 milimetros de espessura apresentam metastases em 2% dos
casos, os que tém entre 1,6 e 3,5 milimetros, desenvolvem metéstase em 33% dos casos e
os que tém acima de 6 milimetros de espessura, apresentam metdstases cervicais em 60%
dos casos*. Kurokawa e colaboradores’’ definem que tumores acima de quatro
milimetros estariam associados a um alto risco de metastases; Yuen e colaboradores*®
concluem que tumores entre trés e nove milimetros teriam 50% de chance de metastase
enquanto que Hosal e colaboradores® definem risco para tumores acima de nove
milimetros. A dificuldade para dimensionar o grau de infiltracdo € alvo de critica, visto
que a mensuracao somente poderd ser definida apds a resseccdo do tumor, além disso os
trabalhos ndo conseguem definir o ponto de corte de qual espessura deveria ser utilizada
para definir risco de metédstase®’. Assim, a andlise da espessura ndao contribui para
defini¢do do tipo de tratamento, mas € util como fator progndstico apds a exerese do

42
tumor .
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Outro aspecto se refere a espessura do tumor e ao sitio de localizagao. Woolgar45
relata que no assoalho da boca o potencial de metdstases aumenta em espessuras acima de
seis milimetros, ja na lingua, define o tamanho de 10 milimetros. Outro cuidado na andlise
dos estudos reporta quanto a forma de mensuracao que difere no tamanho em 33% quando

comparada a congelagdo e a parafina.

3.6.1.4 Aspecto da lesdo no sitio primario

Como descrito anteriormente, os tumores de boca poderdo se apresentar de
distintas formas: vegetantes, infiltrativos e ulcerados. Quanto maior o grau de infiltragao,
mais agressivo € o tumor. Os tumores ulcerados freqiientemente apresentam infiltrado
linfocitario nas suas bordas, caracterizando um processo inflamatério de defesa do
organismo contra o cancer. J4 os tumores vegetantes tendem a ser mais diferenciados e
sdo de comportamento menos agressivo quando comparados as outras duas formas de

52025
apresentacao .

Woolgar45 pesquisou os aspectos histoldgicos e seu potencial metastitico e

demonstrou que tumores ulcerados desenvolveram mais metastases que os exofiticos.

3.6.1.5 Metastases Linféticas — Classificacdo N

A presenca de metastase cervical é o fator de progndstico mais importante no

. . ‘ 40-43
tratamento do carcinoma epidermoide de boca™ .
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A- Conceito de metastase

Um linfonodo pode estar comprometido por células de carcinoma na forma de
. . . . . 51
células isoladas, de micrometastases e de macrometastases” .

A células neopldsicas que acometem um linfonodo isoladamente nao
caracterizam linfonodo metastético. Elas ocorrem na forma de nichos celulares e ndo pode
ser estabelecido o momento no qual estas células irdo se implantar no linfonodo. A
simples presenc¢a de células carcinomatosas no limem sinusal ndo evidencia implantagcdo

. 52
do tumor no linfonodo™.
A micrometastase se caracteriza pelo comprometimento de um linfonodo cujo
) ¢ . 1 . . ~ . 353
tamanho da metdstase € de dois milimetros e independe da dimensdo do linfonodo™. O
linfonodo comprometido com uma micrometastase € invariavelmente classificado como
NO visto que os métodos clinicos e de imagem sdo incapazes de detectar este tipo de

. 54,55
metastase

. Na realidade, estes pacientes sdo positivos (N+) e para estas situacdes sao
definidos como portadores de metdstases ocultas. A localizacdo da micrometastase ocorre
no seio subcapsular do linfonodo e ndo em seu centro™. Na histopatologia, a deteccao de
uma micrometastase de forma convencional pela técnica de hematoxilina-eosina nio €
capaz de diagnosticar todos os linfonodos comprometidos. Geralmente sdo feitas uma ou
duas laminas de cada linfonodo e os cortes podem niao contemplar a presenca de uma
metastase. O estudo histopatoldgico de forma mais abrangente aumenta a sensibilidade da
identificacdo das micrometdstases, porém as multiplas seccdes necessdrias tornam o
método trabalhoso e com custos elevados>®. Atualmente, métodos de imunoistoquimica
também proporcionam melhor identificacdo de linfodonos com micrometastases. O indice

de micrometastases nao detectdveis pela forma convencional, mas identificados com

métodos histologicos mais detalhados e pela imunoistoquimica varia, de 5 a 8%, Este
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acréscimo na identificacdo de linfonodos positivos ndo modifica a estratégia de
tratamento e o progndstico dos pacientes53 4T,

As macrometdstases sdo aquelas nas quais as células carcinomatosas
comprometem todo o linfonodo. Na macrometastase, o linfonodo podera ou nio estar com

a sua capsula invadida e clinicamente podera ou ndo ser diagnosticado, portanto pode ser

negativo (NO ou N-) ou positivo (N+)52.

B- Diagnéstico de Metdstase

O paciente, ao receber o diagndstico de um carcinoma epiderméide de boca
deverd ser investigado quanto a presenga de metéstase cervical. Sio comuns as metdstases
para os niveis I, II e III, geralmente ipsilaterais ao tumor>*. Tumores de lingua e de
assoalho de boca que se situam proximos a linha média podem desenvolver metdstases
contra-laterais. A palpagdo do pescoco é o método inicial de investigacdo. A precisdo da
palpacdo dependerda do local onde se encontra o linfonodo, do tipo de pescoco, da
consisténcia do linfonodo e de seu tamanho. O limite de palpagdo € de 0,5 centimetro na
regido submandibular e de um a dois centimetros nos outros niveis do pescogo, que sdo
naturalmente areas mais profundassg. Um linfonodo palpado na regido cervical serd
considerado positivo e deverd ser confirmado com estudos andtomo-patoldgicos, que
poderdo apresentar 20% de falsos positivos. Em contra-partida, linfonodos positivos
podem também nao ser palpados em 20% a 35% das situagéesz’34’39’58. A suspeita de um
linfonodo positivo também poderd ser investigada por meio de uma pung¢do bidpsia,
porém este também € um método que apresenta falsos negativos, além de ser invasivo.

Estudos mostram que a pun¢do aumenta a sensibilidade e especificidade do método™®.



19

Quanto aos métodos de imagem, destacam-se a ecografia cervical, a tomografia
computadorizada e a ressonidncia magnética. Os exames de imagem utilizam
especialmente o tamanho do linfonodo que, quando estiver acima de 10 milimetros, t€ém
valor preditivo de 44%. Porém, existem metdstases em linfonodos menores de cinco
milimetros, o que torna o andtomo-patolégico o exame padrdao-ouro para o diagndstico. A
ecografia € um exame de baixo custo e ndo invasivo, que oferece vantagens na
identificacdo de um linfonodo positivo quando comparado com a palpacdo. Van den
Brekel® relata uma acurécia de 70% para diagnosticar um linfonodo metastatico, sendo a
sensibilidade de 60% e a especificidade de 77%. O critério ecografico para definir um
linfonodo metastatico é pelo seu comprimento axial ou pela identificacdo de trés ou mais
linfonodos limitrofes ecograficamente. A ecografia permite dimensionar um linfonodo,
identificar sua relacdo com estruturas adjacentes e analisar sua consisténcia, porém, estes
aspectos ndo permitem definir se um linfonodo € metastatico. Um linfonodo aumentado
ndo poderd ser diferenciado pela ecografia como hiperplasico ou metastdtico’”. A
ecografia € mais sensivel que a palpacdo na localizacdo de linfonodos. Nas regides
profundas ou em alguns tipos de pescoco dificeis de palpar, como por exemplo, os
pacientes obesos, a palpacio € possivel para linfonodos com um didmetro acima de dois

37,3860 1 -
. Linfonodos

centimetros e nestas situacdes a ecografia proporciona melhor acuricia
com necrose sdo caracteristicos de comprometimento pelo tumor, porém geralmente
apresentam dimensdo maior que dois centimetros, ja as adenopatias metastiticas menores
que dois centimetros ndo apresentam caracteristicas especificas na andlise ecogréfica.

O exame ecografico poderd ser utilizado como auxilio nas pungdes de
linfonodos. Nos linfonodos com mais de cinco milimetros, a ecografia com punc¢do

identifica 96% dos linfonodos. A puncdo poderda ser realizada em linfonodos com

didmetro maior que cinco milimetros, porém a dificuldade estd em reproduzir
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tecnicamente a puncdo e a interpretacdo cito-patolégica de linfonodos de pequenas
dimensdes™’.

A tomografia computadorizada é o método de imagem que melhor contribui para
o diagnoéstico de linfonodos metastaticos. Linfonodos com didmetro menor que dois
centimetros, nos quais a tomografia identifica drea de necrose, sdo sugestivos de
metastases, porém areas hipo-vascularizadas e a metaplasia de tecido adiposo podem ser
equivocadamente interpretadas como dreas de necrose. A tomografia falha na deteccao de

53

metastases em 15% dos casos™™. A regido submandibular e subdigastrica podem

apresentar artefatos oriundos de restauracdes odontoldgicas e dificultar a interpretacao do
exame®.

A ressondncia magnética também pode ser empregada para identificar linfonodo
metastatico. Face ao prolongado tempo de exposi¢do para realizar o exame, os artefatos
oriundos dos movimentos do paciente sdo mais freqiientes. Esta técnica também ¢é
utilizada para demonstrar a relagdo do linfonodo com estruturas vizinhas, especialmente
ao feixe vdsculo-nervoso do pescoco. O exame por RM pode ser extendido a regido
cervical para o estudo do tumor primdrio, como nos casos de tumores infiltrativos da
lingua. A RM apresenta falsos resultados em torno de 16%°'. ARM e a TC apresentam
acurdcia semelhante para detectar ou excluir linfonodos metastaticos e sdo mais sensiveis
do que a palpacao cervical®.

O diagnostico de metdstase linfonodal pela palpacdo cervical e por exames de
imagem ndo permite a identificacdo de todos os pacientes com doenga cervical, ocorrendo
considerdvel nimero de falsos positivos e falsos negativosso. Muitos pacientes, nestas
situagdes, recebem tratamento para o pesco¢o sem necessidade, o que caracteriza um

tratamento excessivo. A necessidade de um método que permita diferenciar um paciente

com doenga metastdtica cervical positiva ou negativa ainda € uma caréncia a ser superada.
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C- Caracteristicas das metastases linfaticas

Isoladamente, a presenca de metéstase cervical reduz consideravelmente o
prognostico. A presenca de metdstase reduz em 50% a sobrevida dos pacientes.
Caracteristicas como o tamanho da metédstase, o nivel do pescoco comprometido, a
presenca de invasdo da cdpsula, a invasdo de feixe vasculo-nervoso e o nimero de
linfonodos comprometidos, sdo importantes para o progndstico do pacient653. A invasdo
da cdpsula é a caracteristica mais importante, sendo determinante para recorréncia do
tumor no pescoco e para a diminuicdo da sobrevida. A invasdo da cépsula ocorre
geralmente em linfonodos maiores que dois centimetros, embora possa ocorrer nos
linfonodos menores que 0,5 centimetros®. A invasdo da capsula de um linfonodo com
dois milimetros de didmetro também foi relatada®.

O prognéstico também resulta do nivel da metdstase no pescogo. A sobrevida em

cinco anos € de 45% para nivel I e cai para 18% quando atingir o nivel V¥, O nimero de

linfonodos comprometidos também modifica significativamente o progndstico.

3.6.2 Fatores histologicos de prognostico

Os aspectos histologicos dos carcinomas epidermoides de boca também auxiliam
no prognoéstico da doenga. A classificagdo de Broders® divide os carcinomas em quatro
grupos, de acordo com a propor¢do de células anapldsicas: bem diferenciado (0-25%),
moderadamente diferenciado (25-50%), pouco diferenciado (50-75%) e indiferenciado

(75-100%). Um tumor com maior grau de diferenciagdo celular apresenta menor
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agressividade e menor indice de metastases, ja tumores mais indiferenciados sdo de
crescimento mais rdpido e com maior potencial metastatico .

Thomson® simplificou a classificacdo de Broders em trés estdgios denominados
de: bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado. Esta
classificacdo é usualmente utilizada nos dias de hoje.

Hibbert e colaboradores’' encontraram em seu estudo que carcinomas bem
diferenciados desenvolvem menor nimero de metastases do que aqueles com grau de
diferenciacdo moderado e pouco diferenciado, porém sem diferencas estatisticas
significativas.

Henk e Langdon26 relataram 40% de sobrevida em cinco anos para pacientes
com carcinomas bem diferenciados enquanto que nos moderadamente este indice caiu
para 26% e para 12% nos pouco diferenciados.

Carter’* fez uma critica a valorizacdo da classificagdo de Broders, face aos
variados graus de diferenciacdo encontrados conforme o nimero de cortes histologicos
realizados no tumor primério.

Woolgar45 estudou 45 pacientes com cancer de lingua e assoalho de boca e
relatou que o grau de diferenciacio celular ndo foi importante e observou que a invasao
vascular e a de bainha nervosa sdo freqiientemente simultaneas. Os pacientes com
metastases no pescoco (N+) apresentaram 78% de invasdo vascular € 70% de invasdo de
bainha nervosa, ja os pacientes sem metastases no pescoco (N-) apresentaram 11% de
invasdo vascular e 30% de invasdo de bainha nervosa.

Em ressec¢Oes mais amplas, a infiltragdo nervosa ocorre em 30% dos casos. Sua
suspeita no pré-operatorio pode ocorrer quando o paciente relata dor ou parestesias. As

células neoplasicas ao alcancarem a bainha nervosa t€m a possibilidade de crescer a
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distancia. O comprometimento de nervo e a presenga de emboliza¢Oes vasculares sdo
associados a recorréncia loco-regional e diminui¢do da sobrevida®.

Crissman® observou que, de acordo com todos os parametros histoldgicos,
somente 0 numero de mitoses e a espessura do tumor estdo correlacionados com
progndstico.

Outro aspecto histologico € o grau de invasao celular (ICG) ou classificagdo de
Bryne. E um sistema multifatorial e semiquantitativo baseado nas seguintes caracteristicas
morfoldgicas: grau de queratinizacdo, polimorfismo nuclear, nimero de mitoses, forma de
invasdo e infiltracdo linfoplasmatica. Para cada aspecto € designado um indice de 1 a 4
podendo totalizar um escore de 5 a 20. Pacientes com o valor de 5 e 8 apresentam bom
prognostico; de 9 a 12, moderado; de 13 a 15, severo e de 16 a 20, péssimo progndstico.
Este sistema tem a vantagem de possibitar sua utilizacdo em bi(’)psias66’67.

Russolo e colaboradores® descrevem resultados altamente significativos na
pesquisa de metéstases em pescoco clinicamente NO, onde 90% dos pacientes falsos
negativos apresentavam escore acima de 13 e 74% dos verdadeiramente negativos abaixo
deste valor.

Woolgar68 usou o escore do grau de invasdo celular mais a invasdo vascular e
diagnosticou corretamente 87% dos pacientes.

Hogmo introduziu um sistema de classificacdo do grau de malignidade onde
avalia caracteristicas celulares e caracteristicas do tumor, porém embora seja um método
bastante divulgado exige grande demanda de temp067.

Sao descritas diferentes formas de avaliar aspectos histolégicos para identificar
a presenca de metdstase cervical, porém ndo sdo freqiilentemente utilizados por

. . - L, . P . . 50
patologistas e cirurgides e nos estudos s6 demonstram ser efetivos na analise univariada™.
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3.6.3 Fatores moleculares de prognostico - Angiogénese

Sao conhecidos 35000 gens, sendo que até 0 momento 588 produzem proteinas
relacionadas com o cincer®. O desenvolvimento do cincer é o resultado de acimulos de
erros genéticos em um mesmo tecido onde estd implicada a ativacdo de oncogenes e
inativacao de genes supressores de tumor. Estudos sugerem que ocorra de 6-10 alteracdes
moleculares para o desenvolvimento do cancer”’. O processo de metastase € o resultado
da modificacdo nas propriedades das células neopldsicas e sua interacio com outras
células. Para desenvolver uma metéstase, a célula prolifera, perde contato com células
vizinhas, migra pela matriz intersticial, invade vasos sangiiineos e linfaticos e se
multiplica em linfonodos e Orgdos distantes. As células metastaticas apresentam
caracteristicas para exercer esta acdo que sdo determinadas por modificacdes de seus
genes. O conhecimento destas propriedades moleculares da célula neopldsica procura
identificar o potencial de gerar metdstase regional .

Durante os ultimos 15 anos, diversos marcadores moleculares tém sido
investigados como possiveis indicadores do comportamento biolégico de tumores.

Existem marcadores celulares e tissulares que podem proporcionar informagdes adicionais

aos aspectos clinicos e histolégicos do tumor, e podem ser classificados em:

a. Marcadores de crescimento tumoral

b. Marcadores de resposta antitumoral

c. Marcadores de queratinizacdo andmala

d- Marcadores de invasao tumoral e potencial de metéstase
e- Marcadores celulares de superficie

f- Marcadores intracelulares
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g- Marcadores de angiogénese

John Hunter em 1787 cunhou o termo angiogénese para descrever o
crescimento de novos vasos®. Durante o desenvolvimento embriondrio, 0s vasos Sao
formados a partir de tecido mesenquimal em processo chamado de vasculogénese’'. O
processo de formacdo de novos ramos vasculares, a partir desses vasos ja formados, é
chamado de angiogénese. Tal processo € verificado fisiologicamente no desenvolvimento
fetal, na hiperplasia endometrial durante o ciclo menstrual e na cicatrizacdo de feridas™”.
Além dessas situacOes, a angiogé€nese estd envolvida em uma série de condigdes
patolégicas nas quais os processos de inflamacdo e de isquemia estdo presentes.57 O
conceito de que o crescimento tumoral e o processo de formacdo de metdstases sejam
dependentes do desenvolvimento de novos vasos sangiiineos foi consolidado por

72,73,74
Folkman

, no inicio da década de 70. Indmeros estudos a partir dessa data t€ém
confirmado as hipéteses de Folkman e demonstrado a importdncia do processo de
angiogénese no desenvolvimento dos tumores. Gullino em 1976, apud Carmeliet,
mostrou que células pré cancerosas adquirem capacidade angiogénica para desenvolverem
um céncer’”.

A capacidade de difusdo e oxigenacdo das células humanas € de 100 a 200
micras, o que impossibilitaria o crescimento de uma neoplasia75. A angiogénese € o
crescimento de novos capilares a partir de células endoteliais do hospedeiro. Isto permite
o crescimento do tumor além de 2-3 milimetros, pela efusdo de oxigénio e nutrientes e
remog¢do de metabdlitos toxicos, ao invés de simples difusdo no espaco extracelular que
manteria o tumor restrito, € com uma pequena populacdo celular’®”". A angiogénese

depende de um balango entre fatores que promovem o crescimento e de fatores inibidores.

Nos tecidos normais os vasos estdo quiescentes e as c€lulas secretam baixos niveis de
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indutores e altos niveis de inibidores da angiogénese78. As células do tumor secretam
fatores angiogénicos para atrair células endoteliais que produzem fatores de crescimento
para o tumor, j4 as células normais secretam baixos niveis de indutores e altos niveis de
inibidores de neovascularizacdo. A célula quandro progride para malignizacdo modifica
este equilibrio dos fatores angiogénicos78. A angiogénese se inicia pela ativagdo das
células endoteliais de vasos normais que secretam enzimas degradando a membrana
basal. Proteinases e ativadores do plasminogénio sdo secretados por células do tumor e
dissolvem a matrix extracelular. As células endoteliais ativadas proliferam, migram e
desenvolvem novos capilares, sintetizam nova membrana basal e maturam os vasos com a
formacao de limem™. Os vasos se formam por intussussep¢do a partir de um vaso € nao
ha uma homogeniedade no endotélio dos vasos. Os vasos do tumor sdo estruturalmente e
funcionalmente diferentes com uma vascularizacdo altamente desorganizada, sdo vasos
tortuosos, dilatados, formando bragos e shunts.

A permeabilidade vascular e a angiogénese dependem do tipo do tumor e do
orgdo acometido, visto que cada 6rgdo tem o estroma diferente do outro, com fatores pré
e anti angiogénicos diferentes™.

80.81 sendo

Existem cerca de 40 indutores e inibidores enddgenos da angiogénese
que os principais estdo listados na tabela 5. O mais potente e especifico fator angiogénico
conhecido € o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que € secretado por quase
todos os tumores sélidos®?. Descoberto em 1983, foi descrito como um fator de
permeabilidade vascular, e em 1989 foi definido como fator mitogénico da célula
endotelial’. As células endoteliais apresentam dois receptores de VEGF denominados
VEGFR1 e VEGFR?2, enquanto os linfaticos apresentam o VEGF3*. Dentre os fatores que

.. . A . . . 81
inibem a angiogénese, 0 mais importante parece ser a trombospondina-1>". A

comprovacgdo da existéncia de agentes antiangiogénicos, que promovem a inibi¢do do
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crescimento tumoral, revela a importancia da identificacdo dessas substancias e as novas
oy eqs . N 83 sz .

possibilidades criadas para o tratamento do cancer . O tumor primdrio parece produzir

fatores que inibem a angiogénese da metdstase. Isto € observado quando apds a retirada

. p 84.85
do tumor primdrio as metastases que estavam dormentes comecam a se desenvolver .

Co . < . . 74,86,87
Um dos fatores antiangiogé€nicos conhecidos € a angiostatina .

Evidéncias
experimentais demonstram que a angiogénese também contribui com 0 processo
metastatico, pois a medida que ha expansao da vascularizacdo, maior € a superficie para o
escape de células tumorais na circulacdo, o que também pode ser facilitado pela
imaturidade dos vasos formados®. O papel da angiogénese na progressio do tumor
primdrio e sua associacdo com metdstases hematog€nicas e sobrevida, tem sido
extensamente estudado principalmente em neoplasias da mama, pulmdo, trato
gastrointestinal e genitourindrio, demonstrando associacdo estatisticamente significativa

. o . fog: . 8891
entre a intensa neovascularizagio e pior prognéstico®*".

Tabela 5 — Substancias enddgenas que apresentam efeito angiogénico

Fatores pro-angiogénicos Fatores antiangiogénicos
Fatores de crescimento de fibroblastos Interferon a e B

Fator de crescimento do endotelio vascular Interleucina-12

Fator de crescimento derivado de plaquetas Trombospondina-1 e 2

TGF-a, TGF-$ Fatores derivados de cartilagem
Prostaglandinas E-1 e E-2 Endostatina

Interleucina-8 Angiostatina

Cicloxigenase-2 Vasostatina

Tissue Factor Angiopoetina 2

Oxido Nitrico Inibidor de crescimento do endotelio vascular
Angiogenina

3.6.3.1 Densidade microvascular e cancer

A imunoistoquimica possibilita identificar e quantificar a microcirculacdo do

tumor o que nao € permitido com as técnicas convencionais de microscopia. A densidade
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microvascular (DMV) é o método mais utilizado para mensurar a angiogé€nese. As
pesquisas que estudam a angiogénese, além de seguir um delineamento uniforme dos
estudos, necessitam seguir critérios padronizados para a identificagdo e quantificagdo
microvascular. Inicialmente foram propostos por Weidner e colaboradores® e,
posteriormente, uniformizados em dois Consensos Internacionais de metodologia e
critérios de avaliagdo da angiogénese em tumores sélidos publicados em 1996 e 20027,
Virios estudos demontram que a DMV se correlaciona com o crescimento do tumor e
ocorréncia de metdstases a distdncia’”. Para a marcacao dos vasos na imunoistoquimica
sdo utilizados anticorpos, sendo o anti-CD31, anti-CD34, anti-CD105 e anti-FVIII os mais
utilizados”. O anti-CD31 foi inicialmente amplamente utilizado, entretanto atualmente a
preferéncia € pelo anti-CD34 pois o anti-CD31 apresenta reacdo cruzada com células
plasmdticas que sdo comuns em areas inflamatdrias do tumor ocasionando falsos positivos
87949 0 anti-FVIII tem a capacidade de identificar vasos maduros e imaturos’®. O anti-
CD105 parece ser um marcador promissor, porém poucos estudos o utilizam”.

Wiedner e colaboradores **, estudaram 49 pacientes com carcinoma de mama
e foram os primeiros pesquisadores a demonstrar associacdo entre a contagem de
microvasos € o potencial de desenvolver doengca metastitica. Na pesquisa 0s vasos
corados foram contados nas dreas de maior concentracdo vascular, denominados hot
spots, pois devido a heterogeneidade intratumoral a quantificagdo microvascular total
implicaria na avaliagdo de extensas dreas do tumor. Conforme critérios propostos, a
selecdo de dreas representativas na sec¢do histoldgica inicia-se por microscopia optica, em
pequeno aumento, a procura de dreas com intensa neovascularizacdo, ou hot spots, que se
localizam principalmente na margem tumoral invasiva.®"7 A contagem microvascular

€ realizada nas dreas hipervasculares, pois estas se originam de clones celulares tumorais

com o mais alto potencial angiogénico e consequentemente, com maior probabilidade de
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N . - e A . . ~ 93 . , -
acesso a circulacdo sistémica e de metastatlzagaog. Uma vez que tais dreas sao
identificadas, a quantificacdo € realizada em grande aumento, sendo o resultado expresso

(1 . . 0,97
pela média entre as dreas hlperv.'clsculares9

. Recentemente, incrementos técnicos com a
andlise digital de imagem tem sido introduzidos. A andlise digital representa um método
mais objetivo de quantificacdo microvascular e permite a redugcdo da variacdo
interobservador encontrada na contagem manual analdgica convencional®®.

Seguiram-se pesquisas avaliando a densidade microvascular e sua correlagdao
com o progndstico de outros tumores como o carcinoma de pulméo,89 de préstata90 e
melanoma® .

As publicagdes que relacionam a densidade microvascular (DMV) e neoplasias de
diferentes dreas mostram que o significado clinico da DMV apresenta ampla variacdo
quanto a sua importancia progndstica. A maioria dos estudos incidem nas neoplasias
gastro-intestinais € mostram que a neovascularizagdo € fator de prognéstico importante,
porém alguns resultados negativos colocam dividas a este respeito.

No cancer de esofago trés estudos japoneses demonstram que a DMV ¢ fator

f i 100-102
adverso para o progndstico

sendo que dois deles consideram fator de progndstico
independente quando comparado a outros parametros convencionais. Contrarios a estes
estudos, Torres e colaboradores avaliando 45 pacientes com adenocarcinoma de Barret e
22 pacientes com carcinoma epidermdide concluem que a DMV nao se corelaciona com a
sobrevida dos pacientes, entretanto observaram que nos tumores extensos havia grande

. 103 104
densidade de vasos . Chou e colaboradores

em 51 pacientes com cancer de esdfago
demonstraram que a alta densidade vascular € fator independente de progndstico para a
presenca de metéstase linfonodal com pior sobrevida para estes pacientes.

No céancer gastrico seis estudos de quatro grupos de pesquisadores japoneses

consistentemente demonstram significativa influéncia da DMV no progndstico dos
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pacientes 1105199 " Oytros dois trabalhos afirmam que a DMV seria preditivo de metastase
linfatica no cancer gastrico precoce“o‘llz.

O valor prognéstico da DMV no cancer colo-retal tem sido extensamente
estudado. Frank e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a alta densidade
vascular estd associada a mau progndstico em pacientes submetidos a ressec¢do de

- 113
tumores N negativos

. Um outro estudo, com analise multivariada, reporta que a alta
densidade vascular € preditivo de recorréncia em pacientes submetidos a cirurgia também
N negativosm. Ohe e colaboradores avaliando a densidade vascular na profundidade do
tumor cdlo-retal concluem que a alta densidade € fator preditivo independente para a

formacdo de metastase linfonodal'"®

.Vdrios outros trabalhos demonstram correlacdo entre
a alta densidade vascular € mau prognéstico“6'120. Contrério a estes autores, dois estudos
ndo encontraram associacao entre a DMV e valor progndstico em pacientes com cancer
c6lo-retal N-"2""122,

Weidner e colaboradores ** estudando 49 pacientes com cancer de mama invasor
foram os pioneiros a demonstrar que a contagem de microvasos foi maior nos pacientes
que desenvolveram doenca metastdtica, sugerindo que a DMV seria fator preditivo
independente para o desenvolvimento de metédstases. O nimero de vasos por campo
(magnificacdo de 200 vezes) foi de 45 para pacientes sem doenca metastatica e de 101
para os pacientes com metdstase.

Até 2007 foram publicados 16 trabalhos de densidade microvascular em
carcinoma epidermdide de cabeca e pescog¢o e poucos corelacionando a DMV com a
metastase. Os estudos mostram que a DMV representa um fator de progndstico
independente onde a atividade angiogé€nica teria impacto negativo na evolucdo destes

. . . 123 - .
pacientes. Gasparini e colaboradores "~ relataram um nimero maior de vasos que Gallo e

124. . . . ~
colaboradores “*, sendo mais elevado em doentes com metéstases, ja alguns estudos ndo
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fazem diferenga entre pacientes com ou sem metéstases. A média de nimero de vasos é

diferente entre os trabalhos publicados sendo impossivel estabelecer um ponto de corte
. ~ . 4 94
entre tumores de baixa e alta expressdo para metdstases, até o presente momento .

Shpitzer e colaboradores pesquisaram 20 pacientes com carcinoma de boca T1 sendo 10
metastaticos e encontraram resultado significativo quanto a maior DMV em pacientes
metastaticos. Também afirmaram que a DMV € heterogenea e preconizam que os hot

125 R
. Williams e

spots devem ser escolhidos na drea das extremidades do tumor
colaboradores'*® demonstraram o valor prognoéstico da DMV em pacientes com carcinoma
epidermdide de boca T1-T3NO. Ascani e colaboradores em 64 pacientes com cancer de
boca encontraram correlacido significativa entre a DMV e o grau de diferenciacdo do
tumor e a presenca de metdstase linfatica cervical®. Shintani e colaboradores'’ e Penfold e

28

1 £ ~ N .
colaboradores = também encontraram correlacido entre a DMV e a metdstase cervical e

Logs A 12
mau progndstico em cancer de boca. Kyzas e colaboradores ’

em 69 pacientes com
cancer de cabeca e pescoco utilizando o CD31 e o CD34 ndo observaram diferencas entre
estes dois marcadores e concluiram que a alta densidade microvascular estd associada aos
estadiamentos T3 e T4, presenca de linfonodo e a menor sobrevida dos pacientes. Na
andlise multivariada somente o linfonodo foi considerado fator independente de
prognéstico. Em outro estudo Kyzas e colaboradores'® utilizando o CD105 em 108
pacientes com cancer de cabeca e pescoco demonstraram que a DMV estd associada a
presenca de metéstase cervical sendo considerado fator de progndéstico independente para
sobrevida quando comparado com o T e a presenca de metdstase. Martone e
colaboradores"! também usando o CD105 em 127 pacientes com cancer de cabeca e
pescoco encontraram associacdo da DMV com a presenca de metdstase cervical e
sobrevida dos pacientes. Murray e colaboradores em 51 pacientes com cancer de laringe

_— . fogr 132
encontraram associacdo da DMV com a presenca de metdstase e mau progndstico ™.
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. 1 . A
Lopez-Graniel e colaboradores °° em 33 pacientes com cancer de cabegca € pescoco

. . 134
pesquisados e Chien e colaboradores

em 73 pacientes de hipofaringe encontraram
associacdo da DMV com a presenca de metéstase e recorréncia neoplasica.

Hannen e colaboradores'” identificaram um ndmero maior de vasos
possivelmente por ter sido o Unico a usar andlise digital. Esta pesquisa encontrou uma
densidade elevada de vasos em pacientes que ndo apresentavam metéstases, resultado

36

.. . . . 1
similar foi encontrado em carcinoma de rim por Herbst e colaboradores Estes

87,88

resultados s@o contrdrios ao que Weidner e Folkman publicaram . Em seu trabalho

Hannen também avaliou o didametro dos vasos e observou que nos tumores metastaticos os
vasos eram maiores e menores nos nio metastaticos’".

Gleich e colaboradores'?” ndo encontraram correlacdo entre a DMV avaliada com
CD31 e o progndstico de 19 pacientes T1 com cancer de boca. Concluem que € dificil
diferenciar microvasos de neovascularizacdo e que a drea de estudo selecionada pode
ndo representar a angiogénese do tumor, comentam também o nimero exiguo de

¥ em 31 pacientes

pacientes estudados. Em um segundo estudo, Gleich e colaboradores'
com tumores T2-T4 de boca utilizando dois marcadores de angiogénese, o CD31 e fator
VIII, ndo encontraram associacdo com a presenca de metdstase € com a sobrevida e
acreditam que os tumores de boca sio menos angiogénicos que neoplasias de outros

orgdos. Leedy e colaboradores'*’

em 57 pacientes T1 e T2 com céancer de lingua nao
observaram correlacdo entre a angiogénese € a presenca de metastase cervical. Amar e
colaboradores em carcinomas de lingua também concluiram que ndo havia correlagdo dos
vasos no sitio primdrio e a incidéncia de metdstases, além disso ndo encontraram
correlacdo da DMV com o tipo histolégico e tamanho do tumor' . Moriyama e

colaboradores em 44 pacientes com cancer de boca ndo encontraram associacio da DMV

com o sitio do tumor, o tamanho do tumor, grau de diferenciacdo e com a presenca de
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metéstase cervical. Nos pacientes com metdstase observaram menor nimero de vasos
< e A copi o141
porém sem singificancia estatistica .
Até a presente data ndo hd uma prova entre a densidade vascular e metéstase.
Frente a esses achados conflitantes na literatura, a busca de outros fatores associados a
angiogénese tumoral, além da contagem dos vasos, parece fundamental para que se possa

compreender melhor a biologia das lesoes.

3.6.3.2 Fator tecidual, angiogénese e cancer

A ocorréncia de fendOmenos trombo-embodlicos em pacientes com cancer foi
inicialmente relatada por Trousseau em 1865 definindo a sindrome que leva o seu nome.
Anormalidades na coagulacdo estdo presentes em 90% dos pacintes com doenca
metastatica e os fendmenos trombo-embolicos representam a segunda causa de Obito

142,143

relacionadas ao cancer . Pacientes com cancer tem 10 vezes mais risco de fendmenos

tromboembdlicos'*. A fisiopatologia dos fendmenos trombo-embdlicos no paciente com
cancer € complexa e estd relacionada a propriedades pré-coagulantes do tumor, a células
endoteliais da propria neoplasia € a processos inflamatérios'*. Contribuem também a
estase venosa, os defeitos vasculares e a diminui¢cdo de fatores inibidores ao processo de
fibrindlise que sdao mecanismos normais de defesa, os quais predispdem o paciente com
cancer a um estado de hipercoagulabilidadel46.

Os pacientes com trombose venosa profunda tem risco nove vezes maior de

45.

. P N . 1 A
apresentarem um diagnostico de cancer nos proximos doze meses Os fendmenos

trombo-embdlicos em pacientes com cancer de mama estdo relacionados ao estadiamento

146

da doenca, sendo 0,1% no estadiamento I e 18% nos estadiamentos III e IV™™". A partir da

4 147 .
década de 90, Sorensem e colaboradores ™' demonstraram que os pacientes com
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diagndstico de cancer e com episddios de trombose venosa apresentavam estadiamentos
mais avangados da doencga e tinham pior progndstico. Zacharski® em trabalho prospectivo
randomizado concluiu que o uso de anticoagulantes em pacientes com tumores de pulmao
apresentavam maior sobrevida.

O processo normal de coagulagdo resulta da interagdo entre diversos fatores:
protrombina, célcio, fibrinogénio e um quarto fator conhecido como tromboplastina ou,
fator tecidual (FT)148.

FT é uma glicoproteina transmembrana de 47 kd com 295 aminodcidos. E o
principal regulador da angiogénese oncolégica e ndo parece ser homoélogo a outras
proteinas. O fator tecidual € uma proteina expressa na superficie das células endoteliais
com a fun¢do de manter a homeostase'*. E chamado de fator III ou tromboplastina
tecidual com distribuicdo nao uniforme nos tecidos. Apresenta altos niveis no cérebro
(glia), pulmdo, fibroblastos dos grandes vasos, queratindcitos da epiderme e placenta;
distribuicao intermedidria no coracao, rim, intestino e dtero e baixa distribui¢do em timo,

. » ' 148,150,151
miusculo esquelético, baco e figado

. FT é encontrado na adventicia de grandes
vasos, células de 6rgdos capsulados, epiderme, endométrio e epitélio mucoso. As células
epiteliais da cavidade uterina também expressam TF presumivelmente para proteger a
mae de sangramentos durante a gestagéolso. As células extravasculares expressam o FT, ja
o endotélio vascular ndo, evitando coagulacdo intravascular. As células intravasculares
como as plaquetas, leucdcitos e células endoteliais podem expressar FT quando
submetidas a situacOes especificas, como: injuria vascular, defeitos estruturais dos vasos
(ruptura do endotélio), alteracdo funcional do endotélio (ativacdo ou estimulo
angiogénico), entrada na circulacio de células que expressam FT ( células inflamatdrias,
cels neoplasicas) ou por vesiculas contendo FT na circulagﬁog(’. A importancia fisiolégica

. . . 4 152
do FT intravascular é desconhecida porém sabe-se que pode desregular a homeostase ~~.
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O aumento da expressdo do FT esta relacionado com o fendmeno de trombose
especialmente em pacientes com cancer e também com infec¢do e arteriosclerose.

O FT modifica as propriedades das células tumorais alterando a produgdo de
moléculas de crescimento e atua na angiogénese induzindo a produgdo de trombina
estimulando a célula endotelial a se dividir'®. A interacdo do FT com o fator VIla
acarreta aumento na sintese de fatores pro-angiogénicos. O FT atua como pro-angiogénico
por duas vias fisiopatolégicas, uma dependente da coagulagdo e outra ndo.

A primeira resulta da ativagcdo da trombina pela ligacdo fo FT ao fator VII. O
fator VIla apresenta-se em baixos niveis na circulagcdo, porém sua atividade proteolitica s6
€ ativada quando em contato com o FT, que ocorre por exemplo, quando hé ruptura de um
vaso'™*. O FT ativa o fator VIIa formando o complexo FT/Fator VII. Este transforma o
fator X em Xa que converte a protrombina em trombina. A trombina induz a
transformac¢do do fibrinogénio em fibrina iniciando a formagdao do coégu10150’153’155. A
presenca de trombina resulta em lise dos fibrinopeptideos A e B a partir da molécula do
fibrinogénio, o que determina a conversao deste em fibrina. Niveis plasmdticos elevados
de fibrinopeptideo A foram relacionados ao crescimento do tumor'*. A presenca de
trombina também promove ativagdo de plaquetas, que se unem a fibrina formando o
codgulo. Fatores pro-angiogénicos liberados pelas plaquetas, dentre eles o VEGF,
contribuem para a migracdo e a proliferacdo de células endoteliais'**. O VEGF, por sua
vez, induz o aumento da permeabilidade vascular que determina escape de proteinas
plasmadticas, especialmente a fibrina, as quais formardo uma matriz ao redor das células
tumorais'’. A partir desta matriz, que serve como base de migracdo de células endoteliais
e angiogénese tumoral, existe a liberagdo de novos agentes que estimulam a proliferagdo

o ~ . S oA 158
vascular, contribuindo para manuten¢do e aumento do estimulo angiogénico ™.
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Yu e colaboradores® descreveram a segunda via de incremento a angiogénese
nao diretamente relacionada a cascata da coagulagdo. O processo envolve a fosforilagcdo
da porcdo citoplasmitica do FT e induz a formacdo de uma seqiiéncia de sinais
intracelulares que resultam na transcricio de vdrios genes, entre eles, o fator de
crescimento vascular endotelial, resultando em um potente estimulo angiogénico. O FT
tem importancia na angiogénese fisioldgica e patoldgica. A deficiéncia de FT em ratos
transgéncicos ocasiona mortalidade do embrido devido a formacdo vascular

. . 159
insuficiente .

Embrides com deficiéncia de VEGF também apresentam lesdes
semelhantes, sugerindo que o FT e o VEGF regulam funcdes similares'®'®! A ativacao
do FT aumenta a transcricdo do VEGF, levando a inibi¢cdo da trombospondina e potente
estimulo angiogénicol(’z.

O VEGEF ¢ o fator pré-angiogénico predominantegz. Diferentes estudos indicam
que o fator tecidual apresenta a capacidade de estimular a expressao do VEGF
estimulando a angiogénesel63’l64’l65.

A alteracdo da atividade do processo de angiogénese resulta de desequilibrio entre
os fatores pro e antiangiogénicos. O FT participa desse processo estimulando a producdo
de VEGF e pela supressio da trombospondina, um peptideo com atividade
antiangiogénicagl. Amirkhosravi e colaboradores'® demonstraram que o VEGF e o fator
tecidual aumentam suas expressdes em situacdo de hipoxia do tumor. A atividade pro-
angiogénica do FT é confirmada pela associagdo positiva entre sua expressio € o

‘s . . . 167 168 ~ 169,
aumento da DMV em vadrias neoplasias malignas como préstata ~', mama , pulmio e

carcinoma colorretal'”’.
A partir da identificagdo do FT como participante importante do processo tumoral

em diversas neoplasias malignas, varios estudos foram desenvolvidos para identificar a

sua expressao e correlaciond-la com fatores progndsticos usualmente utilizados.
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Alteracdes da expressdo e exposicao do fator tecidual acarretam crescimento do
tumor por aumento da angiogénese e maior chance de metdstases'”. O FT é mais
comumente observado em tumores metastéticos'®*.

Seto e colaboradores”o, analisando 67 pacientes com tumores colo-retais,
demonstraram aumento da incidéncia de metastases hepéticas e pior sobrevida aos trés
anos nos tumores com expressao mais elevada do fator tecidual. Utilizaram uma dilui¢do
1:100 e a leitura da expressdao foi em quatro categorias: ausente, pouco, moderado e alta
expressdo. Consideraram positivo moderado e alta. Houve correlagdo com o tipo
histolégico e TNM. Estadiamento e FT foram fator de progndstico independente para

metastase hepdtica. Foi também significativa a relacdo do FT com a sobrevida'”".

1 . . . )
, também avaliando adenocarcinomas de célon e reto,

Nakasaki e colaboradores'’
demonstraram que houve relacdo entre o estadiamento em graus mais avancados da
neoplasia e a expressdao do FT. Yu J e colaboradores demonstraram em carcinomas de
cOlon que hé relagdo da expressio do FT com a sobrevida e estd corelacionado com
metastases linfaticas e hepaticas. Também demonstraram sua alta expressdo com a
densidade vascular e VEGF %2,

Versteeg H e colaboradores referem que o FT esta expresso em 57% dos pacientes
com cancer de colon e em 88% dos pacientes com cancer de colon e doenca hepatica
metastatica'>*.

Poon e colaboradores'’> avaliaram 58 casos de carcinoma hepatocelular,
comparando a expressio do FT com densidade microvascular e outros fatores
progndsticos, encontraram associacdo positiva do FT a maior DMV e expressdo de

VEGEF. A expressao positiva para FT se relacionou com tumores mais invasivos € estagios

clinicos mais avangados, sendo fator progndstico independente.
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Kaido e colaboradores'””, da mesma forma, encontraram importancia progndstica
em relacdo ao FT em casos de carcinoma hepatocelular. Individuos com tumores que
expressavam o FT apresentaram uma maior freqii€ncia de trombose neoplasica da veia
porta, metdstases intra-hepdticas, hipoalbuminemia, e invasdo capsular. A sobrevida livre
de doencga foi significativamente maior em pacientes com pequena expressdo do FT, o
que, nesta amostra, demonstrou que o mesmo € um fator progndstico negativo
independente.

Khorana e Finem, em artigo de revisdo, relataram a incidéncia de fendmenos
trombo-embodlicos em 17% a 57% dos pacientes com cancer de pancreas e constataram
que as células dessa neoplasia ativam plaquetas e diversos outros fatores pré-coagulantes,
sendo o FT um dos principais. A ativacdo da coagulacdo poderia estar relacionada ao
crescimento tumoral e a angiogénese. Kakkar e colaboradores'” .em estudo de 55 casos de
carcinomas ductais pancredticos, demonstraram que tumores mais indiferenciados
apresentam maior expressao do fator tecidual.

Além dos 6rgdos do trato gastrointestinal, existem diversos relatos do FT como
importante fator progndstico em outras neoplasias. Hamada e colaboradores'’®, estudando
44 espécimes de gliomas, mostraram relacdo entre a intensidade da expressdao do FT e o
grau de diferenciagdo tumoral. Em seu estudo, todos os gliomas expressaram o FT,
porém, enquanto apenas 10% dos gliomas benignos (graus I e II) foram intensamente
positivos para FT, 86% dos astrocitomas anaplasicos (grau III) e 95% dos glioblastomas
(grau 1V) expressaram de forma moderada ou intensa essa proteina.

No adenocarcinoma de prdstata, Abdulkhadir e colaboradores'®’ e Carvalhal'”’
demonstraram que a atividade do FT apresentou associagdo direta com niveis mais
elevados de PSA e com a DMV. Quando quantificada a densidade microvascular nestas

lesdes, os indices mais elevados foram observados nos casos positivos para FT, levando
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os autores a concluirem que a sua expressdo poderd servir como um marcador da
agressividade dos tumores prostiticos, assim como um indicador de angiogénese
aumentada. Os mesmos resultados foram confirmados por Akashi e colaboradores'”®, os
quais relataram que os pacientes com doenga metastatica apresentaram alta expressido do
FT.

Koomagi e Volm'® demonstraram a relagdo entre expressao do FT, intensidade do
VEGF e densidade microvascular em neoplasias de pulmao do tipo ndo pequenas células.
Os pacientes com maior intensidade de expressdo do FT tiveram pior prognostico e
sobrevida menor. O FT foi comparado com a resisténcia do tumor a droga doxorubicina
“in vitro”, e os pacientes que nio expressavam a proteina foram mais resistentes a droga
do que os que a expressavam. Os autores sugerem que o FT possa ser utilizado como
fator prognéstico e preditivo para o tratamento dessa neoplasia.

Contrino e colaboradores'” identificaram alta expressdo do FT em carcinomas de
mama e encontraram também relacdo prognoéstica, ndo encontrando tais achados em
pacientes com doencas benignas. Vrana e colaboradores'® encontraram associacao
significativa entre a presenca do FT e a progressdo para o carcinoma de mama invasivo.

A o £ oss 180
Um estudo em cincer de mama mostrou que o FT plasmético tem valor progndstico ™.

Nos tumores ovarianos de origem epitelial, Wang e colaboradores'®' relataram a
importancia do fator tecidual na evolugdo clinica destes pacientes. O aumento da
atividade de genes relacionados a proteinas de coagulacdo apresenta correlacdo com
atividade proliferativa celular, potencial de invasdo, angiogénese, producdo de ascite e
metastases. Os autores também propuseram que estudos sobre o bloqueio das rotas de
coagulacdo e inflamacdo poderdo propiciar novas alternativas para terap€utica nesses

tumores.
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Poucos estudos foram realizados contemplando a relagdo entre o fator tecidual e o
cancer de estdmago. Um relato esporddico sugeriu que a producdo do FT pode estar
relacionada com complica¢des pulmonares em paciente com adenocarcinoma géstricolgz.
Jiao e colaboradores,'®® demonstraram em 80 pacientes que a positividade para o FT,
VEGF e DMV ¢ significativamente maior nos pacientes com neoplasia maligna.
Avaliacdo in vitro de espécimes de cancer gdstrico humano mostrou que nem todas as
linhagens tumorais apresentam expressao elevada de FT, porém as associadas com maior
expressao de FT e VEGF podem ser manipuladas € o bloqueio do excesso de
vascularizacdo pode ser obtido'™*.

A expressdo seletiva do FT em células tumorais e no endotélio vascular torna-o
alvo interessante para tratamentos dirigidos. Hu e Garen'®® desenvolveram um tratamento
molecular capaz de seletivamente localizar e destruir, em ratos, células tumorais que
expressavam o FT em modelo de melanoma humano. Nilsson e colaboradores'*®
obtiveram trombose seletiva € morte de células tumorais em modelos de teratocarcinoma,

adenocarcinomas de célon e sarcomas de ratos, pelo uso de anticorpos especificos. Tal

estratégia de tratamento produziu diminui¢do significativa dos tumores, embora o tecido
residual tenha permitido recidiva tumorosa.

Poucos trabalhos estudam a associacdo do FT com metdstase e sobrevida em
cancer de cabeca e pescogo. Callander e colaboradores em 1991 pesquisaram a presenga
do fator tecidual em tumores s6lidos de diferentes 6rgaos. No cancer de cabeca e pescogo
pesquisaram em sete pacientes e encontraram expressdo em todos e afirmaram que
embora seja expresso em carcinomas epidermdides de cabeca e pescogco sdo raros os
fendmenos trombo-embodlicos nestes pacientes187. Wojtukiewicz e colaboradores

pesquisaram a expressdo do fator tecidual em carcinomas de laringe e encontraram
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expressdo em todos os casos. A expressao foi maior em dreas com células imaturas e
também foi observada a expressdo em dreas de epitélio normal'®®.

Frente a estes achados o estudo das interacdes entre o fator tecidual e o céncer,
especialmente no que se refere aos seus mecanismos de agdo, pode abrir um campo
alternativo de tratamento das neoplasias malignas, envolvendo ndo s6 o controle da
expressdo de substincias pré-angiog€nicas, mas também dos sistemas regulatorios da
coagulac¢do sangiiinea.

A compreensdo da biologia molecular no cancer de cabeca e pescogo
objetiva a melhora do tratamento e também a deteccdo de novos tumores. O uso de
marcadores bioldgicos moleculares pode contribuir para o conhecimento do progndstico,
no estudo histolégico das lesdes, nos protocolos de tratamentos e na avaliagdo da resposta
a agentes terapéuticos69. Os marcadores de angiogénese como o fator tecidual e a
densidade microvascular abrem um campo interessante de pesquisa na busca da
compreensdo dos mecanismos de evolucdo do cancer possibilitando estratégias
inovadoras de tratamento.

Este é o primeiro estudo pesquisando o fator tecidual como fator prognéstico no

cancer de boca.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Populacdo e amostra

Para a realizacdo do presente trabalho, foi desenvolvido estudo de coorte
histérico, com componentes contemporaneos, que incluiu 53 pacientes portadores de
carcinoma epidermdide de boca, tratados cirurgicamente pelo autor, no periodo de janeiro
de 1991 a dezembro de 2005. Os pacientes foram submetidos a resseccdo cirturgica do
tumor em seu local de origem e dos linfonodos cervicais. A cirurgia dos linfonodos
cervicais incluiu pacientes que clinicamente ndo apresentavam metdstases (N-), e de
pacientes que clinicamente foram diagnosticados como metastiticos (N+).

A pesquisa da expressdo do fator tecidual e densidade vascular foi realizada em
laminas histoldgicas obtidas do tumor primdrio. Foram revisados os prontudrios com
coleta de dados clinicos pré-cirurgicos, coleta de dados do exame andtomo-patoldgico da
peca cirdrgica e a evolucao pds-cirdrgica quanto a sobrevida dos pacientes.

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentavam uma ou mais das

seguintes situagoes:

¢ (Cirurgia sem intencdo curativa.

e Espécimes de anatomia patoldgica sem condicdes para as andlises
histolégicas apropriadas

e Qutras neoplasias concomitantes ou histéria de tumores prévios.

e Terapia neo-adjuvante (quimioterapia e radioterapia).

e Pacientes cujos dados de prontudrio estavam incompletos.
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¢ Impossibilidade de definir o estadiamento clinico

4.2 Coleta de dados

4.2.1 Aspectos clinicos e varidveis demogréficas.

A coleta de dados sobre os pacientes foi retrospectiva, com a revisdo de

prontudrios da clinica privada do autor.

Os dados clinicos e fatores de risco coletados foram:

Sexo — masculino e feminino

Idade — Considerada a idade do paciente na data do tratamento
cirtrgico.

Localizacdo do tumor — lingua, assoalho, ldbio, gengiva, trigono
retro-molar e mais de uma localiza¢do na boca, ou extensdo para
orofaringe, ou outra drea de localiza¢do na boca como bochecha e
palato duro.

Classificacdo T e N, pré e pos-cirurgica. Conforme a classificacao
TNM da Tabela 2. Agrupados em T1-T2 e T3 -T4 quanto ao T e
em N- e N+ quanto ao N.

Sobrevida — Medida em meses entre a data da cirurgia e a
ultima consulta. Foi observado o 6bito pela doenca ou o
o6bito  por outra etiologia. Para os pacientes em

acompanhamento e 0s pacientes que nao compareceram mais as



44

revisoes foi considerado o numero de meses até a udltima

consulta.

4.2.2 Aspectos histologicos

Os dados histolégicos foram:

¢ Grau de diferenciacdo celular — definido pelo exame anatomo-
patolégico em bem diferenciado (Gl), moderadamente
diferenciado (G2) e pouco diferenciado (G3).

¢ Invasdo vascular — sim ou ndo.

¢ Infiltragdo de bainha nervosa — sim ou néo.

4.2.3 Imunoistoquimica

Foram obtidos os blocos de parafina que continham os tumores priméarios
dos pacientes investigados. Cortes do bloco principal de cada tumor foram feitos com uma
espessura de 4 um. As laminas foram submetidas a recuperacdo antigénica em banho-
maria por 30 minutos a 99°C, utilizando tampao Tris/EDTA, pH 9 (20 mM Tris/0,65 mM
EDTA). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito utilizando-se solucdo de peridrol a
3% (H,0, em dlcool metilico) por 30 minutos. Os cortes foram imersos em solucao salina
a 5% em tampdo PBS (“Phosphate-binding saline”) por 30 minutos para diminuir a

coloragdo de fundo (background). As secgdes foram incubadas com anticorpo monoclonal
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de rato anti-Fator Tecidual humano tipo 1 (Mouse anti-human tissue factor, type 1 US
Biological — type Mab, IgG1 clone 2K1) com dilui¢do de 1:30 e anticorpo monoclonal de
rato anti-CD34 (CD34 classe II, Clone QBEnd 10 Dakocytomation) com dilui¢do de
1:400. O sistema de deteccdo utilizado foi o Kit Dako LSAB + peroxidase
(Streptoavidina). Os  cortes foram revelados usando-se cromégeno  3,3-
diaminoazobenzidina (DAB) e tampao PBS em solucdo a 0,002% de peroxido de
hidrogénio e contracorados com hematoxilina, sendo desidratados, clarificados e,

finalmente, montados com balsamo e laminula.

4.3 Anélise Imunoistoquimica

O sistema de analise digital utilizado foi composto por microscépio Optico (Zeiss
Axioskop 40, Oberkohen, Alemanha), com lentes neofluares, conectado através de
videocamera (Roper Scientific, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) a um
microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com 512 MB de memoria RAM, disco rigido de
160 GB e placa de captura (Image Pro Capture kit, Media Cybernetics, Silver Spring,
EUA). Para a analise digital das imagens, foi utilizado o programa Image Pro Plus versdo
4.5. Esse programa permite a captura da imagem digital com a possibilidade da inser¢ao
de grade de correcdo, marcacdo e contagem das areas de interesse. As imagens foram
capturadas no formato .TIFF (True Image Format File). O processo de captura das
imagens foi realizado no Laboratorio de Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Lucas de
Porto Alegre.

A contagem dos microvasos foi realizada em seccdes de tecido neoplasico dos
blocos de parafina, em cortes imediatamente adjacentes aos usados para identificacdo da

area tumoral e dos usados para avaliacdo do fator tecidual. Foram realizados controles
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negativos em tecido da boca, uvula, ndo-neopldsico, que ndo expressaram os antigenos do
estudo. Controles positivos em tecido de carcinoma prostatico confirmaram a reatividade
dos marcadores. A identificacdo da microvascularizacdo foi realizada através da selecdo
dos pontos mais vascularizados, preferencialmente na regido periférica do tumor,
examinadas com magnificacdo baixa (50X). Essas dreas hipervascularizadas,
denominadas hot spots, sdo representativas dos locais de maior densidade microvascular.
ApOs a sua identificacdo, foi realizada a captura da imagem em vinte campos diferentes
para a contagem dos vasos com uma magnificagdo de 200X, correspondendo a area de
0,7386 mm”. Qualquer célula ou grupamento celular demonstrando coloragdo positiva
(coloracao acastanhada), claramente isolada de vasos maiores adjacentes, células tumorais
e outros elementos do tecido conjuntivo, com ou sem limem e /ou eritrécitos foi
considerado um microvaso contdvel (figura 1). Areas de fibrose, hemorragia, necrose,
inflamacao, microvasos esparsos e vasos com parede muscular foram excluidos da

88,92
contagem

. Nao foi necessaria a visualizagdo da luz vascular ou a presenca de
hemécias, pois o didmetro médio dos capilares € de 10 a 12 micrometros, semelhantes ao
maior didmetro de uma hemadcia. Tanto células isoladas quanto vasos maiores, porém sem
parede muscular ou adventicia, foram incluidos na contagem. A inser¢do de uma grade de
correcdo resultou em campo com amplitude de 600 x 440 pixels, correspondendo a drea
de 0,66 mm?. Somente foram contados os vasos dentro da drea da grade, ou que tocassem
a linha de demarcacdo pontilhada (Figura 2) como preconizado por Gundersen e

190 . . . . .
colaboradores . A contagem foi realizada em uma escala ordinal e, posteriormente, foi

realizada a média aritmética dos vinte campos selecionados em cada paciente.
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Figura 1. Coloracdo de microvasos (marrom) por anticorpos anti-CD 34
em sec¢do de tumor (magnificacdo de 200X)

A quantificacdo da expressdo do FT foi avaliada pela reatividade do anticorpo,
utilizando-se para afericdo uma lente objetiva com magnificacdo de 100x. A expressdo do
FT foi classificada em quatro categorias: 1 (0 a 25% das células com carcinoma coradas),
2 (26% a 50% das células com carcinoma coradas), 3 (51% a 75% das células com
carcinoma coradas) ou 4 (76% a 100% das células com carcinoma coradas)m’lgo.

Esta varidvel foi avaliada independentemente por dois observadores treinados,
nao havendo discordancia entre os dados computados para este quesito. As figuras 3 e 4

exemplificam a classificacdo acima proposta respectivamente com lesdes na categoria 1 e

4.
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Figura 2. Imagem obtida no programa apds a inser¢do de grades de
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Figura 4. Alta expressdo do fator tecidual em carcinoma epiderméide de
boca (magnificacdo de 200x)

4.4 Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas por média e desvio padrdo, enquanto
que para as varidveis qualitativas utilizaram-se percentuais. A comparacao das varidveis
quantitativas nos grupos foi realizada pelo teste t de Student e no caso das varidveis
qualitativas pelo teste do Qui-quadrado. Medidas de associacdo como o odds ratio e o
risco relativo com seus respectivos intervalos de confianca foram complementarmente
realizados. Para ajustar a associagdo entre fator tecidual, densidade microvascular e
metdstase frente a diversos potenciais fatores de risco, utilizou-se a regressdo logistica
multivariada.

As curvas de sobrevivéncia foram calculadas com o método de Kaplan- Meyer.

As mortes que ndo foram decorrentes do tumor primdrio ou suas metdstases ndo foram
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consideradas como falha de tratamento e sim como observacdes censuradas. As diferencas
entre as curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste log rank. Para ajustar
simultaneamente os efeitos dos diversos fatores considerados e sua relacio com a
ocorréncia de obito, foi utilizada a regressd@ao de Cox. Os valores de P menores que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

Para a andlise estatistica, os dados foram processados e analisados com o auxilio
dos programas SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows 11.0 e Excel

2003.

4.5 Etica

O estudo esta em conformidade com os itens III.3.1 e IIL.3.t das Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo CNS
196/96), bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas
Biomédicas Envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993).

Foram respeitados os principios enunciados na Declaracio de Helsinque
(WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 1996), mantendo-se em sigilo a identidade dos
pacientes, cujos dados foram identificados apenas pelo niimero de registro no projeto.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (Protocolo niimero 298/01 - CEP).

As anélises realizadas neste estudo nio implicaram em quaisquer modificacdes
no tratamento da doengca e em momento algum foram introduzidas coletas adicionais. Nao
foram previstos quaisquer riscos ou transtornos aos pacientes, pois toda a pesquisa foi
realizada em material bioldgico que necessariamente tinha sido retirado como parte do

tratamento. Por ser um estudo retrospectivo e ndo havendo risco, a assinatura de um termo
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de consentimento foi considerada ndo aplicdvel a este projeto. Entretanto, se tivesse
ocorrido alguma descoberta que pudesse modificar positivamente o tratamento e
acompanhamento das pacientes, estes poderiam ter sido localizados e informados a

respeito nos casos em que o Comité de Etica em Pesquisa tivesse julgado procedentes.
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5. RESULTADOS

No periodo de janeiro de 1991 e dezembro de 2005 foram tratados 96 pacientes
pelo autor. Foram selecionados 53 pacientes que preencheram os critérios de inclusao
para o presente estudo. As principais causas de exclusdo foram problemas com blocos de

parafina, dificuldade quanto ao estadiamento e tratamentos oncolégicos prévios.

A distribuicdo dos 53 pacientes quanto a pesquisa do FT, DMV, caracteristicas
clinicas, varidveis demogréficas, caracteristicas histolégicas e sobrevida pode ser

observada nos anexos 1 e 2.

5.1 Aspectos clinicos e varidveis demograficas.

A distribui¢do dos pacientes quanto ao sexo foi de 41 pacientes do sexo
masculino (77,4%) e 12 pacientes do sexo feminino (22,6%). A faixa etdria compreendeu

pacientes entre 46 e 87 anos com uma médiana de 60,2 anos.

As proporcdes da classificacdo T e N no pré e pds-cirdrgico estd representado na

Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo dos pacientes na classificacdo T pré e pds-operatério (pT).

Categoria Numero de pacientes (%)
TleT2 24 45,3
T3 eT4 29 54,7

pTl e pT2 20 37,7

pT3epT4 33 62,3
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A distribui¢do da classificagdo N pré e pos-cirdrgica dos pacientes apresentou

distribuicao de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicao dos pacientes conforme a
classificacao N pré e pds operatoria

Classificacdo N Numero de (%)
pré e pos-cirirgica __pacientes
N- 30 56,6
N+ 23 434
N1 14 26,4
N2 5 9.4
N3 4 7,6
pN- 28 52,8
pN+ 25 47,2
pN1 7 13,2
pN2 14 26,4
pN3 4 7,6

O estadiamento clinico I e II foi observado em 15 pacientes enquanto que 38
pacientes foram classificados em estddios Il e IV.

A distribuicao da localizacao dos tumores estd demonstrada na Tabela 8.

- Tabela 8 — Distribuicdo dos pacientes conforme a localizacdo do

tumor.

Localizagdo Numero de pacientes (%)
Lingua 20 37,7
Assoalho 2 3,8
Gengiva 7 13,2
Labio 1 1,9
Trigono retro-molar 5 9.4
Mais de uma localizagao, 18 34

outra localiza¢do na boca ou
extensdo para orofaringe

A sobrevida foi estudada nos 53 pacientes e pode ser observada na Figura 5. O

6bito pela doenca ocorreu em dez casos. Os pacientes vivos sem doenca totalizaram 27,
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sendo que um paciente estava vivo com a doenga até a redacdo deste trabalho e quinze

pacientes abandonaram o acompanhamento.

(A} LLb 2 1 i
T L3 T T

Sobrevida

L) T L)
0 30 60 90 120 150
Seguimento (meses)

Figura 5: Gréfico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia geral de
obitos pela doenca

5.2 Aspectos Histolégicos

A distribui¢do quanto ao grau de diferenciacdo celular pode ser observada na

Tabela 9.
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Tabela 9 — Distribuicdo dos pacientes conforme o grau de diferenciacdo celular.

Grau de diferenciagao celular Nimero de pacientes (%)
Bem diferenciado (G1) 6 11,3
Moderadamente diferenciado (G2) 39 73,6
Pouco diferenciado (G3) 8 15,1

A infiltracio de bainhas nervosas foi observada em 27 (50,9%) situacdes e
ausente em 26 (49,1%). A embolizacdo vascular foi observada em 19 (35,8%) casos e

ausente em 34 (64,2%) casos.

5.3 Densidade Microvascular e Fator Tecidual

O média de microvasos por campo por paciente variou de 4 a 47,8 com uma
média de 18,47 vasos. Os pacientes foram divididos em dois grupos: o grupo considerado
de baixa densidade em relacdo a média foram identificados 32 pacientes € um segundo
grupo considerado de alta densidade foram identificados 21 pacientes.

Foi observada pouca imunorreatividade para o fator tecidual na maioria das
células tumorais, sendo que trés tumores avaliados ndo expressaram a proteina. Trinta e
quatro tumores foram classificados de baixa expressao (Figura 3) enquanto que 13 foram
alta expressao (Figura 4), escores 3 e 4 ( Tabela 10 ). Em fun¢do do pequeno numero de
pacientes alocados nos escores 2 e 4 e da polarizacdo observada na pouca intensidade da
expressdo do fator tecidual, para melhor andlise estatistica, os casos de escore 0, 1 e 2
foram estudados em conjunto, formando um novo grupo, baixa freqii€ncia de expressao
do fator tecidual, com menos de 50% das células positivas e os casos 3 € 4 formaram um
segundo grupo, considerada alta expressao do fator tecidual, com mais de 50% das células

positivas.
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Tabela 10 . Expressio do fator tecidual em espécimes de carcinoma
epidermdide de boca.

Escore - Fator Tecidual Numero de amostras (%)
1 (0-25%) 34 (64,2)
2 (26-50%) 6 (11,3)
3 (51-75%) 12 (22,6)
4 (76-100%) 1(1,9)

Para a anédlise da regulacdo da expressdo do fator tecidual exercida sobre a
angiogénese nas células tumorais, foi realizada comparacdo do niimero de microvasos nas
dreas de tumor com a expressdo do fator tecidual nas laminas de seccdo adjacente. A
andlise comparativa entre a categoria do fator tecidual e o nimero de microvasos por

campo nao se mostrou estatisticamente significativa (Figura 6).
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Figura 6. Correlagdo entre a expressio do FT (nimero de casos) e a
densidade microvascular (média de microvasos)

5.4 Caracteristicas clinico-patoldgicas, fator tecidual, densidade microvascular e

metastase cervical.

As associagOes e correlagdes entre os pacientes com metdstase (pN+) e sem
metastase (pN-) foi realizada com as caracteristicas clinicas, histoldgicas, fator tecidual e
densidade microvascular e podem ser observadas na Tabela 11.

A localizacao foi estudada considerando a lingua como fator diferencial, visto
que € a regido mais freqiiente acometida pelos carcinomas epidermoéide de boca e pelo

. . . 25,26
maior risco de metastase .

N

A classificacdo N quando associada a confirmagdo histoldgica de metdstase

apresentou sensibilidade em 72% dos casos, sendo 7(28%) pacientes falsos negativos.
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Tabela 11: Comparac@o entre os grupos com metdstase € sem metdstase quanto a
varidveis demogréficas, caracteristicas clinicas, histologicas, fator tecidual e densidade
microvascular.

Com Metastase Sem Metastase

Variavel n=25 (%) n=28 (%) OR 1C95% P
Idade, anos (%)
Abaixo de 60 anos 12(48,0) 18(64,3) -
Acima de 60 anos 13(52,0) 10(35,7) 1,9 0,6a 5,8 0,180
Género, n° (%)
masculino 18(72,0) 23(82,1) 0,6 0,2a2 0,290
Feminino® 7(28,0) 5(17,9)
Lingua, n°® (%)
comprometida 9(36,0) 11(39,3) 1,1 0,4a3,5 0,515
ndo comprometida® 16(64,0) 17(60,7)
Classificacdo T (tumor), n° (%)
Tl eT2® 8(32,0) 16(57,1)
T3eT4 17(68,0) 12(42,9) 2,8 0,9a8,7 0,059
Classificacdo N(nddulo), n° (%)
N-@ 7(25) 23(92)
N+ 18(75) 5(8) 11,8 3,2a43,5 0,001
Estadiamento clinico, n° (%)
Iell® 2(8) 13(46,4)
lelV 23(92) 15(53,6) 9,9 1,9 a 50,6 0,002
Grau de diferenciacdo, n (%)
Gl 1(4) 5(17,8)
G2 19(76) 20(71,5) 4,8 0,5a117,9 0,20
G3®@ 5(20) 3(10,7) 83  04a3182 0,14
Embolizacao, n° (%)
Presente 15(60) 4(14,3) 9 2,3a33,9 0,001
ausente® 10(40) 24(85,7)
Infiltragc@o nervosa, n® (%)
Presente 17(68) 10(35,7) 3,8 1,2a12 0,019
ausente™ 8(32) 18(64,3)
Fator Tecidual, n° (%)
[+] 6(24) 7(25) 0,9 0,3a3,3 0,594
1@ 19(76) 21(75)
Densidade Microvascular,n®(%)
Baixa® 16(64) 16(57,1)
Alta 9(36) 12(42,9) 0,7 0,2a2,3 0,410

Os dados sdo apresentados como média * desvio padrao e freqii€ncia (percentual). OR: odds ratio;
1C95%: intervalo de confianca de 95%. © Categoria de referéncia no célculo do odds ratio
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A andlise multivariada para avaliar o risco de associacdo do fator tecidual com
outros potenciais fatores de risco para o desenvolvimento de metéstase foi realizada e esta

apresentada na tabela 12.

Tabela 12: Modelo de regressao logistica multivaridvel ajustando
o efeito do fator tecidual [alta expressdo] frente a diversos
potenciais fatores de risco para sua associacdo com a ocorréncia
de metéstases.

Variavel OR I1C95 % P

Fator Tecidual [alta expressdo] 0,88 0,18 a 4,34 0,88
Densidade Microvascular [Alta] 1,36 0,33 a 5,56 0,06
Estadiamento 7,01 1,18 a41,73 0,03
Embolizacdo vascular 7,86 1,69 a3644 <0,01

OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%.

5.5 Sobrevida em funcdo da expressdo do fator tecidual, densidade microvascular e a

presenca de metdstase.

A sobrevida foi analisada em fun¢do da presenca de metéstase, do fator tecidual
e da densidade microvascular em meses através de uma curva de sobrevida cujo desfecho
considerado foi o 6bito por cancer de boca, que ocorreu em dez situagdes. Os resultados

podem ser observados nas Figuras 7,8 ¢ 9.
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Figura 7 Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de
obitos estratificada pela presenca ou ndo de metéstases.
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Figura 8: Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de ébitos
estratificada por grupos de baixa e alta expressao do fator tecidual
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Figura 9 Grafico de Kaplan-Meier apresentando a ocorréncia de 6bitos
estratificada por grupos de baixa e alta densidade microvascular.

O efeito do fator tecidual foi ajustado frente a potenciais fatores de risco para a

avaliagcdo da sobrevida e estd mostrado na Tabela 13.

Tabela 13: Modelo de regressio de Cox multivaridvel
ajustando o efeito do fator tecidual [alta expressdo] frente a
diversos potenciais fatores de risco para sua associacdo com
a ocorréncia de 6bito.

Variavel RR I1C95 % P

Fator Tecidual [+] 0,26 0,03a2,33 0,23

Densidade Microvascular [alta] 1,07 0,26 a4,42 0,93
Estadiamento clinico III e IV 0,94 0,17a5,23 0,95
Embolizacdo vascular 2,56 0,65a1043 0,18

RR: risco relativo; IC95%: intervalo de confianca de 95%.




62

6. DISCUSSAO

A relevancia da angiogénese no desenvolvimento de tumores demonstrada por
Folkman e colaboradores’' hd mais de 30 anos e as crescentes publicacdes na literatura
mundial ainda revelam resultados controversos em relacio ao seu valor progndstico.
Diversos fatores sdo atribuidos para a ambigiiidade dos resultados, como as diferentes
metodologias de avaliacdo microvascular, da vascularizagdo intratumoral e da
heterogeneidade bioldgica do tumor®>2,

Este estudo demonstra pela primeira vez a expressdo imunoistoquimica do fator
tecidual no carcinoma epiderméide de boca. O estudo, apesar do pequeno nimero de
pacientes, objetivou identificar o fendmeno da angiogénese no sitio primario do tumor e
sua associagdo com o principal fator prognéstico do cancer de boca que € a presenca de
metdstase cervical. Aspectos demogréficos, caracteristicas clinicas e histoldgicas foram
também analisadas e associadas a doenca metdastética e sobrevida dos pacientes.

A média de idade da amostra foi de 60,2 anos, sendo que 24 (45,3%) dos
pacientes apresentavam mais de 60 anos. O envelhecimento da populagdo acarreta um
aumento na idade média dos pacientes com cancer, onde 65 a 75% das neoplasias
malignas correspondem a pacientes com mais de 65 anos de idade''. O presente estudo
ndo observou um nimero expressivo de pacientes nesta faixa etdria. A idade também nao
esteve relacionada com a presenca de metéstase cervical, embora se saiba que os pacientes
muito jovens e os idosos desenvolvem tumores com comportamento mais agressivo' >,

O sexo predominante foi o masculino, com uma propor¢ao de 4:1. A tendéncia
de queda na proporcdo entre homens e mulheres’” foi observada, havendo uma maior

prevaléncia de pacientes homens em relacdo as mulheres. Quanto ao género nio houve
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associacdo com a presenca de metdstase cervical, o que confirma nao ser fator de risco
para este tipo de metastase.

A localizag@o mais freqiiente foi na lingua em 20(37,7%) pacientes. O segundo
local de incidéncia foi na gengiva, quando o esperado seria no assoalho bucal. No
presente estudo foram sete pacientes com tumores de gengiva e dois de assoalho. A
categorizacdo de 18 pacientes com tumores com mais de uma ou outra localizacdo podem
justificar este achado, visto que em oito destes casos havia o envolvimento do assoalho
como uma das areas comprometidas. O ldbio e o trigono retro-molar apresentaram
comprometimento com uma freqiiéncia correspondente ao descrito na literatura®*°.

Quanto a localizacdo, também ndo houve associagdo com a presenca de
metastases. Os nove pacientes Tl e T2 com carcinoma epidermdide de lingua
apresentaram metdstase em dois casos, enquanto que os demais dez pacientes T1 e T2,
classificados como outros locais da boca, apresentaram metastase em seis casos. A
localizac¢do ndo apresenta importancia quando os tumores sdo grandes (tumores T3 e T4),
pois individualmente ja ocasionam alto risco de metastases.

Quanto a classificagao T, 24(45,3%) pacientes foram classificadosem T1 e T2 e
29(54,7%) pacientes em T3 e T4. Os tumores T3 e T4 foram mais freqiientes
caracterizando uma amostra de pacientes com tumores avancados na primeira consulta,
concordando com o esperado que seria ao redor de 70% 3 0T pos-cirtirgico modificou
em quatro situagdes nas quais os pacientes inicialmente classificados no grupo de T1 e T2
passaram para o grupo T3 e T4. Os pacientes agrupados em T3 e T4 ndo modificaram a
classificac@o no pés-operatorio (pT).

Oito (33,3%) dos 24 pacientes T1 e T2 apresentaram metastases histologicas

correspondendo ao percentual esperado, que € de 20 a 40%. Quanto aos 29 pacientes T3 e
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T4, 17(58,6%) apresentaram metdstases concordando com a literatura®. Houve
significado estatistico entre o tamanho do tumor e a presenca de metéstase (P = 0,05).

Quanto a classificagdo N, foram classificados 30(56,6%) pacientes como N- e
23(43,4%) pacientes como N+. O resultado encontrado € superior ao demonstrado na
literatura, que é de 21% de pacientes com linfonodos metastaticos na primeira
consulta>*"**, O exame histologico dos linfonodos demonstrou que dos 30 pacientes
estadiados como negativos, 7(23,3%) eram falsos negativos e 23(76,7%) verdadeiramente
negativos. Quanto aos 23 pacientes N+, o exame histolégico revelou que 5(21,7%)
pacientes eram falsos positivos € em 18(78,2%) pacientes foi confirmada a presenca de
metastase cervical. O valor P encontrado foi de 0,001 para a presenca de metastase
cervical. O numero de falsos positivos de 21,7% corresponde ao descrito na literatura, que
¢ de 20%, enquanto que os 23,3% de falsos negativos corresponde a literatura que € de 20
a35% %" A estratificacdo dos pacientes com metastase ndo foi estudada neste trabalho,
face ao pequeno niimero de pacientes alocados em cada subdivisao N.

O estadiamento clinico foi significativo na associacdo com a presenca de
metéstase cervical. Quando € definido o estadiamento de um paciente com carcinoma de
boca, estd sendo considerado o tamanho do tumor e a presenca clinica de metastase pela
palpacdo cervical. Uma vez que os pacientes classificados em N positivo pertencem ao
estadiamento III e IV, a significAncia encontrada ndo € surpreendente, estando
diretamente associada a incidéncia de falsos positivos e falsos negativos na palpacdo
cervical, que no presente estudo foi de 21,7% e 23,3% respectivamente.

O grau de diferenciacdo preponderante foi o moderadamente diferenciado
correspondendo a 39(73,6%) dos 53 pacientes. A variabilidade de distintos graus de
diferenciagdo em um mesmo tumor e a subjetividade da interpretagcdo por parte do médico

patologista pode justificar a maior freqiiéncia de tumores moderadamente diferenciados.
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A freqiiencia de distribuicdo quanto ao grau de diferenciagdo apresenta grande
variabilidade na literatura® e ndo houve associacdo com a presenca de metéstase cervical.

A infiltragdo de bainhas nervosas esteve associada a presenca de metéstase. A
presenca de infiltracdo de bainha nervosa ocorreu em 17(68%) dos 25 pacientes com
metastases, semelhante ao encontrado por Woolgar e colaboradores®®.

A embolizagdo vascular foi preditiva quanto a presenca de metédstases. Woolgar
e colaboradores® encontraram 78% de invasdo vascular nos pacientes N positivos e de
70% de infiltracdo de bainhas nervosas de uma amostra de 45 pacientes com carcinoma
epidermdide de boca. No presente estudo foi encontrado o valor de 60% para invasdo
vascular e 68% para infiltracdo nervosa. A afirmacdo de que a infiltragdo de bainha
nervosa € a embolizacdo vascular ocorrem simultaneamente45, nao foi observada no
presente estudo, visto que ocorreram isoladamente em 14 e seis pacientes
respectivamente.

A densidade microvascular € o método mais utilizado para a avaliacio da
angiogénese. Inicialmente foi padronizado por Weidner®® e posteriormente uniformizado

. . . . 9293
por dois consensos internacionais ? .

Apesar disso, davidas persistem quanto a
metodologia aplicada. Ainda ndo existem estudos prospectivos que determinem o método
de afericio mais adequado para evitar as variagdes na avaliacdo subjetiva por
observadores diferentes. O controle de qualidade na selecio do material, seu
processamento, realiza¢do adequada da imunoistoquimica, sele¢do da drea a ser avaliada e
técnica de avaliagdo da DMV sdo fundamentais para a comparagdo e a reprodutibilidade
dos diferentes estudos em angiogénese.

A andlise digital193 das imagens neste estudo justifica-se pela tentativa de diminuir

as dificuldades metodoldgicas na afericdo da densidade microvascular, as quais podem

resultar em variacOes de resultados quando interpretadas por observadores diferentes. A



66

capacidade do programa utilizado de capturar as imagens do microscopio pelo
computador permite o armazenamento, a contagem dos vasos € a discussdo sobre a
avaliacdo da angiogénese com imagens padronizadas e com a aplicacdo de grades de
demarcacdo que facilitam e retiram fatores subjetivos da avalia¢do. O tnico elemento ndo

z

objetivo que permanece na apreciacdo € a selecdo das dreas mais vascularizadas (hot
spots)156.

Quanto ao marcador de angiogénese utilizado, podem ser feitas algumas
consideragdes. Além dos poucos trabalhos comparando anticorpos marcadores, €
questionado o que estaria este anticorpo marcando, pois ha didvidas se uma simples célula
endotelial marcada representaria um vaso verdadeiro e se este vaso seria capaz de gerar
metastase, visto que os vasos tumorais tem formato aberrante, sem um limem claro,
tortuosos € com largos espacos entre as células endoteliais'”. O anti-FVIII tem a
capacidade de identificar vasos maduros e imaturos®®. O anti-CD105 parece ser um
marcador promissor, porém poucos estudos o utilizam. Os anticorpos mais utilizados
atualmente para a avaliacdo da DMV sdo o anti-CD31 e o anti-CD34. A escolha neste
estudo do anticorpo anti-CD34, deve-se a possibilidade de erros na avaliacdo com o
anticorpo anti-CD31, que ocorrem quando dreas com infiltrados inflamatdrios
proeminentes sdo interpretadas erroneamente como hot spots®.

A literatura apresenta resultados distintos quanto a expressdo da densidade
microvascular conforme o 6rgdo e a neoplasia estudada. No céncer de cabeca e pescogo
existem poucos estudos de densidade microvascular especialmente associada com a
presenca de metéstase.

Na presente pesquisa a média do numero de vasos encontrada foi de 18,47 e

ocorreu uma grande variabilidade entre os pacientes do estudo. A média do numero de

vasos observada nos trabalhos publicados também € varidvel o que dificulta estabelecer
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um ponto de corte’. Houve uma predominancia de pacientes cujo tumor primario
expressou uma baixa densidade microvascular quando comparado aos pacientes que
expressaram um alta densidade de vasos. As questdes técnicas da imunoistoquimica,
periodo da retirada do tumor até o emblocamento, o tempo que o material estd
emblocado, os distintos marcadores de angiogé€nese, a selecdo e o nimero de hot spots,
podem justificar a variabilidade do nimero de vasos encontrado entre os estudos.

A expressdo da densidade microvascular ndo esteve associada a presenca de
metastase. Na literatura, a associacdo entre a expressdo da densidade microvascular e a
presenca de metdstase cervical é ambigua. Alguns pesquisadores encontraram associagao

18,125,127,128,129,132,133,134

com a DMV e a presenca de metdstase cervica , enquanto outros nio

+ o~ 135,1,37,139,140,141,
encontraram a mesma assoclagcao .

Todas estas pesquisas foram de
pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o, o que permite concluir que ainda nio ha
defini¢do quanto a associacdo da DMV com a presenca de metdstase e a sobrevida dos
pacientes. Os resultados sdo contraditorios € os motivos mais uma vez podem ser:
diferencas de expressao da DMV nas diferentes regidoes da cabecga e pescoco, o estado da
peca cirurgica, como o emblocamento e o tempo no formol até ser fixado, o ponto de
corte para definir o que € alta densidade microvascular e uma metodologia padrao de
leitura com graus de subjetividade na interpretacao.

Da mesma forma, o estudo da DMV na andlise multivariada ndo demonstrou
correlagdo entre esta varidvel e a ocorréncia de metdstases cervicais ou sobrevida. Estes
achados contrariam os de Kyzas e colaboradores que descreveram a DMV como fator de
progndstico independentelgg.

A 1identificacdo de outras moléculas envolvidas no processo da angiogénese pode

contribuir para compreender quais sao 0s mecanismos responsdveis pela angiogénese no

cancer de cabeca e pescoco. O fator tecidual tem sido pesquisado em outros tipos de
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cancer, especialmente o cancer g.eistrico183 , de préstata167 e de colo-retal'"™'"2, porém a
literatura € carente de estudos na sua associacdo com o cancer de cabeca e pescogo, 0 que
incentivou a realizacdo desta pesquisa.

No cancer de cabeca e pescoco somente dois trabalhos existem pesquisando o fator

. 187,188
tecidual

, sendo este o primeiro a pesquisid-lo em cancer de boca. Nos trabalhos
anteriores, Callander e colaboradores'®’ pesquisaram a expressdo do fator tecidual em
sete pacientes com tumores em diferentes localizagdes na cabeca e no pescogo. Os autores
descreveram a expressdo do fator tecidual em todos os pacientes sem quantificd-lo.

8 . .
, estudando laringes excisadas, encontraram alta

Wojtukiewicz e colaboradores'®
expressdo do fator tecidual, diferente ao resultado deste estudo no qual somente
13(24,5%) pacientes tiveram alta expressao do fator tecidual.

O fator tecidual ndo esteve associado a presenca de metdstase cervical na
presente pesquisa. Existem poucas pesquisas que associaram a presenca do FT com a
doenca metastatica. Seto e colaboradores'”® em carcinomas colo-retais encontraram
associacdo do FT com a presengca de metdstases e a sobrevida dos pacientes.
Consideraram em sua pesquisa, que o FT e o estadiamento seriam fator de progndstico
independente. You JL e colaboradores'** também encontraram associagdo do FT com a
presenca de metdstases linfiticas e no figado de pacientes com neoplasia de cdlon.
Versteeg H e colaboradores'** também encontraram maior expressdo do fator tecidual em
paciente com doenca metastética.

Kaido e colaboradores'”” em carcinoma hepato-celular identificaram maior
expressao do FT em pacientes com metdstases e com fendmenos trombo-embdlicos.

. 178 . L
Akashi e colaboradores no adenocarcinoma de prdstata encontraram

associacdo entre a forte expressao do FT com doenca metastatica.
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Wang e colaboradores'®! em neoplasia de ovario também encontraram
associacdo do FT com a presenca de doenca metdstatica.

As pesquisas que encontraram associacdo entre a presenca do FT e doenca
metastatica foram realizadas em pacientes com neoplasias de origem glandular, onde
comparadas as neoplasias epiteliais sdo mais frequentes os fendmenos trombo-embdlicos.
No presente estudo, o FT foi pouco expresso nos tumores primdrios € nio foi fator de
protecdo para o desenvolvimento de doenca metastitica. A literatura revela que a
associacdo do FT a presenga de doenga metastdtica foi identificada na sua grande maioria
em pacientes com adenocarcinomas sendo fraca esta associacdo em pacientes com
carcinomas epidermdides. Koomagi e Volm'® também ndo encontraram associacdo do
FT com doenc¢a metastatica em carcinomas de pulmao.

A associagdo do fator tecidual e a densidade microvascular ndo foi observada
neste estudo, contrariando o resultado de Carvalhal'”’ em cancer de prostata, Poon e

. 172
colaboradores em carcinomas hepatocelulares

e Koomagi e colaboradores em
carcinomas de pulméol(’g_ Talvez outros mecanismos estejam presentes, tanto para
incrementar a progressdao dos tumores quanto para estimular a producdo de vasos
sangﬁineos”o.

A andlise da sobrevida quanto a presenca de metdstase, revela que os pacientes
com metdstase cervical ndo apresentaram menor sobrevida, opondo-se ao significado da

. . Lops A 40-43
metastase cervical como fator progndstico no cancer de boca .

Este resultado
inesperado pode ser justificado pelo tamanho da amostra com excessivo nimero de
pacientes sem acompanhamento que embora censurados na andlise, sdo pacientes em
estadiamento avancado e consequentemente com elevado risco de 6bito. A busca de

noticias destes pacientes poderia dirimir esse viés, porém a anélise da sobrevida ndo era o

objetivo principal deste estudo.
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A angiogénese do tumor e a resultante dissemina¢do mestastitica sdo eventos
multifatoriais dependentes de um balango estrito entre agentes pro-angiogénicos € anti-
angiogénicosw(’. Outros mecanismos € interagcdes precisam ser esclarecidos,
eventualmente com séries maiores de pacientes, para que se possa ampliar a compreensao
sobre a regulacdo de mecanismos de coagulacdo por neoplasias malignas e seu efeito
sobre a produgdo de vasos sangiiineos e sobre a evolucao da doenca.

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa do Curso de POs-
Graduacdo em Medicina, drea de concentracdo em Clinica Cirurgica, da Faculdade de
Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, que estuda a
angiogénese e marcadores tumorais em espécimes de neoplasias de cabecga e pescoco, de
prostata, de colon, de bexiga e de estdmago. Especula-se que, confirmando sua
importancia na génese desses tumores, o fator tecidual possa ser estudado como marcador
sérico e urindrio nos pacientes com essas neoplasias. Os trabalhos iniciais objetivam
lancar as bases para tais pesquisas, sendo este estudo em paciente com cancer de boca o

unico da linha de pesquisa em carcinomas epidermoides.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que:

a. O fator tecidual e a densidade microvascular nio estdo associados a

ocorréncia de metdstases cervicais no carcinoma epiderméide de boca.

b. A presenca de embolizacdo vascular, a infiltracdo neuronal e o
estadiamento clinico foram os fatores mais significativos como preditivos

de metastases cervicais nos casos estudados.

C. O fator tecidual, a densidade microvascular e a presenca de metéstases

cervicais nio foram determinantes da sobrevida dos pacientes estudados.
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8. LISTA DE ABREVIATURAS

AJCC: American Joint Comittee on Cancer
CM: Centimetro

CT: Tomografia Computadorizada

DAB: Diaminoazobenzidina

DMV: Densidade Microvascular

ICG: Grau de invasdo celular

FT : Fator Tecidual

FVIII: Fator VIII

FVIla: Fator VII ativado

H,0,: Agua Oxigenada

IC: Intervalo de confianga

MM: Milimetro

N+: Presenca clinica de metéstases ganglionares
N- : Auséncia clinica de metéstases ganglionares
NO: Auséncia de metdstases ganglionares na classificagdio TNM
OR: Odds ratio

RM: Ressonéncia Nuclear Magnética

PBS: Phosphate-Buffered Saline

PSA: Antigeno prostatico

SPSS: Statistical Package for Social Sciences

TIFF: True Image Format File

TNM : “Tumor, node, metastases”; Tumor, Nodulos linfaticos e metastases.

VEGTF: Fator de crescimento endotelial vascular
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ANEXOS

1 - Caracteristicas dos 53 pacientes estudados

Paciente Idade Fatgr D.enSdldade Sexo*  Localizagdo** Tumor-T Noédulo -N  p.Tumor pN6dulo

Tecidual Microvascular

1 64 1 14,9 M Outra T3-T4 NO pT3-T4 pN2
2 50 1 47,8 M Retro-molar T1-T2 NO pT1-T2 pNO
3 53 1 14,45 M Lingua T1-T2 N2 pT1-T2 pNO
4 57 1 10,25 M Lébio T1-T2 NO pT1-T2 pNO
5 55 1 47,15 M Lingua T3-T4 N1 pT3-T4 pNO
6 56 1 435 M Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pN2
7 55 1 19,5 M Outra T1-T2 N3 pT1-T2 pN3
8 59 2 16 M Outra T3-T4 N1 pT3-T4 pN2
9 67 1 16,6 M Lingua T3-T4 N1 pT3-T4 pN2
10 78 1 19 M Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pN2
11 70 1 8,1 F Lingua T1-T2 NO pT1-T2 pNO
12 53 1 9 M Outra T1-T2 NO pT1-T2 pNO
13 58 1 8,9 M Outra T3-T4 NO pT3-T4 pNO
14 51 3 17,4 F Retro-molar T1-T2 NO pT3-T4 pN2
15 45 2 11,2 M Lingua T3-T4 N2 pT3-T4 pN2
16 70 1 17,05 M Assoalho T1-T2 NO pT1-T2 pNO
17 56 1 13,7 M Outra T1-T2 N2 pT1-T2 pN2
18 76 1 8,7 M Lingua T1-T2 NO pT1-T2 pNO
19 72 2 10,15 M Gengiva T3-T4 N1 pT3-T4 pN2
20 47 1 14,75 M Outra T1-T2 NO pT3-T4 pNO
21 65 1 30,15 M Lingua T1-T2 NO pT3-T4 pNO
22 52 1 11,38 M Outra T1-T2 NO pT1-T2 pNO
23 68 3 19,4 M Gengiva T1-T2 NO pT1-T2 pNO
24 87 2 154 F Gengiva T1-T2 N1 pT1-T2 pNO
25 82 1 23,4 M Gengiva T3-T4 NO pT3-T4 pNO
26 72 1 10,75 F Retro-molar T3-T4 NO pT3-T4 pNO
27 72 1 18,85 M Outra T1-T2 N1 pT1-T2 pN1
28 55 0 11,15 M Retro-molar T3-T4 NO pT3-T4 pNO
29 49 2 25,65 M Gengiva T3-T4 NO pT3-T4 pNO
30 68 1 26,1 M Outra T3-T4 N1 pT3-T4 pN2
31 69 1 16,85 M Outra T3-T4 N2 pT3-T4 pN2
32 66 1 12,6 M Retro-molar T1-T2 N1 pT1-T2 pN1
33 46 1 15,85 M Outra T3-T4 NO pT3-T4 pN1
34 47 1 5,2 M Lingua T1-T2 N1 pT1-T2 pN1
35 50 0 19,3 M Gengiva T3-T4 N1 pT3-T4 pNO
36 59 3 16,65 F Lingua T1-T2 NO pT1-T2 pNO
37 40 3 16,7 M Assoalho T3-T4 N2 pT3-T4 pN2
38 65 3 15,95 M Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pNO
39 63 1 8,7 M Lingua T3-T4 N1 pT3-T4 pN2
40 73 3 23,65 F Lingua T3-T4 N1 pT3-T4 pNI1
41 46 3 20,2 M Lingua T1-T2 NO pT1-T2 pNO
42 52 3 14,75 M Outra T3-T4 NO pT3-T4 pNO
43 70 0 4 M Gengiva T3-T4 NO pT3-T4 pNO
44 82 4 17 F Outra T3-T4 N3 pT3-T4 pN3
45 44 3 33,5 M Lingua T1-T2 N1 pT3-T4 pNO
46 60 1 19,1 F Lingua T1-T2 NO pT1-T2 pNI1
47 46 3 20,15 F Outra T1-T2 NO pT1-T2 pNO
48 47 1 11,6 F Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pN2
49 54 3 18,3 M Outra T1-T2 N3 pT1-T2 pN3
50 70 3 47,35 F Retro-molar T3-T4 N1 pT3-T4 pN1
51 49 2 20,5 M Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pNO
52 72 1 21,4 F Outra T3-T4 N3 pT3-T4 pN3
53 58 1 19,85 M Lingua T3-T4 NO pT3-T4 pNO

* Sexo: M (masculino) e F (feminino)

** Localizacdo: Outra localizacdo, mais de uma localizagdo, ou extensao para a orofaringe
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Paciente [idade Fator Densidade  Estadiamento Diferenc. Embolizacdo Infiltracio Radiot. Sobrevida**
Tecidual ~ Microvascular Celular* Vascular Nervosa.

1 64 1 14,9 MelV 2 Sim Sim Sim  4(3)
2 50 1 47,8 Iell 2 Nao Sim Nao 3(144)
3 53 1 14,45 MlelV 1 Nio Nio Sim  3(48)
4 57 1 10,25 Iell 2 Nio Nio Nio 4(22)
5 55 1 47,15 MlelV 1 Nio Nio Nio 4(6)
6 56 1 435 MlelV 1 Nio Sim Sim  4(7)
7 55 1 19,5 MelV 1 Sim Sim Nio 4(2)
8 59 2 16 MelV 2 Sim Sim Sim  3(60)
9 67 1 16,6 MelV 1 Sim Sim Sim  1(22)
10 78 1 19 MelV 1 Sim Sim Sim  4(6)
11 70 1 8,1 Iell 1 Nio Sim Nio 4(5)
12 53 1 9 Iell 1 Nao Sim Sim  4(33)
13 58 1 8.9 elV 1 Sim Sim Nio 3(96)
14 51 3 17,4 Iell 2 Sim Nio Nio 2(18)
15 45 2 11,2 MelV 1 Sim Sim Sim  4(8)
16 70 1 17,05 Iell 0 Nao Nio Nio 4(6)
17 56 1 13,7 MelV 1 Sim Nio Sim  3(65)
18 76 1 8,7 Iell 2 Nao Sim Niao  3(60)
19 72 2 10,15 elV 1 Sim Sim Sim  1(18)
20 47 1 14,75 Iell 1 Nio Nio Sim  1(23)
21 65 1 30,15 Iell 1 Nio Sim Nio 4(12)
22 52 1 11,38 Iell 1 Nio Nio Nio 3(32)
23 68 3 194 lell 1 Nao Nio Nio 3(31)
24 87 2 15,4 MelV 1 Nio Nio Niao 1(18)
25 82 1 234 MelV 0 Nao Nio Niao 3(30)
26 72 1 10,75 MelV 1 Nao Nio Sim  1(24)
27 72 1 18,85 MelV 2 Nio Nio Sim  3(28)
28 55 0 11,15 MlelV 1 Nio Nio Sim  3(42)
29 49 2 25,65 MelV 1 Nio Sim Sim  3(26)
30 68 1 26,1 MlelV 1 Nio Sim Sim  1(18)
31 69 1 16,85 MelV 2 Sim Nio Sim  3(20)
32 66 1 12,6 MelV 1 Nio Sim Sim  3(19)
33 46 1 15,85 MelV 1 Nao Nio Sim  3(18)
34 47 1 5,2 MelV 1 Nio Nio Sim  3(60)
35 50 0 19,3 MelV 1 Nio Nio Sim  1(9)
36 59 3 16,65 lell 1 Nao Nio Niao 3(19)
37 40 3 16,7 MelV 1 Sim Sim Sim  3(19)
38 65 3 15,95 elV 1 Nao Sim Sim  3(15)
39 63 1 8,7 MelV 1 Sim Sim Sim  3(15)
40 73 3 23,65 MelV 1 Nao Sim Sim  3(31)
41 46 3 20,2 Iell 0 Nao Nio Niao 4(13)
42 52 3 14,75 MelV 1 Sim Nio Niao 4(12)
43 70 0 4 MelV 0 Nao Nio Sim  3(39)
44 82 4 17 MelV 1 Sim Nio Sim  4(15)
45 44 3 33,5 MlelV 0 Nio Nio Sim  4(26)
46 60 1 19,1 Iell 0 Nao Nao Sim  3(6)
47 46 3 20,15 Iell 1 Sim Nio Sim  3(48)
48 47 1 11,6 MelV 1 Sim Sim Sim  1(7)
49 54 3 18,3 MelV 1 Sim Sim Sim  3(57)
50 70 3 47,35 MelV 1 Nao Sim Sim  3(48)
51 49 2 20,5 MelV 1 Sim Sim Sim  1(39)
52 72 1 21,4 MlelV 1 Nio Sim Sim  3(12)
53 58 1 19,85 lelV 1 Nio Sim Sim  3(72)

*QGrau de diferenciacdo celular: 0 (bem diferenciado), 1 (moderadamente diferenciado) e 2 (pouco diferenciado).
** Sobrevida: 1 (6bito pela doenca), 2 (6bito por outra causa), 3 ( vivo em acompanhamento), 4 (abandono de
tratamento) e os valores entre parénteses sdo os nimeros de meses de sobrevida.



