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RESUMO

Introducéo: O cancro colorretal apresenta-se como uma das neoplasias mais comuns nos
paises desenvolvidos. A sua capacidade de metastizacdo ocorre por recurso a vasos
sanguineos e/ou linfaticos. Nas ultimas décadas a importancia da linfangiogénese no
cancro tem sido discutida sendo que, desde que a técnica cirargica para a excisao total do
mesorreto (ETM) demonstrou efeitos positivos nas recidivas locais do cancro do reto e,
mais tarde, com a proposta da implementacdo da técnica cirlrgica da excisdo completa
do mesocélon (CME) para o cancro do célon, aimportancia da manutencéo da integridade
do mesocolon e consequente rede linfatica tem-se mantido em acesso debate. Até ao
momento ainda ndo se conseguiu entender o verdadeiro beneficio da manutencdo da
integridade da rede linfatica e, como tal, a implementacéo rotineira da CME ainda néo

ocorreu.

Objetivo: Determinar, em doentes com adenocarcinoma do célon, a densidade linfatica
mesentérica em regiGes peritumorais e em regides distais ao tumor e correlacionar a
densidade linfatica mesentérica com diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas e

clinico-histolégicas.

Métodos: Participaram neste estudo 49 doentes com adenocarcinoma do célon de estadios
T2 e T3. A avaliacdo da densidade linfatica mesentérica foi realizada por
imunohistoquimica com recurso ao anticorpo monoclonal D2-40 da podoplanina.
Avaliou-se ainda a influéncia que diversas caracteristicas clinico-patoldgicas e clinico-
histoldgicas poderiam ter na densidade linfatica mesentérica com recurso ao programa
estatistico IBM SPSS.

Resultados: Verificou-se maiores densidades linfaticas na regido peritumoral
comparativamente as regides distais ao tumor. A densidade linfatica peritumoral nao se
relacionou positivamente com nenhuma das caracteristicas clinico-patoldgicas e clinico-
histologicas analisadas, no entanto, a densidade linfatica distal ao tumor demonstrou
significancia estatistica na relacdo com o indice de massa corporal, o numero de ganglios

positivos isolados, a profundidade de invasdo do tumor e o envolvimento ganglionar.

Conclusé@o: O papel biologico dos vasos linfaticos na progressdo tumoral continua
controverso. Apenas se conseguiu correlacionar a densidade linfatica com parametros

clinico-patologicos e clinico-histologicos em regides distais ao tumor o que reflete a
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importancia de uma técnica cirurgica bem executada. Continuam a ser necessarios mais

estudos para a compreensao do papel da linfangiogénese na disseminacdo tumoral.

Palavras-Chave: Linfangiogénese, excisdo completa do mesocdlon, podoplanina,

densidade linfatica peritumoral, densidade linfatica distal ao tumor.

Vi
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ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer presents itself as one of the most common neoplasms in
developed countries. Their ability to metastization occurs by resource to blood vessels
and/or lymphatic vessels. In recent decades the importance of lymphangiogenesis in
cancer has been discussed being that as long as the surgical technique for total mesorectal
excision (TME) demonstrated positive effects on local recurrences of rectal cancer and,
later, with the proposal for the implementation of complete mesocolic excision (CME)
surgical technique for colon cancer, the importance of maintaining the integrity of the
mesocolon and consequent lymphatic network it is been keeping himself in intense
debate. Until the moment has not yet been understood the true benefit of maintaining the
integrity of the lymphatic network and, as such, the routine implementation of the CME

has not yet occurred.

Objective: Determine, in patients with colon adenocarcinoma, the mesenteric lymphatic
density in peritumoral regions and in distal regions to the tumor and correlate the
lymphatic density mesenteric with different clinic-pathological and clinic-histological

features.

Methods: Participated in this study 49 patients with adenocarcinoma of the colon with
stages T2 and T3. The evaluation of mesenteric lymphatic density was carried out by
immunohistochemistry using the antibody monoclonal D2-40 of podoplanin. It was also
evaluated the influence that several clinic-pathological and clinic-histological features

could have in mesenteric lymphatic density using the IBM SPSS statistical program.

Results: There were higher lymphatic densities in the peritumoral region compared to the
distal regions of the tumor. The lymphatic peritumoral density was not positively related
to any of the clinic-pathological and clinic-histological characteristics analyzed, however,
the lymphatic density distal to the tumor demonstrated statistical significance in the
relationship with the body mass index, the number of isolated positive lymph node, the
depth of invasion of the tumor and the lymph node involvement.

Conclusion: The biological role of the lymph vessels in the tumor progression remains
controversial. Only the lymphatic density was correlated with the clinic-pathological and

clinic-histological parameters in distal regions to the tumor which reflects the importance

vii
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of a well-executed surgical technique. Further studies are still needed to understand the

role of the lymphangiogenesis in the tumor dissemination.

Keywords: Lymphangiogenesis, complete excision of the mesocolon, podoplanin,

peritumoral lymphatic density, lymphatic density distal to the tumor.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancro
O organismo humano é composto por tecidos e 6rgaos sendo que, estes, por sua vez,

sdo constituidos por células e produtos celulares que derivam da divisdo de células
preexistentes. De forma a assegurar a manutencdo dos tecidos ao longo da vida de um
individuo, muitas células, mantém a capacidade de crescer e de se dividir mesmo apds o
desenvolvimento do organismo estar completo. Estas caracteristicas que as células de um
organismo ostentam podem representar uma ambiguidade de papeis, por um lado
traduzem-se em autonomia e polivaléncia por outro podem refletir risco, uma vez que as
células podem obter acesso a informag6es contidas no genoma que normalmente lhes séo

recusadas e assumir papeéis inadequados levando ao desenvolvimento do tumor (1).

De facto, os tumores, tal como os tecidos normais, sdo compostos por massas de
células que aprenderam a ultrapassar 0s mecanismos extraordinarios que 0s organismos
possuem para impedir o seu aparecimento. Uma célula neoplasica pode migrar desde o
seu tecido de origem e invadir outras localiza¢cdes anatdbmicas uma vez que ndo respeita
as instrucGes que lhe sdo atribuidas pelo seu microambiente. Assim, é possivel classificar
0s tumores em dois tipos: quando um tumor cresce localmente, ndo apresenta capacidade
de mestastizacdo e ndo invade os tecidos adjacentes é classificado como benigno. Porém,
por outro lado, quando invade os tecidos proximos e gera metastases (isto é, quando
apresenta a capacidade de se mover dentro dos limites do corpo humano, afastar-se do
local anatomico de origem da doenca e invadir outras localiza¢bes estabelecendo novas

colodnias de células cancerigenas) sdo denominados de tumores malignos (1).

As células cancerigenas vdo sofrendo ao longo do tempo, de forma progressiva, a
acumulacao de mutacdes que lhes afetam a proliferagéo (2) levando-lhes a fazer cada vez
mais copias de si proprias (1) e conferindo-lhes um comportamento maligno (2). Este
processo de transformacdo de células normais em células cancerigenas é
extraordinariamente complexo, no entanto pode ser resumido segundo os Hallmarks of
Cancer (figura 1.1) (3,4).
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Ativacdo de vias de Inibicdo dos genes
sinalizacao supressores de tumor

Capacidade de resisténcia
ao sistema imune

Desregulacao do
Metabolismo

Resisténcia a apoptose

Imortalidade Replicativa

Mutacgdes e instabilidade

seribirica Processos Inflamatdrios

Angiogénese Invasao e Metastizacao

Figura 1.1 - Hallmarks of Cancer. #1 Ativacdo de vias de sinalizacdo: as células cancerigenas
séo capazes de desregular os sinais que mantém a homeostase de uma célula normal; #2 Inibicéo
dos genes supressores de tumor: as células cancerigenas tém capacidade de invadir os programas
celulares que regulam negativamente a proliferacdo celular das células normais impedindo a sua
atuacdo e levando assim a um crescimento descontrolado; #3 Resisténcia ao sistema imune: uma
vez que, o sistema imune é responsavel por reconhecer e eliminar células tumorais, estas
mesmas células criam mecanismos para supera-lo; #4 Imortalidade replicativa: ao contrario das
células normais que tém capacidade finita de divisdo devido ao processo de encurtamento dos
telémeros, as células cancerigenas criam mutacGes que ativam a telomerase e levam a sua
imortalizacdo; #5 Processos inflamatérios: a maioria das células cancerigenas possuem
infiltrados de células imunes que libertam espécies reativas de oxigénio (quimicos) que as vdo
auxiliar na sua proliferacdo; #6 Invasdo e metastizacdo: Uma das caracteristicas que mais define
os tumores é a sua malignidade sendo que, para tal, é necessario que as células cancerigenas
tenham capacidade de invadir os tecidos adjacentes e originar metastases em locais distantes;
#7 Angiogénese: Carateriza-se pelo facto dos tumores malignos desenvolverem mecanismos
para a criacdo, expansdo ou remodelacdo de vasos sanguineos de forma a garantirem o
fornecimento de nutrientes essenciais para um crescimento mais acelerado; #8 MutacOes e
instabilidade genomica: alteracBes no genoma das células normais causadas por agentes
mutagénicos pode conduzir a erros na maquinaria de reparacdo do DNA contribuindo assim
para a proliferacdo de células cancerigenas; #9 Resisténcia a apoptose: As células cancerigenas
sdo capazes de superar 0s mecanismos de resposta a morte apoptdtica existentes nas células
normais; #10 Desregulacdo do metabolismo: Enquanto as células normais degradam glucose
para obtencdo de energia através de um processo denominado glicolise anaerdbia as células
tumorais degradam glucose na presenga de oxigénio. Adaptado de “Hallmarks of Cancer: The
Next Generation” (3).
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De facto, as células normais evoluem para células com fenotipos cada vez mais
neoplésicos através de um processo de multiplas etapas: tecido normal — hiperplasia —
displasia — neoplasia — metastase, denominado de progressdo tumoral (figura 1.2) (1).
O processo de progressdo tumoral acontece devido a uma sequéncia de mutacdes e
alteracOes epigenéticas que ocorrem de um modo aleatdrio. A passagem de tecido normal
para tecido hiperplasico carateriza-se pelo aumento da proliferagéo celular e consequente
aumento do numero de células. Na displasia, o tecido toma uma aparéncia desordenada,
ocorre 0 aumento de células imaturas e surgem mudancas morfoldgicas ou funcionais que
podem predispor ao aparecimento de cancro. A neoplasia descreve um cenario de tecido
tumoral, ou seja, quando ocorre uma neoplasia esta subentendida uma perda progressiva
dos controlos que limitam a divisdo celular levando, portanto, a uma proliferacdo
descontrolada e ao aparecimento de tumor benigno ou maligno com a possibilidade do

surgimento de metastases (5).

Tecido Normal = Hiperplasia mmp Displasia =) Neoplasia (Cancro)

Possibilidade de
aparecimento de
metdstases

Figura 1.2 - Processo de evolucdo tumoral. Para que uma célula normal se torne
cancerigena ela passa por modificacdes (hiperplasia e displasia). Adaptado de Terese
Winslow LLC, Medical and Scientific Illustration.

Apesar de ter sido Hipdcrates, o pai da medicina (460-370 a.C.), a descrever pela
primeira vez o cancro, (6) tem sido ao longo dos Gltimos anos, que a incidéncia desta
doencga na populagdo tem vindo a prosperar, principalmente devido ao aumento da
esperanca média de vida e @ maior exposi¢do a agentes cancerigenos como a radiacao, o
tabaco e agentes quimicos (7). De facto, atualmente, o cancro constitui um enorme

problema de saude a nivel mundial sendo que, segundo a American Cancer Society, em
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2030, espera-se 0 aparecimento de cerca de 21,4 milhGes de novos casos e cerca de 13,2
milhGes de mortes associadas a esta doenca (8). Como tal, torna-se cada vez mais
emergente a continuacdo de agregacdo de esforgcos na ciéncia para compreender melhor

0 cancro, uma das patologias que tem maior impacto na mortalidade no mundo.

1.2 O papel do Sistema Imunitario no Cancro
E atualmente conhecido que, aproximadamente 70% das células que constituem o

sistema imunitario do organismo humano se encontram localizadas no intestino (9). O
sistema imunitario é constituido por diferentes 6rgdos e tecidos podendo ser dividido em
dois grandes sistemas, um constituido por uma componente menos especifica, a
imunidade inata, e um outro formado por uma componente mais complexa, a imunidade

adquirida ou adaptativa (10).

O sistema imunitario desempenha um papel complexo e multifacetado no que respeita
ao cancro, detendo fungbes anticancerigenas e facilitando o tratamento, mas também
conferindo vantagens para a carcinogénese. Assim, as células imunitarias podem intervir
tanto como supressores da iniciacdo e progressdo do tumor, como promotores da
proliferacdo, infiltracdo e metastase (11). Tanto a componente inata (macrofagos,
mastocitos, neutrdfilos, células dendriticas (CD), células mieloides derivadas de células
supressoras e células natural killer (NK)) como a componente adaptativa (linfécitos T e
B) do sistema imunitario fazem parte do microambiente tumoral que € caracterizado por

uma rede complexa de células do estroma, células inflamatdrias e células imunitarias (12).

Desta interagdo dupla que ocorre entre as células tumorais e o0 sistema imunol6gico
surgiu o conceito de cancer immunoediting. Este conceito define as agdes que promovem
tanto a formag&o como a protegdo contra o aparecimento de tumores (12). Este processo
engloba 3 fases, a primeira ¢ a fase de eliminacéo, onde atuam mecanismos da imunidade
inata e da imunidade adquirida e onde ocorre a identificacdo e a destruicdo das células
tumorais primordiais (12,13). No entanto, caso ndo ocorra a eliminagdo completa das
células tumorais, atinge-se a segunda fase, a fase de equilibrio, na qual a imunidade
adaptativa controla o crescimento de células tumorais clinicamente indetetaveis (12) Por
fim, as células malignas com reduzida imunogenicidade iniciam a fase de escape, a

terceira fase, caracterizada pela evaséo e progressao tumoral (12,14).
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Assim, conclui-se que o sistema imunoldgico, tanto o inato como o adquirido,
interagem com o tumor podendo contribuir para 0 seu crescimento ou para a sua inibi¢ao
e/ou eliminacdo. Para além disso, o conceito de cancer immunoediting tem sido avangado
como um dos papéis assumidos pelo mesentério no contexto da neoplasia do célon. Com
efeito, teoriza-se que o mesentério, enquanto 6rgdo essencialmente imunoldgico,
conferird ao tumor um papel protetor, sendo a sua excisdo completa uma forma de atingir

uma maior probabilidade de cura.

1.3 Cancro Colorretal
O cancro colorretal (CCR), resulta de uma combinacdo de fatores genéticos,

epigenéticos e ambientais, (15) sendo que, independentemente da sua etiologia, origina-
se, na sua maioria, de polipos. Um polipo € uma protusdo macroscopica visivel na
superficie da mucosa. Ha diferentes tipos de polipos, desde o pdlipo hiperplasico até ao
polipo adenomatoso e apenas estes Ultimos sdo claramente pré-malignos e podem vir a
transformar-se em tecido cancerigeno (16). De facto, o CCR desenvolve-se de forma
lenta ao longo dos anos, sendo necessario um processo de multiplas etapas para que a
mucosa normal se transforme num carcinoma invasivo e potencialmente fatal (16,17).
Porém, como ja foi referido, inicialmente, 0 CCR manifesta-se pela presenca de p6lipos
que, posteriormente, evoluem para adenomas e finalmente para carcinomas com potencial
para invasdao e metastase (figura 1.3) (17). Os fatores de risco associados ao
desenvolvimento de polipos incluem o consumo excessivo de alcool ou tabaco, a idade,
a obesidade e condicGes inflamatdrias crdnicas tais como as doencas inflamatérias do

intestino (15).
Adenocarcinoma

s Adenoma
Pdlipos

V&)
om0

Y, _\& —

i

Benigno Maligno

Figura 1.3 - Patogénese do cancro colorretal. Os polipos do
célon sdo benignos e de dimenséo variada. Desde a passagem de
um polipo até ao carcinoma ha um processo longo de
anos/décadas dai que a prevencéo seja importante. Adaptado de
John Hopkins Medicine Colorectal Cancer.
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Até ao aparecimento do cancro colorretal propriamente dito, € necessario que ocorra
uma sequéncia especifica de alteracdes genéticas (figura 1.4) nomeadamente, a inativacéo
do gene APC no cromossoma 5q (que ocorre em aproximadamente 80% dos carcinomas
do colon), seguindo-se de mutacGes no k-ras, sucedendo-se a perda de heterozigotia
(LOH) no cromossomo 18q que afeta genes supressores de tumor e por fim, mutagdes no
p53 (1).

De facto, mutacdes que afetam 0s genes supressores de tumor assim como outros
genes essenciais na regulacédo do ciclo celular, designadamente, 0s proto-oncogenes ou
0s genes que regulam a apoptose podem levar ao aparecimento de CCR. Os genes
supressores de tumores estdo envolvidos no controlo do crescimento e diviséo celular,
portanto, quando ocorrem alteracGes nestes genes que promovam a sua inativacdo pode
ocorrer uma divisdo descontrolada de células. De forma semelhante, se os proto-
oncogenes sofrerem mutacgdes que levem a que a sua a¢ao no crescimento das células seja
exacerbada estes facilmente se transformam em oncogenes, estimulando assim, o
crescimento e a sobrevivéncia das células, mesmo quando estas deviam sofrer apoptose
e ser eliminadas pelo sistema imunitario. Por outro lado, alteracdes nos genes reguladores
da apoptose, que séo genes que estdo envolvidos na morte celular programada, promovem
a continuagdo da divisdo de células imperfeitas o que facilmente impulsiona o

aparecimento de neoplasias (5).

Estas mutacBes que ocorrem nas células podem entdo resultar em carcinogénese, isto
é, na transformacdo de células normais em células cancerigenas (5). Durante a
carcinogénese as células tumorais interagem com um microambiente complexo composto
por matriz extracelular e células hospedeiras ndo neoplésicas, incluindo células
inflamatorias, células mesenquimais, células endoteliais vasculares e células imunitéarias.
E esta diversidade de células que garante ao tumor o aporte de fatores de crescimento,
nutrientes, oxigénio, citocinas e outros mediadores quimicos de forma a sustentar a sua

sobrevivéncia, invasdo e metastase (18).

‘ Inativagao do gene APC | Ativacdo LOH
do K-ras no cromossomo 18q

Mutagbes no gene p53

E?)I:;::: I:> Epitelio [:> Precoces — Adenoma —» Tardios I:> Carcinoma I:> Invasso e

Hiperplasico Metastase

Figura 1.4 - Alteracdes genéticas que levam & progresséo do cancro colorretal. A medida
gue o cancro colorretal se desenvolve no sentido da malignidade ocorre uma sucessao de
alteragcdes genéticas nas células do epitélio do colon. Adaptado de “The biology of
cancer.” (1).
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1.3.1 Epidemiologia
O cancro colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais comuns nos paises

desenvolvidos (19). Segundo o relatério da GLOBOCAN de 2012, na Europa, nesse ano,
existiram 471 mil novos casos desta patologia sendo que 228 mil pessoas morreram dela
(20). O CCR é pouco frequente em individuos com menos de 50 anos, sendo 0s 70 anos
a idade média de diagndstico desta doenca. Afeta ambos os sexos de forma semelhante,
embora seja, ligeiramente, mais frequente nos homens. A incidéncia da doenca tem-se,
no entanto, mantido idéntica nos ultimos 30 anos (16). A nivel mundial, o0 CCR é o
terceiro tipo de cancro mais comum em homens e 0 segundo mais comum em mulheres
(figura 1.5) (20).

Segundo dados da Direcdo Geral da Saude (DGS) de 2016, o CCR representa o
segundo tipo de cancro mais mortifero em Portugal (21). E importante notar que o
prognostico desta doencga se encontra fortemente relacionado com a fase de diagndstico,
uma vez que, as taxas relativas de sobrevivéncia aos cinco anos correspondem a cerca de
90% para doenca localizada em comparacdo com 13% quando existem metastases no

momento do diagnostico (22).

Lung

Prostate

Colorectum Cervix uteri

A) Stomach B ) Lung
Liver Corpus uteri

Qesophagus Stomach

Bladder Ovary

Non-Hodgkin lymphoma Thyroid
Kidney Liver

Leukaemia Non-Hodgkin lymphoma

Lip, oral cavity Leukaemia

Pancreas

Pancreas
Larynx Oesophagus
Brain, nervous system s Kidney S lioonce
Melanoma of skin W Mortality Brain, nervous system W Mortality
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Figura 1.5 - Incidéncia e Mortalidade do cancro colorretal a nivel mundial. O cancro
colorretal é o terceiro tipo de cancro mais comum em homens (A) e o segundo mais
comum em mulheres (B). A incidéncia e a mortalidade desta doenca sdo semelhantes em
homens e mulheres embora seja ligeiramente maior nos homens. Adaptado de (20).
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1.3.2 Fatores de Risco
Quando se refere, em salde, um fator de risco, tenciona-se mencionar que um

determinado fator aumenta a probabilidade de se poder vir a padecer de uma doenca,
nomeadamente, um cancro. Existem alguns fatores de risco que podem ser controlados
e/ou evitados e outros que ndo, tais como a idade ou a histéria familiar (23). Alguns dos

fatores de risco associados ao cancro colorretal sdo:
e Idade: O risco de cancro colorretal aumenta com a idade.

e Género: As taxas de incidéncia de cancro colorretal sdo aproximadamente
30% mais elevadas em homens do que nas mulheres. A justificacdo para
essa disparidade entre géneros ainda ndo é totalmente compreendida, mas
pensa-se que esteja relaciona com os habitos tabagicos e as hormonas

sexuais;

e Etnia: As taxas de incidéncia de CCR sdo maiores em pessoas africanas e
menores em pessoas de etnia asiatica, quando comparadas com pessoas de

etnia caucasiana.

e Sedentarismo: Pessoas com maior nivel de atividade fisica ttm 25% menos
risco de sofrer de CCR (24).

e Dieta: E proposto que uma dieta rica em gorduras (especialmente gordura
animal) e pobre em calcio e fibras, pode aumentar o risco de cancro CCR
(25).

e Doencas inflamatorias cronicas do intestino: Doencas crénicas tais como a

colite ulcerativa ou a doenga de Crohn, que provocam a inflamagéo do
célon, podem levar a um risco quase duplicado de desenvolvimento de

cancro colorretal.

e Histéria familiar e hereditaria: Individuos que possuem um familiar de

primeiro grau com historia de cancro colorretal tém uma probabilidade duas
a trés vezes maior de também desenvolver a doenca. Cerca de 5% dos
doentes com cancro colorretal ttm uma sindrome hereditaria sendo a mais
comum denominada de Sindrome de Lynch ou de cancro colorretal
hereditario ndo polipoide (CCHNP) seguindo-se da Sindrome de polipose
adenomatosa familiar (PAF). A Sindrome de Lynch, para além de aumentar
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0 risco do cancro, também provoca o aparecimento do mesmo numa idade
mais precoce (45 anos) de forma comparada a populagdo geral. A polipose
adenomatosa familiar é caracterizada pelo aparecimento de centenas de

polipos colorretais nos individuos afetados (24).

1.3.3 Sintomatologia
A grande dificuldade no cancro colorretal é que os sintomas ndo sdo exclusivos e

como tal preditivos de doenca. Para além disso, em estadios iniciais de CCR raramente
se apresentam sintomas sendo, portanto, de grande importancia a realizacéo de rastreios,
nomeadamente as sigmoidoscopias ou as colonoscopias. Em estadios mais avancados 0s

sintomas mais frequentes incluem:
e Fezes mais escuras;
e Alteracdo de habitos intestinais;
e Alteracdes na forma das fezes;
e Diarreia ou obstipacdo que dura mais que alguns dias;
e Sensacdo de que o intestino ndo esvazia completamente;
e Presenca de sangue nas fezes;
e Desconforto abdominal;
e Perda de peso involuntaria;
e Diminuicédo do apetite;

e Fadiga excessiva; (24)

1.3.4 Anatomia
E importante conhecer a anatomia do local onde se origina uma doenca de forma a

poder atuar no tratamento da mesma. O célon e o reto séo elementos do intestino grosso
e fazem parte do aparelho digestivo. O intestino grosso estende-se desde a extremidade
distal do ileo até ao anus com um comprimento de aproximadamente 1,5
metros. Comegando no cego, O intestino grosso continua para cima com o colon

ascendente. Este, por sua vez, inicia-se na valvula ileocecal, passa pelo lado direito

9
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da cavidade abdominal, faz a flexdo colica direita (hepatica), dando assim comeco ao
cblon transverso que se estende até a flexdo colica esquerda (flex&o esplénica) onde se
inicia o colon descendente que percorre o flanco abdominal esquerdo até ao colon
sigmoide. Na cavidade pélvica, o intestino grosso prossegue com o reto e no final

encontra-se ainda o canal anal (figura 1.6) (26,27).

As paredes do intestino sdo constituidas por varias camadas de tecido: do interior para
0 exterior, a mucosa, a muscular da mucosa, a submucosa, a muscular, a subserosa e a
serosa (26). O coélon, por sua vez, encontra-se fixo a parede abdominal posterior através
de uma membrana peritoneal constituida por tecido seroso denominado de mesoco6lon
(28).

Flexdo Cdlica Esquerda (Esplénica)

Mesocdlon Transverso
Flexd@o Cdlica Direita (Hepatica)

Apéndices epiploicos

Colon Transverso

Artéria Mesentérica Superior
Cdlon Descendente

Célon Ascendente

fleo . .
Corte vertical do mesentério

Valvula ileocecal Ténia Célica
Célon Sigmoide
Cego 8

Apéndice —_— Reto
Canal Anal {

Figura 1.6 - Anatomia do intestino grosso. O c6lon e o reto sdo elementos do intestino
grosso. Adaptado de (27).

1.3.4.1 Anatomia Mesentérica
A anatomia mesentérica, foi inicialmente estudada e abordada, em 1889, por Sir

Frederick Treves, que descreveu as estruturas mesentéricas como sendo independentes e
separadas. De facto, o ensino convencional defendia que o mesocélon era fragmentado
(29) e acreditava, tal como ditava Treves, na existéncia do mesentério do intestino
delgado, do mesocdlon transverso e do sigmoide (ndo interligados e fixados a parede

abdominal posterior) e na inexisténcia do mesoctlon ascendente e do descendente (30).

10
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Recentemente o 6rgdo mesentérico foi estudado e ja ndo é considerado fragmentado
nem complexo (31). Atualmente, é descrito como sendo uma estrutura continua desde a
flexdo duodenojejunal (dngulo de Treitz) ao mesorreto (31,32). Assim, presentemente,
conhece-se a existéncia do mesentério do intestino delgado, do mesocélon ascendente,

transverso, descendente, sigmoide e mesorreto como sendo uma estrutura unica (31).

A atual clarificacdo da estrutura mesentérica permitiu uma nova reavaliacdo da sua
histologia, concluindo-se que o 6rgdo mesentérico € revestido em ambas as faces por
tecido conjuntivo mesotelial, que constitui a fascia visceral (31) e que, entre essas duas
camadas, se encontra a fascia de Toldt, uma fina camada de tecido conjuntivo que contém
canais linfaticos (figura 1.7) (33,34).

Por outro lado, a funcdo do mesoc6lon tem sido igualmente estudada, assumindo-se

0 mesmo como um 6rgdo essencialmente imunolégico.

Interface

Mesofascial )
Mesocolon

Interface
Retrofascial
\‘—/0
Fascia de
Toldt’s

Figura 1.7 - llustracdo esquematica da relacdo entre o
mesocolon e a fascia de Toldt. Adaptado de (34).

1.4 Estadiamento Tumoral
O estadiamento tumoral refere-se a categorizacdo do tamanho do tumor bem como ao

conhecimento da sua extensdo no corpo humano no momento de diagnostico de doenca
(5). Trata-se de uma etapa essencial pois permite predizer a sobrevida e influenciar a

escolha do tratamento (35).
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As duas classificacdes mais utilizadas no estadiamento do CCR sdo o Tumor Node

Metastasis (TNM) e os critérios de Duke’s (36). A classificagdo de Duke’s engloba dois

critérios importantes, a penetracdo do tumor e o envolvimento linfatico, (tabela 1.1) (37)

enquanto que, a classificagdo TNM da Union for International Cancer Control (UICC)

que se encontra detalhada no Anexo I, é atualmente a mais utilizada e tem em conta trés

caracteristicas: a profundidade de invasdo na parede isto é, a extensdo local do tumor

primario ndo tratado (representado pela letra T), o envolvimento de ganglios linfaticos

(letra N) e a presenca de metastases a distancia (letra M) (38,39). Este sistema de

classificacdo propde uma categorizacao em estadios desde o nivel O até ao nivel IV:

Tabela 1.1 -

Estadio 0: Carcinoma in situ;

Estadio I: Tumor restrito a uma parte do corpo, sem comprometimento
linfatico;

Estadio II: Tumor localmente avancando (pode ter invadido tecidos
vizinhos, no entanto, as células cancerigenas ndo chegaram aos ganglios
linfaticos);

Estadio Ill: Tumor localmente avancado, espalhado por mais do que um
tecido e causando comprometimento linfatico (ja atingiu os ganglios
linfaticos vizinhos);

Estadio IV: O tumor apresenta metastases a distancia, ou seja, ja se espalhou

para outros 6rgaos/partes do corpo (5,39,40).

Classifica¢ao de Duke’s. Correlagao entre o estadio do tumor N0 momento

de diagnostico e 0 seu prognostico (37).

Estadio de Descrigéo Sobrevivéncia aos
Duke’s 5 anos
A Tumor confinado a mucosa intestinal, sem invasao 90%
linfatica nem presenca de metastases
B Tumor que penetra a mucosa intestinal e atinge a serosa 60 a 70%
ou gordura periretal, sem invasdo linfatica nem
metéstases
C Tumor que invade os ganglios linfaticos 30 a40%
D Tumor com metastases a distancia Raro
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1.4.1 Sobrevida segundo o estadio no momento de diagnostico
A taxa de sobrevivéncia do cancro colorretal vai depender, em grande parte, do

estadio em que o tumor se encontra no momento do diagndstico de doenca (Tabela 1.2)
(41).

De facto, no CCR, a taxa de sobrevivéncia relativa aos 5 anos ap6s o diagndstico € de
65%. Apenas cerca de 39% dos pacientes que sofrem de cancro do colon sdo
diagnosticados com doenca localizada, ndo metastatica e, portanto, potencialmente
curativa, porém, nessas situacoes as taxas de sobrevivéncia aos 5 anos sao elevadas (cerca
de 90%). N&o obstante, estas taxas de sobrevivéncia diminuem drasticamente para 71%
e para 14% em situacGes em que, respetivamente, no momento do diagndstico se encontra

doenca regional ou doenca metastatica (24).

Assim, o diagnéstico precoce e o estadiamento revestem-se de uma importancia
fundamental, uma vez que o estadio da doenca no momento do diagndstico se apresenta

como um fator preditivo da sobrevida (42).

Tabela 1.2 - Estadios do cancro colorretal e correspondente taxa de sobrevivéncia.
Adaptado de ABC of Colorectal Cancer (41).

Estadio Taxa de Sobrevivéncia
Estadio 0 100%

Estadio | 90-100%
Estadio Il 75-85%
Estadio 11l 30-40%
Estadio IV <5%

1.5 Budding Tumoral
O Budding Tumoral (BT) define-se como a presenga de células neoplasicas

indiferenciadas, isoladas ou em pequenos grupos formados por menos de 5 celulas que se
encontram na linha invasiva tumoral (43-47).
Apesar de, biologicamente, BT ainda néo estar totalmente definido sabe-se que este

apresenta semelhanca com a transicao epitelio-mesenquima (EMT) (43,45,48). Sendo a
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EMT um processo caraterizado por perda de moléculas de adeséo celular, alteracbes no
citoesqueleto, ganho de resisténcia a apoptose e aumento da capacidade de degradagéo da
membrana basal, (48-50) o TB tem sido associado a um feno6tipo maligno (44).

O BT, atualmente, é definido como um marcador de progndstico adicional, (51) no
entanto, apresenta-se como uma promessa clinica benéfica devido a simplicidade da sua
detecdo recorrendo a técnicas de colora¢do com hematoxilina-eosina (43,52).

De facto, BT apresenta-se como um bom fator de prognéstico adicional,
principalmente, no CCR uma vez gue se encontra presente em todas as suas fases: em
cerca de 15-17% dos doentes com pT1; 26% com pT2, 36-51% com pT3 e em mais de
73% dos doentes com pT4 (53).

Adicionalmente, vérios estudos indicam que a presenca de BT esta associada a
invasdo linfatica, (44,47-49) invasdo vascular, (48,49) invasdo perineural, (54) risco de
recorréncia local, (44,49) metastases ganglionares linfaticas (48,49) e metastases a

distancia (43,48,49,54) e ainda a uma menor sobrevida livre de doenca (43,48,49).

1.6 Grau Histolégico Tumoral
Em 2008, houve uma alteracdo no que respeita as recomendacfes de classificacdo

histoldgica dos espécimes cirargicos de carcinoma colorretal (55). A partir dai, a divisdo
do grau histologico passou a ser feita entre as denominacdes bem, moderadamente e

pouco diferenciado tal como descrito na tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Grau histoldgico tumoral. Adaptado de (55).

Grau Histolégico Descricao

Pouco diferenciado Glandulas altamente irregulares ou perda de

diferenciagdo glandular e perda de polaridade nuclear.

Moderadamente diferenciado Diferenciacdo glandular menos regular, polaridade

nuclear mal identificada ou perdida.

Tubulos simples ou complexos, polaridade nuclear
. . facilmente identificavel, uniformidade do tamanho
Bem diferenciado )
nuclear, grande semelhanga com a lesdo benigna

precursora.
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1.7 Tipo Histolégico Tumoral
A compreensdo do valor prognostico do tipo histoldgico tumoral € dificultada pelo

défice de dados que definem a verdadeira relacdo entre o tipo histoldgico, o grau e as
caracteristicas genéticas do tumor. Esta declaracéo €, particularmente, relevante no caso
do adenocarcinoma mucinoso, um tipo histoldgico bastante comum em CCR. De facto,
alguns estudos realizados em CCR indicaram que, a presenca do tipo histolégico
mucinoso pode representar um prognostico adverso, especialmente se ocorrer em regides
anatomicas especificas do intestino (por exemplo, no reto-sigmoide) ou em subconjuntos

especificos de pacientes (por exemplo, com idades inferiores a 45 anos) (56).

1.8 Tratamento do Cancro Colorretal
O tratamento para CCR tem vindo a melhorar ao longo dos tltimos tempos em virtude

dos desenvolvimentos e avancos nas técnicas de imagem, nas técnicas cirargicas e na
quimioterapia. No entanto, a decisdo do tratamento a aplicar deve considerar as opg¢oes
disponiveis e as carateristicas do tumor tais como o estadio e a sua localizagdo uma vez
que, os resultados do tratamento variam amplamente com base nas caracteristicas

moleculares especificas de cada tumor (24).

De facto, o tratamento para 0 CCR varia consoante o estadio em que o doente se
encontra, ndo obstante, é de consenso que em estadios mais precoces do CCR comoo | e
o Il, normalmente, € realizada uma cirurgia para retirar o tumor primario e 0s noédulos
linfaticos regionais (57). A extensdo da cirurgia para a remog¢do do tumor primario
dependerd da disseminacdo do tumor. Numa excisdo simples, o tumor é removido
localmente a partir da camada interna superficial da parede intestinal. Quando o cancro
se desenvolve a partir de um polipo, € realizado uma polipectomia onde se remove todo
0 polipo. Podem ainda realizar-se resseccGes padronizadas para remover o cdélon
ascendente (hemicolectomia direita), ou o colon descendente (hemicolectomia esquerda),
ou o sigmoide (resseccdo do sigmoide). A hemicolectomia direita e esquerda alongam-
se, por vezes, ao colon transverso, sendo posteriormente designada por hemicolectomia
(direita ou esquerda) alargada. Nestas ressecOes padronizadas, 0 segmento
correspondente do intestino é entdo removido, bem como os ganglios linfaticos regionais
e qualquer parte dos 6rgdos adjacentes que tenha sido invadida pelo tumor (58). Para o0s
pacientes que se encontram nos estadios Il ou Il do CCR podem ser aplicados

tratamentos de quimioterapia neoadjuvante ou radioterapia, apesar de que, para o estadio
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I1, o tratamento ser um pouco contestado, uma vez que, o risco de recorréncia do cancro
varia entre os doentes. Nos casos de cancro CCR no estddio Ill, que apresentam
envolvimento ganglionar, a administracdo de quimioterapia apds a cirurgia é aconselhada
de modo a reduzir a possibilidade de recidiva da doenca e 0 aumento da probabilidade de
cura. Porém, a verdade, é que grande parte dos doentes com CCR apresentam metastases
e, nesses casos, a terapéutica é mais complexa (57). Efetivamente, quando o cancro se
consegue espalhar para 6rgédos e tecidos distantes criando metastases no figado e nos
pulmdes, por exemplo, normalmente tenta-se realizar uma abordagem cirurgica para
remover as metastases e consequentemente melhorar a sobrevida do doente (24). No
entanto, em locais onde a intervencdo cirurgica € muito dificil deve-se oferecer

quimioterapia paliativa ou neoadjuvante (57).

1.8.1 Tecnica Cirurgica: Excisdo Completa do Mesocélon
A técnica cirargica da excisdo completa do mesocdlon “Complete Mesocolic

Excision” (CME) surgiu em 2008, segundo Hohenberger (59) apds 0 sucesso que a
Excisdo Total do Mesorreto (ETM) teve sobre as taxas de recidiva local na neoplasia do
reto (60-62).

Apesar do sucesso com a ETM, na cirurgia do célon os conceitos ndo se encontravam
estandardizados dai que, Hohenberger et al descrevessem, pormenorizadamente, a CME
de forma a operacionalizar e generalizar situacdes na cirurgia do célon. Assim, em 2008,
a CME foi descrita como uma técnica mais radical tendo, no entanto, como base tedrica
e conceptual os mesmos principios: disseccdo cortante fina ao longo de planos
embriol6gicos, laqueacdo vascular central e obtencdo de um espécime operatério com um
envelope mesocolico integro, de superficie regular (59). Consegue-se, deste modo, com
a CME, uma apropriada exposicdo da raiz dos vasos cdlicos, permitindo a laqueacéo
central das artérias nutritivas do tumor e das suas veias de drenagem, a colheita do maior
namero de ganglios linfaticos possivel, objetivando uma diminuigdo da recidiva local e

uma melhoria da sobrevida global (59,62).

Quanto comparamos a CME com a cirurgia convencional verifica-se que as taxas de
recidiva local para CME sé@o de 3,6% e sobrevida global aos 5 anos de 81%. Estes
resultados correspondem a uma melhoria substancial de cerca de 13% em relacdo a
cirurgia tradicional (63). No entanto, ainda existe alguma falta de consenso em relacéo a

CME uma vez que, alguns autores, apontam desvantagens nesta cirurgia pelo facto de ser
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uma cirurgia mais demorada, o que pode levar a riscos intrinsecos de uma anestesia mais
prolongada. H4 quem defenda ainda como inconvenientes as potenciais lesdes do plexo
autonomico no momento da linfadenectomia radical ao nivel dos vasos mesentéricos
superiores, lesdes isquémicas da grande curvatura gastrica, o risco de lesdes vasculares

major e a maior taxa de deiscéncia da anastomose (62,64).

Assim, a CME apresenta-se como uma técnica alternativa e favoravel, com melhores
resultados oncologicos e que ndo apresenta agressao cirurgica superior, uma vez que,
apresenta taxas de morbilidade e mortalidade pos-operatorias semelhantes as da cirurgia
tradicional (59,62,65).

1.9 Angiogénese e Linfangiogénese
O cancro tem a capacidade de se espalhar para 6rgaos adjacentes ou distantes, gerando

metastases. Para tal, as células tumorais transpdem e fazem uso de vasos sanguineos e/ou
linfaticos, dai que, para o tumor, o crescimento de uma rede vascular seja importante. Os
processos pelos quais novos vasos sanguineos e linfaticos se formam sdo chamados de

angiogenese e linfangiogénese, respetivamente (66).

A angiogénese tumoral, um dos Hallmarks of Cancer, (3) consiste num processo de
maultiplas etapas. Inicialmente, a membrana basal nos tecidos é destruida e iniciam-se 0s
processos de hipoxia. Em seguida, as células endoteliais ativadas por fatores
angiogénicos comecam a migrar fazendo com que proliferem e estabilizam. A
angiogenese tumoral permite aos tumores adquirirem 0s nutrientes e o oxigénio que

necessitam para crescer (66).

A linfangiogénese carateriza-se pela formagdo de vasos linfaticos. As células
cancerigenas sdo capazes de induzir linfangiogénese uma vez que expressam altos niveis
de fatores linfangiogénicos (67). De facto, os vasos linfaticos representam uma das
principais e preferenciais vias de metastizacdo dos tumores, (68) embora alguns estudos
demonstrem que a linfangiogénese ndo é um requisito necessario a metastizagdo por via
linfatica, pois as células malignas podem disseminar-se através dos vasos linfaticos pre-

existentes (69).
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1.9.1 Disseminacdo Tumoral: Via Hematogenica e Via Linfatica
Para que ocorra o crescimento do tumor, as células malignas libertam fatores que lhes

fornecem oxigénio e nutrientes favorecendo a metastizag¢do por via hematogénica ou por
via linfatica. Na via hematogénica, os tumores fazem uso dos vasos sanguineos pré-
existentes nas suas imediagdes para conseguirem atingir os orgaos distantes. No entanto,
nesta via, o uso preferencial dos tumores parece incidir sobre 0s vasos sanguineos recém-
formados (70).

A linfangiogénese peritumoral e a linfangiogénese intratumoral é necessaria para
manter o equilibrio do tumor. Na via de metastizacdo linfatica também parecem ser 0s
vasos linfaticos formados de novo o meio preferencial para que as células malignas
consigam alcancar a corrente linfatica, migrar e atingir primeiramente o ganglio sentinela,
e, posteriormente, os ganglios linfaticos distais, até metastizarem os 6rgaos mais distantes
(figura 1.8) (71,72).

GANGLIO
LINFATICO
DISTAL

VEIA SUBCLAVIA

ESQUERDA
\ : s ’
. METASTIZACAO
A DISTANCIA

Q| cfLuias maLiGnas |

Figura 1.8 - Vias de disseminagdo tumoral. Via hematogeénica e via linfatica.
Adaptado de (71).

Os tumores escolhem, preferencialmente, a via linfatica para metastizagdo uma vez

que, o transporte de células malignas pela corrente linfatica representa uma vantagem

18



“Utilizagdo de imunohistoquimica para avaliac¢do da densidade linfatica no mesentério de adenocarcinomas do célon”

em relacdo ao transporte pela corrente sanguinea porque os capilares linfaticos possuem

maior diametro do que os capilares sanguineos (73).

Assim, para que 0s tumores se tornem malignos e adquiram a capacidade de
metastizacdo fazem uso da via hematogénica, da via linfatica ou de ambas as vias de
disseminacdo cancerigena. Existem estudos que comprovam que cerca de 80% dos
tumores preferem uma propagacdo através da corrente linfatica, (74) logo, o sistema
vascular linfatico constitui a principal via de disseminacédo de diversos tipos de tumores,
principalmente carcinomas, que habitualmente estdo associados a prognosticos
desfavoraveis (75). Deste modo, torna-se importante compreender 0s mecanismos que

medeiam a metastizacdo por via linfatica, nomeadamente a linfangiogénese tumoral.

1.10 A importancia da linfangiologia no Cancro Colorretal
Uma resseccdo inadequada do mesentério no momento da cirurgia pode resultar num

pior progndéstico no cancro do c6lon sendo que, se pressupfe, que tal aconteca como
consequéncia da rutura da integridade do pacote linfatico mesentérico (76). De facto, ja
em 1909, Jamieson e Dobson descreveram o conjunto dos vasos linfaticos que drena o
célon e destacaram que o sucesso do tratamento de doencas malignas dependia da
remocdo da area linfatica afetada (76,77). Este principio foi propagado para os dias de
hoje e é aplicado, atualmente, na técnica cirtrgica da excisdo completa do mesocélon
(CME) demonstrado melhores taxas de sobrevida (59). Conjetura-se assim, que essas
observacOes e melhorias estejam relacionadas com a remocdo completa do pacote
linfatico mesentérico (76).

Na verdade, os vasos linfaticos sdo um componente importante do sistema
imunolégico sendo que, a disseminacéo de células tumorais através deles para os ganglios
linfaticos apresenta-se como um indicador relevante de malignidade (78). Assim, torna-

se cada vez mais importante saber estudar e identificar a linfangiogénese do tumor.

No entanto, é necessario conseguir visualizar os capilares linfaticos, que estdo dentro
e ao redor do tumor e que geralmente sdo pequenos e dificeis de distinguir. Por outro
lado, a utilidade na prética clinica diaria € questionavel, dado o facto de o seu valor

prognostico carecer de comprovacao cientifica.

Para que os vasos linfaticos possam ser quantificados e a sua densidade possa ser

registada e correlacionada com os varios parametros clinicos, como invasdo, 0
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prognostico ou sobrevida a longo prazo, é necessario identificar esses mesmos vasos

linfaticos utilizando marcadores especificos.

Nos ultimos anos, tornou-se possivel distinguir a vascularizacdo sanguinea e linfatica,
gracas a identificacdo de novos marcadores endoteliais linfaticos, tais como a
podoplanina, uma pequena proteina (162 residuos) que é altamente expressa na maioria
dos endoteélios linfaticos vasculares (79). Para além disso, a podoplanina, apresenta a
vantagem de ser compativel com a aplicacdo de secGes de tecido embebidas em parafina
(80) e de ser amplamente expressa em carcinomas de colon (81,82) tanto que, um
consorcio internacional, recomendou o uso preferencial da podoplanina D2-40 como
marcador para estimar a densidade de vasos linfaticos em estudos de neoplasias (83).
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese:
O mesentério apresenta-se como um o6rgdo imunoldgico que protege o

desenvolvimento de cancro. A remocao cirurgica completa do mesocolon e a consequente
remocdo do envelope mesentérico que rodeia o tumor permite uma melhor limpeza
oncolégica de células tumorais e de células imunes que sdo importantes para a
metastizacdo do cancro. A metastizacdo pode ocorrer via vasos linfaticos e/ou
sanguineos, no entanto encontra-se descrito que a componente linfatica € um elemento
importante do sistema imunoldgico e que, a grande maioria dos tumores faz uso desta via
para mestastizacdo. De forma a tentar compreender o papel que uma rede linfatica
complexa representa no prognostico da doenca e na disseminacao tumoral, foi-se estudar
a densidade linfatica mesentérica em adenocarcinomas do colon tendo como foco a

seguinte hipotese:

Se 0 mesentério é um 6rgdo imunoldgico, entdo a remo¢do completa do envelope
mesentérico representa uma melhoria no prognostico da doenca e na diminuicdo de
recidivas uma vez que, nao ha disrupcéo da rede linfatica que drena o mesentério e, como
tal, ocorre uma melhor limpeza oncoldgica de células tumorais e de células imunes que

se consideram importantes para a capacidade de metastizacao.

2.2 Objetivos:
O objetivo principal deste estudo foi:

Determinar, em doentes com adenocarcinoma do colon, a densidade linfatica
mesentérica em regides peritumorais e em regides distais ao tumor, através do recurso a
imunohistoquimica, nomeadamente, a utilizacdo do anticorpo monoclonal D2-40 da

podoplanina.

O objetivo secundario do trabalho foi:

e Correlacionar a densidade linfatica mesentérica com diferentes
caracteristicas clinico-patologicas e clinico-histoldgicas relacionadas com o

tumor.
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3. METODOS

3.1 Colheita de Amostras
Este estudo foi realizado atraves da utilizacdo de amostras de 49 casos de

adenocarcinoma (ADC) do célon. Para a selecdo das amostras utilizou-se, inicialmente,
todos os casos operatorios de ADC do cdlon realizados no Hospital Professor Doutor
Fernando Fonseca (HFF) entre 0 ano de 2016 e o ano de 2018, tendo-se conseguido um
total de 1189 amostras. Subsequentemente, para uma otimizagao do processo de triagem,
aplicou-se um critério de excluséo ao estudo linfangioldgico. Assim, todos os casos de
ADC do colon que néo tivessem presente no arquivo do Servico de Anatomia Patologica
(SAP) do HFF, os respetivos mapeamentos adquiridos no momento do processamento
macroscopico da peca cirdrgica ao nivel da rotina do proprio SAP, eram excluidos. Apos
este processo de selecdo, chegou-se, entdo, aos 49 casos utilizados como amostras finais
deste estudo. Estes 49 casos resultam de casos operatérios realizados no HFF no periodo
de 2017-2018 uma vez que, sO a partir do inicio do ano de 2017, o SAP passou a
implementar o sistema de mapeamento. Foram avaliadas, para os 49 casos, diversas
caracteristicas clinico-patoldgicas e clinico-histolégicas que irdo ser discutidas mais a

frente.

3.2 Macroscopia das pecas cirurgicas
Todos os casos clinicos utilizados neste estudo tinham sido previamente sujeitos a

uma andlise macroscopica cuidada por parte do SAP do HFF. Neste servico, todas as
pecas de adenocarcinoma do célon sdo rigorosamente tratadas segundo um protocolo que
se encontra descrito no Anexo Il. E nesta fase da macroscopia que se realiza a
identificacdo e orientacdo do espécime cirtrgico e se procede a sua fixacdo em formol
tamponado. Apesar da peca ser medida a fresco, apés a sua fixacao em formal toda a peca
volta a ser medida (comprimentos e diametros), marcam-se as margens cirdrgicas e/ou
outras estruturas relevantes com tinta nanquim e procede-se ao corte das areas de interesse
para inclusdo em parafina. E ainda na fase da macroscopia que se procede a realizacéo do
registo fotografico do espécime completo e das secces ja fatiadas/cortadas que irdo ser
inclusas em parafina. Este registo fotografico torna-se fundamental pois é através dele
que é possivel realizar o mapeamento do ADC do colon (figura 3.1), sendo a presenca
deste mapeamento um dos critérios fundamentais para a selecdo do caso clinico e a

utilizacdo do mesmo neste estudo.
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Figura 3.1 - Mapeamento de um adenocarcinoma do célon realizado
no servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Professor Doutor
Fernando Fonseca.

3.3 Identificacdo dos espécimes cirurgicos através dos mapeamentos

da Anatomia Patologica
Recorrendo aos mapeamentos originados atraves dos registos fotograficos e analises

macroscopicas dos espécimes cirlrgicos selecionou-se, para cada caso clinico, as
melhores areas, entre as diferentes ja cortadas/fatiadas e inclusas nas cassetes de parafina.
Esta selecdo foi realizada tendo por base as regifes que aparentavam ter mais gordura
(uma vez que o objetivo era analisar a regido mesentérica que por sua vez é constituida
por tecido conjuntivo mas também por tecido adiposo) sendo que, para cada caso clinico,
era selecionado sempre pelo menos uma regido perto do tumor (peritumoral) e uma outra,

mais distante do tumor, no local de laqueacéo.

Através desta analise aos mapeamentos selecionou-se um total de 169 laminas que
tinham sido previamente coradas com hematoxilina e eosina pelo servico SAP do HFF e
que, posteriormente, foram analisadas ao microscopio de luz Leica DM2000 Led, com

um acessorio de cdmara ICC50 HD (Leica Microsystems Limited, Suica).
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3.4 Coloragao Hematoxilina e Eosina (HE)
As 169 laminas resultantes da primeira anélise aos 49 casos de adenocarcinoma do

colon em estudo, foram sujeitas a uma analise histopatologica. Os tecidos presentes
nestas ldaminas tinham sido previamente cortados a 1.5um de espessura, colocados huma
lamina e corados com hematoxilina e eosina (HE) no SAP do HFF consoante o protocolo
descrito no Anexo Il1. O procedimento HE é uma técnica extremamente utilizada devido
a sua simplicidade (84) sendo que, mancha de cores contrastantes o nucleo e o citoplasma
(85) (a hematoxilina, um corante nuclear basico, cora os nucleos de azul e a eosina, um
corante citoplasmatico acido, cora o citoplasma de rosa) (84) de forma a diferenciar
rapidamente os componentes celulares. No entanto, os resultados da coloragéo dependem
do processamento adequado da amostra, que envolve a preservacdo de tecidos, a

desidratacdo, a limpeza e a infiltracdo de parafina (85).

O recurso as laminas previamente coradas pelo SAP do HFF foi necessario para que
se identificasse dentro das zonas de tecido adiposo peritumoral e distal ao tumor, as
localizagdes onde era mais provavel conseguir encontrar vasos linfaticos no momento da
realizacdo da técnica de imunohistoquimica. Assim sendo, apds a execucao desta analise
histopatoldgica reduziu-se de 169 para 98 (1 regido peritumoral e 1 regido distal ao tumor
para cada um dos 49 casos) o numero de laminas a efetivamente utilizar ao longo do

restante estudo.

3.5 Microtomia
Subsequentemente a analise de todas as laminas de HE para cada caso clinico e a

definicdo das zonas desejaveis a cortar, procedeu-se ao corte dessas mesmas zonas no
microtomo Leica RM2245 do SAP do HFF. Cada corte foi realizado com uma area
aproximada de 1cm? sendo que, a espessura de corte do tecido manteve-se a 1.5um
(medida de corte otimizada no servico SAP do HFF). Apds o corte, o tecido foi colocado
em laminas X-tra™ que possuem uma superficie carregada positivamente (uma vez que,
a carga elétrica dos tecidos € maioritariamente negativa, as laminas apresentam uma carga
oposta) (86) o que ajuda a ligar as seccOes de tecido a silica do vidro das laminas sem o
uso de adesivos adicionais (87). Sequentemente, as laminas foram colocadas em estufa
durante 60 minutos a 64°C para que o tecido conseguisse a aderéncia necessaria as

laminas.
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3.6 Imunohistoquimica (IHQ)
As técnicas imunohistoquimicas utilizam anticorpos especificos para identificar e

detetar antigénios em cortes teciduais por meio de reacdes imunolégicas e quimicas (86).
Esta técnica é altamente sensivel e especifica e pode detetar uma grande variedade de

antigenos em varias espécies animais (88).

Um antigénio é geralmente uma molécula com uma dimensao razoavel que apresenta
na sua superficie, um ou mais locais especificos de ligacdo ao anticorpo denominado de
epitopo. Uma vez introduzido num organismo, induz uma resposta por parte do sistema
imunitério que leva a producéo de anticorpos especificos. Os anticorpos, por sua vez, sao
moléculas de natureza proteica que sdo produzidas em resposta a presenca de antigénios
sendo que, se combinam com estes quando as condicdes fisioldgicas favorecem a sua
ligagdo. O local de ligacdo do anticorpo ao epitopo é denominado paratopo sendo esta
ligagdo a reacdo base da imunohistoquimica (figura 3.2) (86).

A
paratopo—— '

anticorpo < antigénio >
epitopo ‘ 4

Figura 3.2 - Ligacdo antigénio-anticorpo. Adaptado de (86).

De forma a conseguir visualizar e detetar a ligacdo entre 0s anticorpos e 0s
antigénios foi necessario arranjar estratégias para a ampliacdo do sinal tornando-o mais
potente. Para tal, atualmente, existem diferentes métodos de imunohistoquimica que
ambicionaram associar 0 maximo de moléculas visualizaveis ao complexo anticorpo-
antigénio. Os dois métodos béasicos de IHQ, sdo o método direto e 0 método indireto
(figura 3.3) (86).

No método direto é utilizado unicamente um anticorpo primario, que possui um
marcador e que se liga diretamente ao antigénio. Este método é simples e rapido, no
entanto, apresenta como desvantagens, a pouca ampliacdo de sinal e acaba por ser
dispendioso, pois exige que 0s anticorpos primarios possuam marcador. No método
indireto, recorre-se a dois tipos de reagentes, o anticorpo primario e o anticorpo
secundario. Neste método, o anticorpo primario dirigido ao antigénio de interesse é

reconhecido por anticorpos secundarios, que amplificam o sinal. Este método possui
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como principais vantagens o facto de ser mais sensivel do que o método direto e por deter
uma maior versatilidade, pois basta possuir um anticorpo secundario marcado nao sendo
necessario que os primarios estejam marcados tornando-se assim mais econémico. Como
desvantagens, tecnicamente, € mais demorado e complexo do que o método direto
(86,89).

O Enzima/Flurocromo

Enzima/Flurocromo ; e
Anticorpo Primario . -
\ Anticorpo Secundario

Anticorpo Primario Antigénio

o NS\ SN\

Método Direto Método Indireto

Figura 3.3 - Método direto e método indireto de imunohistoquimica. O método direto
é realizado apenas numa etapa, em que o anticorpo primario (verde) esta ligado a uma
enzima ou fluorocromo. O método indireto é realizado em duas etapas, sendo utilizado
um anticorpo secundario ligado a uma enzima para reconhecer 0 anticorpo primario
ligado ao antigénio do tecido. Adaptado de (89).

Presentemente, a técnica de imunohistoquimica pode ser realizada de forma manual
ou em sistemas automatizados que se encontram disponiveis no mercado tais como o
Ventana Ultra e o Leica BOND-I11I. Os sistemas automaticos, aplicam tecnologias de alta
gama e conseguem padrdes de imunomarcacdo de elevada qualidade para além de serem
capazes de realizar os procedimentos de desparafinacdo, hidratacdo e recuperagdo

antigénica no interior da plataforma (86).

3.6.1 Imunohistoquimica realizada em sistema automatico Leica BOND-I111
O BOND- I11 é um equipamento totalmente automatizado (figura 3.4) que auxilia 0s

técnicos de Anatomia Patologica num diagnostico mais preciso e imediato. Trata-se, pois,

de um equipamento de coloracdo automatico, que permite realizar tanto protocolos da
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técnica de IHQ como de Hibridizacdo in situ (HIS). Foi desenvolvido pela Leica
Biosystems com o intuito de melhorar o fluxo de trabalho, a rapidez, a eficiéncia e a
confianga no diagnostico de doengas cancerigenas visando a promocao de um diagnéstico

mais preciso e fiavel (90).

Este equipamento possui trés tabuleiros independentes cada um com capacidade para
10 laminas. Assim, o BOND-III tem capacidade para processar 30 laminas de forma
paralela e continua sendo que, demora aproximadamente entre 2 horas e 30 minutos a 3
horas a completar um procedimento completo. Uma vez que, tem espaco para 36
reagentes, este equipamento fornece ainda flexibilidade para executar procedimentos de
IHQ e HIS ao mesmo tempo (90).

Figura 3.4 - Equipamento automatizado de
imunohistoquimica BOND- Il da Leica.
Adaptado de (90).

3.6.2 Protocolo Imunohistoquimico
A IHQ foi realizada em secc¢6es de tecido parafinado cortado a 1.5um de espessura,

aderidos a laminas adesivadas X-tra™. A técnica foi realizada em todas as 49 amostras

tanto nas regides peritumorais como nas regides distais ao tumor. As laminas foi

27



“Utilizagdo de imunohistoquimica para avaliac¢do da densidade linfatica no mesentério de adenocarcinomas do célon”

adicionado um controlo tecidual externo e positivo de amigdala (que apesar de possuir

vasos linfaticos ndo foi sujeita a0 mesmo procedimento de fixacao e processamento).

As seccgdes de tecido foram posteriormente processadas no equipamento automatico
de coloragdo BOND-III (Leica Biosystems) segundo o protocolo descrito no Anexo 1V.
O anticorpo monoclonal D2-40 da podoplanina (Hoffmann-La Roche Ltd) foi o anticorpo
utilizado para a realizacdo da IHQ no equipamento BOND-I1I com o objetivo de avaliar
a densidade linfatica nas regides peritumorais e distais ao tumor de cada um dos 49 casos
de ADC do célon. O anticorpo monoclonal D2-40 da podoplanina foi otimizado tendo

em conta os parametros descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - CondicGes otimizadas e anticorpo primario utilizado neste estudo.

Anticorpo | Clone Recuperacao = Diluicdo | Tempo de Tipo de Controlo Origem
Primério Antigénica Incubacéo Marcagéo Positivo do
Anticorpo
BOND ER2
. (Leica 3 : : ” ]
Podoplanina | D2-40 . Pré- 20 minutos | Citoplasmética | Amigdala | Ventana,
Biosystems) ]
diluido Roche
20 minutos a
100°C

No equipamento automatizado BOND-III da Leica Biosystems, cada lamina foi
processada individualmente, comecando pelo aquecimento das laminas até 72°C, seguido
de desparafinacdo com a solugdo Bond Dewax, uma solucdo que permite que a parafina
seja removida das secOes tecidulares antes da reidratacdo e coloracdo (91). De seguida,
as laminas sdo mergulhadas em concentracdes decrescentes de etanol até a agua (H20)
destilada de forma a completar a reidratacdo dos tecidos. Posteriormente, procede-se a
recuperacdo antigénica utilizando para tal uma solugdo baseada em acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) denominada Bond Epitope Retrieval 2 (ER2) da Leica Biosystems
com pH 9 cuja funcdo € expor os epitopos presentes nos tecidos em teste (92). O passo
seguinte passa pelo bloqueio da peroxidase endogena utilizando uma solugdo comercial
de peroxido de hidrogénio (H202) a 3% da Leica (92). Sequentemente, as seccOes de
tecido aderidas as laminas foram incubadas com o anticorpo primario, durante 20

minutos. No entanto, antes deste passo, realizam-se lavagens com uma solugéo
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denominada Bond Wash da Leica que ajuda a garantir que o excesso do reagente anterior
foi corretamente removido dos tecidos antes de se adicionar o anticorpo primario. De
igual forma, uma série de lavagens de 2 minutos sao realizadas com a solu¢do Bond Wash
antes de se adicionar o proOximo reagente, 0 pds-primario, durante 8 minutos.
Seguidamente, e apds uma nova série de lavagens o sistema automatizado BOND-III
adiciona as laminas um polimero que permite uma intensificacdo da coloragdo. O passo
seguinte trata-se da incubacgéo das seccOes de tecido com uma mistura de um substrato e
de um cromogenio de diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) o que gera uma
reacao enzimatica para a detecdo da interacdo antigénio-anticorpo (93). Esta reacdo
enzimética origina um precipitado castanho-bronze que permite a visualizacdo das
moléculas que interagiram (86). Uma vez que, o DAB ¢ insoluvel em alcool e outros
solventes organicos é necessario, antes da sua aplicacdo, que o sistema automatizado
BOND-I1I realize ciclos de lavagem com agua destilada de forma a que o DAB se consiga
fixar e exercer a sua funcdo. Apds a adicdo de DAB um novo ciclo de lavagens com H20
destilada é executado e, posteriormente, é aplicado um DAB Enhancer que tem como
funcdo mudar a cor da reacdo do DAB de cobre para castanho escuro, isto &, intensificar
a coloracdo. Assim, o DAB Enhancer proporciona um aumento no contraste entre a
coloragdo cromogénica especifica do DAB e o pano de fundo do tecido auxiliando a
identificacdo dos antigenos (94). Por fim, ap6s novo ciclo de lavagens com &gua destilada
0 sistema automatizado da Leica contrasta as seccdes de tecido com Hematoxilina, um
corante nuclear basico que, cora os nucleos das células, permitindo visualizar a sua

morfologia.

3.6.3 Montagem das laminas de Imunohistoquimica
O procedimento de imunohistoquimica termina quando, apds o ciclo da BOND-III da

Leica ter terminado, as secgdes de tecido sdo manualmente desidratadas com
concentracgdes crescentes de etanol (70%, 95%, 100%), diafanizadas em xilol e montadas

com resina (Entellan) com a colocacdo da lamela.

3.7 Reviséo das laminas de IHQ
Todas as laminas que foram sujeitas ao processamento de IHQ pelo sistema

automatizado BOND-III da Leica foram posteriormente revistas e analisadas utilizando

um microscépio de luz Leica DM2000 Led, com um acessorio de camara ICC50 HD e
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uma lente de ampliagdo Leica «o/- HI PLAN 10x/0.25 (Leica Microsystems Limited,
Suica) do servico SAP do HFF. A revisao e interpretacdo de cada lamina foi conduzida
tendo por base sempre 0 mesmo critério e com foco na presenca de vasos linfaticos nas
camadas de tecido da subserosa e serosa das regifes mesentéricas peritumorais e distais
ao tumor. Como foram examinadas para cada um dos 49 casos em estudo 2 zonas
mesentéricas diferentes, um total de 98 areas de aproximadamente l1cm? de tecido
distribuidas por 15 laminas X-tra™ foram revistas.

3.8 Avaliacao dos Vasos Linfaticos
A estimativa do niUmero medio de vasos linfaticos presentes nas seccBes de tecido

sujeitas a IHQ foi obtida definindo-se uma area de 1mm? sobre um campo escolhido
aleatoriamente para cada regido peritumoral e distal ao tumor. Dentro desse quadrado de
referéncia foi feita uma contagem de todos os testes imunopositivos situados totalmente
dentro dele. Apenas 0s vasos que estavam totalmente dentro do limite do quadrado de
1mm? foram contabilizados, sendo que, aqueles que cruzavam o quadrado ou que estavam
fora dos seus limites ndo foram contados. Registaram-se todos 0s vasos quer estes
tivessem forma luminal ou forma linear desde que, houvesse neles captacdo do anticorpo
monoclonal D2-40. O nimero de vasos linfaticos presente em cada seccéo de tecido foi
depois dividido pela area do quadrado de referéncia (Imm?) para se definir a densidade

linfatica.

Numero de Vasos Linfaticos dentro do quadrado de referéncia

Densidade Linfatica = - —
Area do quadrado de referéncia

3.9 Parametros Clinico-Patologicos e Clinico-Histoldgicos
Foram analisados os registos clinicos e anatomopatoldgicos de todos os doentes, com

colheita sistematizada por meio de consulta do Processo Clinico Individual dos seguintes
parametros:

e |dade;

e Género;

e Peso e Altura (IMC);

e Localizacdo do tumor;
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e Tipo de Cirurgia efetuada;

e Estadiamento TNM;

e N°de ganglios isolados e positivos;

e Tamanho e perimetro do tumor;

e Grau de diferenciacdo tumoral e presenca de componente mucinosa;
e Presenca de budding tumoral,

e Invasdo perineural e linfovascular;

e Infiltracdo linfocitica intratumoral e peritumoral;

e Integridade do mesocolon.

3.10 Analise Estatistica
A analise dos resultados foi realizada utilizando o software IBM SPSS versao 22.0.

O nivel de significancia estatistica considerado foi de p<0,05.

Com recurso ao IBM SPSS, foi efetuada, inicialmente, uma anélise descritiva dos
dados por meio de uma analise das suas frequéncias. Foram ainda, mais tarde, aplicados
0s testes paramétricos: teste-t para amostras independentes e o One-way ANOVA isto
porque tinhamos uma amostra superior a 30, atribuindo-lhe assim, uma distribuicao
normal. O teste-t para amostras independentes foi usado quando se pretendia realizar uma
andlise para as médias e desvio-padrdo de amostras independentes e o teste One-way
ANOVA para a comparacao de duas ou mais variaveis independentes. Fez-se ainda uso
do construtor de graficos do IBM SPSS, nomeadamente, para a construcdo de diagramas

de caixa e de graficos de disperséo.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise das caracteristicas Clinico-Patologicas
O presente estudo foi realizado numa amostra de 49 casos de adenocarcinoma do

célon. Nestes 49 casos a grande parte dos doentes (34,7%) tinha idades superiores a 80
anos. Quanto ao género, embora a amostra esteja extremamente equilibrada verificou-se
a supremacia de doentes do sexo masculino. A maioria dos doentes com ADC do c6lon
(53,1%) foram submetidos a uma cirurgia denominada de hemicolectomia direita o que é
coincidente com o facto de o maior nimero de tumores descritos, entre os 49 casos
analisados, se localizarem no célon ascendente (36,7%). Mais de metade (51,0%) dos
doentes com ADC do célon estudados possuia excesso de peso e a grande maioria
encontra-se vivo (35/49) apoés a cirurgia sendo que, dos que faleceram, a média de dias
de sobrevivéncia é de 109,5 + 155,5. Todos estes dados anteriormente referenciados estéo

descritos mais pormenorizadamente na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos 49 casos de adenocarcinoma do
célon.

Frequéncia | Percentagem
Caracteristicas (n) (%)
Idades < 50 anos 4 8,2
> 50 anos e < 70 anos 16 32,7
> 70 anos e < 80 anos 12 245
> 80 anos 17 34,7
Localiza¢do do Tumor Angulo esplénico do Célon 2 4,1
Angulo hepético do Célon 5 10,2
Colon Ascendente 18 36,7
Colon Descente 3 6,1
Colon Sigmoide 17 34,7
Célon Transverso 4 8,2
Género Masculino 26 46,9
Feminino 23 53,1
indice de Massa Corporal (IMC) Abaixo do normal (<18,5) 0 0
Normal (>18,5 e <25) 18 36,7
Excesso de peso (>25 e <30) 25 51,0
Obesidade (>30) 6 12,2
Tipo de Cirurgia Colectomia total 2 41
Hemicolectomia direita 26 53,1
Hemicolectomia esquerda 15 30,6
Rececéo anterior do reto 6 12,2
Sobrevivéncia pos cirurgica  Vivos 35 71,4
Falecidos 6 12,2
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4.2 Imunohistoquimica

4.2.1 Controlo Tecidular
O controlo tecidular de amigdala utilizado demonstrou uma boa marcacdo de vasos

linfaticos (figura 4.1) garantido assim a qualidade da imunohistoquimica realizada.
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Figura 4.1 - Controlo tecidular de amigdala utilizado na imunohistoquimica.
(IHQ, ampliacdo 10x)

4.2.2 Densidade Linfatica nos adenocarcinomas do célon
Dos 49 casos de ADC do célon analisados por imunohistoquimica apenas 4 casos ndo

apresentaram qualquer tipo de marcacdo linfatica positiva nem nas regides peritumorais
nem nas regides mais distais ao tumor. Considerou-se apenas a marcacao dos vasos
linfaticos em zonas de tecido adiposo (camada serosa e subserosa) sendo descartados 0s
vasos linfaticos marcados nas mucosas. A distribuicdo dos vasos linfaticos foi semelhante

em areas mesentéricas de regides peritumorais e distais ao tumor (figura 4.2).
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Figura 4.2 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina realizada em
regides peritumorais (A) e em regides distais ao tumor (B). (IHQ, ampliacdo 10x).

4.2.2.1 Densidade Linfatica nas sec¢des mesentéricas peritumorais
Da analise histopatoldgica realizada através das laminas de hematoxilina-eosina

coradas no SAP do HFF verificou-se a presenca de grandes areas de gordura, com
estruturas vasculares e sanguineas de grande dimenséo (figura 4.3) 0 gque nos sugeria uma
grande probabilidade de que, no momento da realizacdo da técnica de imunohistoquimica,
houvesse uma abundante marcacdo positiva de vasos linfaticos, uma vez que é frequente
a presenca de vasos linfaticos na proximidade de vasos sanguineos. Nas figuras 4.4 a 4.8,
é possivel ver o resultado das imunohistoquimicas realizadas nas sec¢fes mesentéricas
peritumorais em estudo. Verifica-se que ha a presenca de vasos linfaticos tanto na forma

luminal (estrela vermelha da figura 4.6) como na forma linear (seta da figura 4.6). Para
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além disso, verifica-se que € tdo facil encontrar vasos linfaticos marcados positivamente

em amostras do género masculino (figura 4.4 A) como do género feminino (figura 4.4 B).
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Figura 4.3 - Lamina corada com hematoxilina-eosina no servico de Anatomia
patoldgica do Hospital Professor Doutor Fernando Fonseca. E visivel uma imensa area
de tecido adiposo, mas também estruturas sanguineas de grande dimensédo. (Ampliacao

4X).
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Figura 4.4 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do c6lon do género masculino (A) e caso de adenocarcinoma do célon

do género feminino (B). (IHQ, ampliagdo 10x).
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Aparentemente, também o estadio pTMN ndo parece ser um fator relevante pois
facilmente se encontram amostras em estadio pT diferentes e com igual numero de vasos
linfaticos por 1mm? (figura 4.5), embora também se trate de amostras de regides
anatomicas diferentes. Relativamente a variavel IMC verifica-se que, € possivel encontrar
amostras (entre os 49 casos de ADC do colon estudados) em que num IMC<25 se
encontram marcacg0es de vasos linfaticos superiores (aproximadamente em dobro) (figura
4.6 A) comparativamente com amostras em que o IMC ¢é >25, (figura 4.6 B) dai que seja

uma variavel importante de avaliar estatisticamente.
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Figura 4.5 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do célon em estadio pT2 (A) e caso de adenocarcinoma do célon em
estadio pT3 (B). (IHQ, ampliagdo 10x).
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Figura 4.6 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do célon com indice de massa corporal <25 (A) e caso de
adenocarcinoma com indice de massa corporal >25 (B). (IHQ, ampliacdo 10x).

Quanto a variavel idade, parece relativamente facil encontrar o0 mesmo nimero de vasos
linfaticos marcados em amostras cujas idades sdo muitos dispares, nomeadamente,
identificacdo de 3 vasos linfaticos por 1mm? em amostras cujas idades sio <60 anos
(figura 4.4 B) e em amostras cujas idades sdo superiores a 80 anos. (figura 4.7). Esta

variavel foi, posteriormente, analisada estatisticamente.
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Figura 4.7 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do célon com idade inferior a 60 anos. (IHQ, ampliacdo 10x).

Durante a revisdo das ldminas de imunohistoquimica verificou-se um caso especial (entre
0s 49 casos de ADC do colon estudados), onde nesta regido peritumoral, houve uma
marcacdo exacerbada pelo anticorpo D2-40 da podoplanina (figura 4.8). Embora a
marcacdo tenha sido visivelmente aumentada relativamente aos restantes casos analisados
é possivel também verificar que, os vasos marcados nao sao bem definidos, espacados e
faceis de quantificar tal como acontecia nos outros 48 casos de regiGes peritumorais de
ADC do cdlon estudadas.

1mm?

Figura 4.8 - Imunohistogimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do c6lon com marcacdo incomum. (IHQ, ampliagédo 10x).
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4.2.2.2 Densidade Linfatica nas sec¢des mesentéricas distais ao tumor
A densidade e distribuicdo linfatica nesta regido mesentérica é semelhante a regiao

mesentérica peritumoral, anteriormente descrita. Também aqui houve marcagao de vasos
linfaticos com forma luminal e como forma linear. Relativamente a varidvel género,
verifica-se, também neste caso, que aparentemente é pouco relevante uma vez que, € tao
facil encontrar vasos linfaticos marcados positivamente em amostras derivadas de doentes
do género masculino (figura 4.9 A) como do género feminino (figura 4.9 B). No entanto,

sO podemos descurar a variavel género ap6s a sua analise estatistica.

1mm? ;‘ _ . A

1mm? oo B

Figura 4.9 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do colon, regido distal ao tumor, do género masculino (A) e caso de
adenocarcinoma do célon, distal ao tumor, do género feminino (B). (IHQ, ampliagdo
10x).
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Em relacdo ao estadio pTMN fica a duvida quanto a sua importancia na densidade
linfatica de regides distais ao tumor uma vez que, € possivel encontrar amostras em
estadios pT diferentes e com igual niimero de vasos linfaticos por 1mm? (figura 4.10 A e
B), mas também amostras em estadios pT iguais (bem como em &reas anatomicas
equivalentes) e com uma marcagdo positiva de vasos linfaticos bastante dispar (figura
4.10 A e C). Relativamente a variavel IMC, esta apresenta-se como um fator potencial
uma vez que, a amostra (entre os 49 ADC do cdlon em estudo) onde o IMC foi mais baixo
ndo demonstrou qualquer marcacao positiva de vasos linfaticos, no entanto, pelo contrario
a amostra com um IMC maior (IMC de 40,1) teve uma marcacdo de 9 vasos linfaticos
por Imm? (figura 4.10 C).

A

1mm?

1mm?

2 I |
1mm \

Figura 4.10 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do co6lon, em regiéo distal ao tumor, estadio pT2, com pouca marcacao
de vasos linfaticos (A); caso de adenocarcinoma do célon, distal ao tumor, em estadio
pT3 (B); caso de adenocarcinoma do colon, distal ao tumor, em estadio pT2 com maior
marcacao de vasos linfaticos (C). (IHQ, ampliacdo 10x).
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Relativamente a variavel idade, esta ndo parece ser relevante uma vez que, ao contrario
do que era previsivel, é possivel encontrar amostras em que, em idades menores de
diagndstico (<50 anos) houve uma maior marcagdo de vasos linfaticos comparativamente
com amostras de idades superiores (>80 anos), apesar de ambos 0s casos se encontrarem

no mesmo estadio (pT3) (figura 4.11).

A {

1mm?

1mm?

Figura 4.11 - Imunohistoquimica com anticorpo D2-40 da podoplanina. Caso de
adenocarcinoma do co6lon, em regido distal ao tumor, com idade inferior a 50 anos (A) e
caso de adenocarcinoma do célon, distal ao tumor, com idade superior a 80 anos. (IHQ,
ampliacéo 10x).

4.3 Analise das carateristicas clinico-histologicas
Para os 49 casos de adenocarcinoma do c6lon em estudo foi ainda verificado a

possivel influéncia que as caracteristicas clinico-histologicas descritas nas tabelas 4.2 a
4.5 podiam ter na densidade linfatica mesentérica peritumoral e na densidade linfatica

mesentérica numa regido mais distal ao tumor. Foram analisadas as caracteristicas
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tamanho do tumor e o perimetro por ele ocupado na tabela 4.2 e na tabela 4.3,
respetivamente, sendo o tamanho médio dos tumores analisados de 4,4cm e a média do
perimetro que o tumor ocupa de 77,4%. Foi ainda estudado o nimero de ganglios
linfaticos isolados na tabela 4.4 verificando-se que, em média, foram isolados 30

ganglios, no entanto, 0 numero maximo de ganglios positivos ndo ultrapassou os 5.

Tabela 4.2 - Analise estatistica do tamanho do tumor na densidade linfatica de
adenocarcinomas do célon.

Caracteristicas Minimo (cm) | Maximo (cm) Média Desvio Padréo
Tamanho do tumor 15 15,0 4.4 2,7

Tabela 4.3 - Analise estatistica do perimetro ocupado pelo tumor na densidade linfatica
de adenocarcinomas do colon.

Caracteristicas Minimo (%) | Méaximo (%) | Meédia | Desvio Padréo
Perimetro ocupado pelo tumor 10 100 77,4 26,3

Tabela 4.4 - Andlise estatistica do numero de ganglios linfaticos isolados e do nimero
de ganglios linfaticos positivos na densidade linfatica de adenocarcinomas do colon.

Caracteristicas Minimo (n) | Méximo (n) Média Desvio Padrao
N° Ganglios isolados 10 62 30,0 13,2
N° Ganglios positivos 0 5 0,53 1,1

As outras caracteristicas clinico-histoldgicas analisadas tais como o estadio pTNM,
as invasoes e infiltragdes, o grau de diferenciacdo, a presenca de padrdo mucinoso, de
budding e a integridade do mesoc6lon estdo descritas na tabela 4.5. Quanto as invasdes
perineural e linfovascular, verifica-se que ndo estdo presentes na maioria das amostras
uma vez que as percentagens de auséncia de invasdo foram, respetivamente, de 93,9% e
de 75,5%. Relativamente a infiltracdo linfocitica intratumoral 23/49 dos casos analisados
ndo apresentava qualquer nivel de infiltracdo. Por outro lado, em referéncia a infiltracéo
linfocitica peritumoral, 21/49 casos apresentaram um nivel de infiltracdo moderado.
Quanto a presenca ou auséncia do padrdo mucinoso, verificou-se que a grande maioria
dos casos em estudo (69,4%) ndo apresentava este padrdo. Em 59,2% das amostras em
analise o mesocolon apresentou-se integro. A presenca de budding tumoral ocorreu na
generalidade da amostra (34/49). Quanto ao grau histoldégico também a maioria dos

doentes possuia um grau moderadamente diferenciado do tumor (63,3%). Dos 49 casos
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de adenocarcinoma do célon em estudo apenas existiam estadios T2 e T3 com clara
predomindncia do estadio T3 (75,5%). A maioria dos casos ndo apresentavam
envolvimento dos ganglios linfaticos (73,5%) nem metéstases a distancia (89,9%).

Tabela 4.5 - Andlise estatistica de diversas caracteristicas clinico-histologicas: estadio
pPTNM, invasdes e infiltracfes tumorais, grau de diferenciagdo tumoral, presenca de
padrdo mucinoso, presenca de budding tumoral e integridade do mesocélon.

Caracteristicas Frequéncia (n) | Percentagem (%)
Infiltrado Peritumoral Ausente 5 10,2
Ligeiro 8 16,3
Moderado 21 42,9
Marcado 14 28,6
Valores Validos 48 98,0
Valores Ausentes 1 2.0
Infiltrado Intratumoral  Ausente 23 46,9
Ligeiro 12 24,5
Moderado 7 14,3
Marcado 4 8,2
Valores Validos 46 93,9
Valores Ausentes 3 6,1
Integridade do Mesoc6lon Néo Integro 15 30,6
Integro 29 59,2
Valores Validos 44 89,8
Valores Ausentes 5 10,2
Grau de Diferenciagao Bem diferenciado 12 245
I\/_IoderaQamente 31 63.3
diferenciado
Pouco diferenciado 4 8,2
Valores Validos 47 95,9
Valores Ausentes 2 41
Invasao Perineural Néo 46 93,9
Sim 3 6,1
Invasao Linfovascular Nao 37 75,5
Sim 12 24,5
Padrdo Mucinoso Néo 34 69,4
Sim 15 30,6
Presenca de Budding Néo 15 30,6
Sim 34 69,4
Estadios pTNM T2 12 24,5
T3 37 75,5
NO 36 73,5
N positivos 13 26,5
MO 44 89,8
M positivos 5 10,2

Nota: No estadiamento pTNM, a denominagdo “N positivos” significa que houve
envolvimento dos ganglios linfaticos e a “M positivos” indica que houve presenca de
metastases a distancia ndo descrevendo, no entanto, 0 nimero minimo e maximo de
ganglios e metastases, respetivamente, afetados.
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4.4 Andlise estatistica da densidade linfatica
Podemos verificar através da analise da tabela 4.6 que, a média do nimero de vasos

linfaticos mesentéricos peritumorais por 1mm? ¢ ligeiramente maior que a média dos
vasos linfaticos presentes na regido mais distal ao tumor. No entanto, também o desvio
padrdo é mais elevado no caso dos vasos linfaticos peritumorais inferindo-se, assim, que
ndo existe diferenga estatistica significativa (p=0.294) entre a média do nimero de vasos

linfaticos peritumorais e distais (tabela 4.7).

Tabela 4.6 - Analise estatistica da densidade linfatica peritumoral Vs densidade linfatica
distal ao tumor.

Erro padréo da

Densidade Linfatica por Imm? n Média Desvio Padrao média
N° Vasos Linfaticos Peritumorais 49 2,49 3,202 457
N° Vasos Linfaticos Distais ao Tumor | 49 2,33 2,014 ,288

Tabela 4.7 - Significancia estatistica entre a densidade linfatica peritumoral e a densidade
linfatica distal ao tumor em adenocarcinomas do colon.

Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio z Sig.
Entre Grupos 75,304 6 12,551 1,264 ,294
Nos grupos 416,940 42 9,927

4.4.1 Andlise da influéncia das diferentes variaveis de estudo na densidade
linfatica de adenocarcinomas do colon

4.4.1.1 Influéncia da variavel “género” na densidade linfatica
Podemos verificar, através da tabela 4.8 que, a densidade linfatica, por Imm?, na

regido peritumoral é ligeiramente maior no género feminino do que no género masculino
embora o desvio padrdo também seja maior. Assim sendo, através da tabela 4.9 podemos
comprovar que a variavel género ndo tém influéncia estatisticamente significativa na
densidade linfatica peritumoral dos 49 casos de adenocarcinoma do célon analisados uma
vez que, para um intervalo de confianca de 95% a significancia associada ao teste foi
superior a 0,05.

Ainda na tabela 4.8 podemos constatar que, no que diz respeito a densidade linfatica,
por Imm?, na regido mais distal ao tumor ocorre precisamente o oposto e a média dos

linfaticos é ligeiramente maior no género masculino. Quanto ao desvio padréo, neste caso,
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é menor. Estes dados podem ser ainda facilmente verificados nos diagramas de caixa
representados na figura 4.12. Na tabela 4.9 consegue-se provar que a variavel género
também ndo exerce efeito estatisticamente significativo na densidade linfatica das regides

distais ao tumor analisadas neste estudo.
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Figura 4.12 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o género feminino/masculino.
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Tabela 4.8 - Andlise estatistica da variavel género na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas

do colon.
Intervalo de confianca de
95% para média
Desvio Erro Limite Limite
n Média Padrao Padréo inferior superior Minimo Maximo

N° Vasos Linfaticos Peritumorais | Feminino 23 2,65 3,797 , 792 1,01 4,29 0 15

Masculino 26 2,35 2,637 ,517 1,28 3,41 0 9
N° Vasos Linfaticos Distais ao Feminino 23 2,30 2,225 464 1,34 3,27 0 9
Tumor Masculino 26 2,35 1,853 ,363 1,60 3,09 0 5

Tabela 4.9 - Significancia estatistica da variavel género na densidade linfatica peritumoral e na densidade

adenocarcinomas do célon.

linfatica distal ao tumor de

Soma dos
Quadrados df Quadrado Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos Peritumorais Entre Grupos 1,143 1 1,143 ,109 , 742
Nos grupos 491,102 47 10,449
N° Vasos Linfaticos Distais ao Entre Grupos ,021 1 ,021 ,005 ,943
Tumor Nos grupos 194,754 47 4,144
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4.4.1.2 Influéncia da variavel “indice de Massa Corporal (IMC)” na densidade

linfatica

A tabela 4.10 mostra que, a variavel IMC, na regido peritumoral, ndo exerce influéncia

estatistica significativa na densidade linfatica. Contrariamente, o indice de massa corporal

parece influenciar a densidade linfatica por 1mm?, nas regides mais distais ao tumor, uma

vez que, para um intervalo de confianga de 95% a significancia associada ao teste foi

inferior 0,05. Pelos gréaficos de dispersao da figura 4.13 B, verifica-se que, na regiao distal

ao tumor, quanto mais elevado é o IMC, maior o nimero de vasos linfaticos presentes.

Tabela 4.10 - Significancia estatistica da varidvel IMC na densidade linfatica
peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos Entre Grupos 329,578 36 9,155 ,675 ,823
Peritumorais NOs grupos 162,667| 12 13,556
N° Vasos Linfaticos Entre Grupos 177,942 36 4,943 3,524 ,012
Distais a0 Tumor  Nos grupos 16,833| 12 1,403
1 A

N®Vasos Linfaticos Peritumorais
[

R2 Linear = 0,027

N"asos Linfaticos Distais ao Tumor

25,0 30,0

IMC

IMC

35,0 40,0

as,0

Figura 4.13 - Graficos de dispersdo representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)

segundo o IMC.,
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4.4.1.3 Influéncia da variavel “idade” na densidade linfatica
E possivel concluir, através da tabela 4.11 que, a variavel idade, ndo tem intervencéo

estatisticamente significativa, para um intervalo de confianca de 95%, nem na densidade

linfatica, por 1mm?, da regido peritumoral nem nas regiGes mais distais ao tumor, nos 49

casos de adenocarcinoma do colon analisados. Estas resultados podem ser facilmente

visualizados nos graficos de disperséo da figura 4.14.

Tabela 4.11 - Significancia estatistica da variavel idade na densidade linfatica

peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos  Entre Grupos 219,495| 25 8,780 ,740 ,769
Peritumorais Nos grupos 272,750| 23 11,859
N° Vasos Linfaticos  Entre Grupos 92,026| 25 3,681 ,824 ,683
Distais ao Tumor Nos grupos 102,750 23 4,467
% .
E . R? Linear = 0,011
>
Idade (anos)
2
% 5]
§ ) R? Linear = 5 69267 e e
=
Idade (anos)
Figura 4.14 - Gréaficos de disperséo representando 0 nimero de vasos
linfaticos identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas
regides distais ao tumor (B) segundo a variavel idade. 48
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Assim, da analise estatistica realizada as possiveis variaveis de confundimento
(IMC, idade e género) infere-se que, estas ndo sdo fatores de interferéncia na densidade
linfatica das amostras de adenocarcinoma de c6lon em estudo. A Unica varidvel que
podera de facto estar a interferir € o IMC mas apenas no caso da densidade linfatica em
regides mais distais ao tumor onde no teste ANOVA houve significancia para um grau de
confianca de 95% (tabela 4.10).

4.4.1.4 Influéncia da variavel “estadiamento pTNM” na densidade linfatica
A possivel influéncia do estadiamento pTNM na densidade linfatica mesentérica

peritumoral e na densidade linfatica mesentérica numa regido mais distal ao tumor esta
descrita nas tabelas 4.12 a 4.19. Na tabela 4.12 € possivel verificar que, quanto a
profundidade de invasdo na parede (pT) a densidade linfatica peritumoral, por 1mm?, é
maior (2,86) em adenocarcinomas do cdlon T3 embora o desvio padrdo seja também
maior. E possivel aferir ainda, nesta mesma tabela que, pT tem uma influéncia contraria
na densidade linfatica em regides mais distais ao tumor, visto que, neste caso, 0s ADC do
célon T2 possuem maior densidade linfatica. Na tabela 4.13, pode-se verificar que pT ndo
exerce efeito estatistico significativo na densidade linfatica mesentérica peritumoral, no
entanto é uma variavel que tem significancia estatistica (p=0,011) na densidade linfatica
mesentérica numa regido mais distal ao tumor. Estes resultados estdo ainda representados
nos diagramas de caixa da figura 4.15.

Relativamente ao envolvimento de ganglios linfaticos (pN) e a sua possivel
influéncia na densidade linfatica, € possivel verificar na tabela 4.14 que, a auséncia de
ganglios linfaticos invadidos faz com que a densidade linfatica por 1mm?, seja superior
tanto nas regides distais ao tumor como em regides peritumorais nos casos de ADC do
célon em estudo. Na tabela 4.15, adquirida no programa SPSS atraves da funcionalidade
teste-t para amostras independentes, confirma-se, atraveés do teste de Levene, a
homogeneidade das variancias, uma vez que a significancia associada ao teste, tanto para
regides distais ao tumor como para as regides peritumorais foi superior a 0,05. Assumindo
assim a igualdade das variancias € possivel aferir que, pN ndo exerce efeito estatistico
significativo na densidade linfatica mesentérica peritumoral (p=0,814). No entanto, é uma
variavel que tem significancia estatistica (p=0,004) na densidade linfatica mesentérica
numa regido mais distal ao tumor. Estes resultados estdo ainda representados nos

diagramas de caixa da figura 4.16.
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Tabela 4.12 - Andlise estatistica da varidvel estadiamento pT na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de

adenocarcinomas do célon.

Intervalo de confianca de
95% para média
Desvio Erro Limite Limite
n Média Padréo Padréo inferior superior Minimo Maximo

N° Vasos Linfaticos T2 12 1,33 1,826 527 17 2,49 0 5
Peritumorais T3

37 2,86 3,473 571 1,71 4,02 0 15
N° Vasos Linfaticos Distaisao T2 12 3,58 2,234 ,645 2,16 5,00 0 9
Tumor T3

37 1,92 1,785 294 1,32 2,51 0 5

Tabela 4.13 - Significancia estatistica da variavel estadiamento pT na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de

adenocarcinomas do colon.

Soma dos
Quadrados df Quadrado Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos Peritumorais Entre Grupos 21,254 1 21,254 2,121 ,152
Nos grupos 470,991 47 10,021
N° Vasos Linfaticos Distais ao Entre Grupos 25,102 1 25,102 6,953 ,011
Tumor Nos grupos 169,673 47 3,610
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N®Vasos Linfaticos Peritumorais

A

N%asos Linfaticos Distais ao Tumor

T2

Profundidade de invaséo

47

T3

T2

Profundidade de invasao

Figura 4.15 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o grau de invasdo a parede (pT).

T3

Tabela 4.14 - Andlise estatistica da variavel estadiamento pN na densidade linfatica
peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Desvio Erro padréo
pN n Média Padréao da média
N° Vasos Linfaticos NO 36 2,56 3,426 571
Peritumorais N+ 13 231 2504 720
N° Vasos Linfaticos NO 36 2,81 1,939 ,323
Distais ao Tumor N+ 13 1,00 1,633 453
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Tabela 4.15 - Significancia estatistica da variavel estadiamento pN na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Teste de Levene
para igualdade
de variancias

teste-t para Igualdade de Médias

95% Intervalo de

Sig. (2 Diferenca | Erro padréao | Confianca da Diferenca
Z Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais 224 ,638 ,237 47 ,814 ,248 1,047 -1,858 2,353
Peritumorais assumidas

Variancias

iguais ndo 270 28,060 ,789 ,248 919 -1,634 2,129

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais | iguais ,351 557 2,990 47 ,004 1,806 ,604 ,591 3,020
ao Tumor assumidas

Variancias

iguais ndo 3,245 25,104 ,003 1,806 ,556 ,660 2,951

assumidas
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Figura 4.16 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o envolvimento de ganglios linfaticos (pN).

De forma a melhor analisar, a influéncia do envolvimento dos ganglios linfaticos na
densidade linfatica mesentérica, analisou-se o efeito da quantidade de ganglios isolados
por tumor. A tabela 4.16 mostra que, a variavel quantidade de ganglios isolados ndo tem
poder estatistico significativo, num intervalo de confianca de 95%, nem na densidade
linfatica, por 1mm?, das regides peritumorais nem nas regides mais distais ao tumor, nos
49 casos de ADC do cblon analisados. Estes dados podem ainda ser verificados, de forma

visual, nos graficos de disperséo da figura 4.17.
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Tabela 4.16 - Significancia estatistica da variavel quantidade de ganglios linfaticos
isolados na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 376,495 31 12,145 1,784 ,105
Peritumorais Nos grupos 115,750 17 6,809
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 90,692 31 2,926 478 ,964
Distais ao Tumor Nos grupos 104.083 17 6.123
A
5 °
:}g ! ° ° ° R2 Linear = 3,508E-4
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Figura 4.17 - Graficos de dispersdo representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)

segundo o namero de ganglios isolados por tumor.
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Foi-se ainda analisar a influéncia da quantidade de ganglios positivos isolados por
tumor na densidade linfatica mesentérica. Esses resultados foram obtidos atraves do teste
One-way ANOVA do SPSS e estéo descritos na tabela 4.17. Pode-se verificar nesta tabela
que, esta variavel ndo tem poder estatistico na densidade linfatica peritumoral dos ADC
do colon estudados, no entanto, exerce poder estatistico (p=0,018) na densidade linfatica,
por 1 mm?, nas regides mais distais ao tumor analisadas. Estes resultados podem ainda
ser verificados, de uma forma mais simples e visual, nos gréficos de dispersdo da figura
4.18, onde se confirma que, em regides distais ao tumor, quanto maior o nimero de

ganglios positivos, maior o nimero de vasos linfaticos por 1mm?.

Tabela 4.17 - Significancia estatistica da varidvel quantidade de ganglios linfaticos
isolados e positivos na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao
tumor de adenocarcinomas do célon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Meédio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 10,252 4 2,563 234 ,918
Peritumorais Nos grupos 481,993 44 10,954
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 45278 4 11,320 3,332 ,018
Distais ao Tumor Nos grupos 149,497| 44 3,398

Por fim, no que diz respeito a presenca de metastases a distancia (pM) e a sua possivel
influéncia na densidade linfatica, é possivel verificar na tabela 4.18 que, a presenca de
metastases a distancia, faz com que a densidade linfatica por 1mm?, seja superior nas
regides peritumorais estudadas. Pelo contrério, ainda nesta tabela, é possivel verificar
que, nas regides distais ao tumor a auséncia de metastases a distancia faz com que
densidade linfatica por Imm?, seja maior. Na tabela 4.19, confirma-se, através do teste de
Levene, a homogeneidade das variancias, uma vez que, a significancia associada ao teste,
tanto para regides distais ao tumor como para regides peritumorais foi superior a 0,05.
Assumindo assim a igualdade das variancias é possivel aferir que, pM ndo tem
significancia estatistica na densidade linfatica das regides peritumorais nem nas regides
mais distais ao tumor dos ADC do célon estudados. O niimero vasos linfaticos por 1mm?
segundo a presenca ou auséncia de metastases a distancia esta representado nos diagramas

de caixa da figura 4.19.
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Figura 4.18 - Gréficos de disperséo representando o nimero de vasos linfaticos identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regies
distais ao tumor (B) segundo o numero de ganglios isolados e positivos por tumor.
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Tabela 4.18 - Analise estatistica da variavel estadiamento pM na densidade linfatica
peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Desvio Erro padréo
pM n Média Padrao da média
N° Vasos Linfaticos MO 44 2,36 3,286 ,495
Peritumorais M+ 5 3,60 2,302 1,030
N° Vasos Linfaticos MO 44 2,48 2,029 ,306
Distais ao Tumor M+ 5 1.00 1414 632
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Figura 4.19 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo a presenca ou auséncia de metastases a distancia (pM).
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Tabela 4.19 - Significancia estatistica da variavel estadiamento pM na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Teste de
Levene para
igualdade de
variancias teste-t para Igualdade de Médias
959% Intervalo de
Confianca da
Sig. (2 Diferenca | Erro padréo Diferenca
Z Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais ,633 ,430 -,815 47 419 -1,236 1,517 -4,287 1,815
Peritumorais assumidas

Variancias

iguais ndo -1,082 6,036 321 -1,236 1,143 -4,028 1,555

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais |iguais ,796 377 1,578 47 121 1,477 ,936 -,406 3,361
ao Tumor assumidas

Variancias

iguais nao 2,103 6,059 ,080 1,477 ,703 -,238 3,192

assumidas
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4.4.1.5 Influéncia da variavel “invasao perineural” na densidade linfatica
A possivel influéncia da invasdo perineural na densidade linfatica mesentérica

peritumoral e na densidade linfatica mesentérica numa regido mais distal ao tumor esta
descrita nas tabelas 4.20 e 4.21. E possivel verificar, através da tabela 4.20 que, a
densidade linfatica, por 1 mm?, é maior na presenca de invasdo perineural em regides
peritumorais e menor nas regides distais ao tumor. Na tabela 4.21, confirma-se que ha
homogeneidade das variancias, uma vez que, a significancia associada ao teste de Levene,
tanto para regides distais ao tumor como para as regides peritumorais foi superior a 0,05.
Assumindo assim a igualdade das variancias € possivel verificar que, a invaséo perineural
ndo tem significancia estatistica na densidade linfatica mesentérica das regides

peritumorais nem nas regides mais distais ao tumor dos ADC do cdlon estudados.

Tabela 4.20 - Analise estatistica da variavel invasao perineural na densidade linfatica
peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Invasao Desvio Erro padréo

perineural n Média Padréao da média
N° Vasos Linfaticos |NAO 46 2,30 3,203 AT72
Peritumorais SIM 3 5,33 1,528 ,882
N° Vasos Linfaticos |NAO 46 2,41 2,039 ,301
Distais ao Tumor SIM 3 1,00 1,000 YA

4.4.1.6 Influéncia da variavel “invasao linfovascular” na densidade linfatica
A possivel influéncia da invaséo linfovascular na densidade linfatica mesentérica das

regibes em estudo estd descrita nas tabelas 4.22 e 4.23. E possivel verificar, através da
tabela 4.23 que, a densidade linfatica, por 1 mm?, é maior na presenca de invasio
linfovascular em regides peritumorais e menor nas regides distais ao tumor. Na tabela
4.22, confirma-se que hd homogeneidade das variancias, uma vez que, a significancia
associada ao teste de Levene, tanto para regides distais ao tumor como para as regides
peritumorais foi superior a 0,05. Assumindo assim a igualdade das variancias é possivel
aferir que, a invasdo linfovascular, a semelhanca do que acontece com a invasédo

perineural, ndo tem significancia estatistica na densidade linfatica mesentérica.
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Tabela 4.21 - Significancia estatistica da varidvel invasao perineural na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor

de adenocarcinomas do colon.

Teste de
Levene para
igualdade de
variancias teste-t para Igualdade de Médias
95% Intervalo de
Confianga da Diferenca
Sig. (2 Diferenca Erro padréo
z Sig. t df extremidades) média de diferenga Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos Iguais. 1,065| ,307| -1,614 47 113 -3,029 1,877 -6,805 747
Peritumorais assumidas

Variancias

iguais nao -3,028 3,300 ,050 -3,029 1,000 -6,055 -,003

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais |iguais 2,360 ,131 1,182 47 243 1,413 1,195 -,992 3,818
ao Tumor assumidas

Variancias

iguais nao 2,171 3,222 112 1,413 651 -,580 3,406

assumidas
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Tabela 4.22 - Significancia estatistica da variavel invasdo linfovascular na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor

de adenocarcinomas do colon.

Teste de
Levene para
igualdade de
variancias teste-t para Igualdade de Médias
95% Intervalo de
Confianga da Diferenca
Sig. (2 Diferenca | Erro padréo
Z Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais ,356 ,553 -,527 47 ,600 -,565 1,072 -2,722 1,591
Peritumorais assumidas

Variancias

iguais ndo -608| 24,570 549 -,565 930 -2,483 1,352

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais |iguais ,265 ,609 ,976 47 334 ,653 ,670 -,694 2,000
ao Tumor assumidas

Variancias

iguais ndo 1,069 22,093 ,296 ,653 ,611 -,613 1,920

assumidas
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Tabela 4.23 - Anélise estatistica da variavel invasao linfovascular na densidade linfatica
peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Erro
Invaséo Desvio padréo da
Linfovascular n Média Padrao média
N° Vasos Linfaticos | NAO 37 2,35 3,401 559
Peritumorais SIM 12 2,92 2,575 743
N° Vasos Linfaticos NAO 37 2,49 2,090 ,344
Distais ao Tumor SIM 12 1,83 1,749 ,505

4.4.1.7 Influéncia da variavel “tamanho do tumor” na densidade linfatica
A tabela 4.24, obtida através do teste One-way ANOVA do SPSS mostra que, a

variavel tamanho do tumor ndo exerce poder estatisticamente significativo, num intervalo

de confianca de 95%, nem na densidade linfatica, por 1mm?, nas regides peritumorais

nem nas regides mais distais ao tumor, dos 49 casos de adenocarcinoma do célon

analisados. Estes dados podem ainda ser verificados, de forma visual, nos graficos de

disperséo da figura 4.20.

Tabela 4.24 - Significancia estatistica da varidvel tamanho do tumor na densidade
linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do

célon.
Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos |Entre Grupos 122,016| 18 6,779 ,549 ,908
Peritumorais Nos grupos 370,229| 30 12,341
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 90,085| 18 5005 1,434 ,186
Distais ao Tumor Nos grupos 104,690| 30 3,490
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Figura 4.20 - Graficos de dispersdo representando o ndmero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o tamanho do tumor.

4.4.1.8 Influéncia da variavel “perimetro ocupado pelo tumor” na densidade
linfatica

E possivel verificar, através da tabela 4.25 que, a variavel perimetro do tumor ndo tem

poder estatistico significativo, num intervalo de confianca de 95%, nem na densidade

linfatica, por 1mm?, das regides peritumorais nem nas regides mais distais ao tumor, nos

49 casos de adenocarcinoma do célon analisados. Estes resultados podem ainda ser

visualizados nos graficos de disperséo da figura 4.21.

63



“Utilizagdo de imunohistoquimica para avaliac¢do da densidade linfatica no mesentério de adenocarcinomas do célon”

Tabela 4.25 - Significancia estatistica da variavel perimetro ocupado pelo tumor na
densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 84,358 10 8,436 ,786 ,642
Peritumorais Nos grupos 407,887| 38 10,734
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 41,428 10 4,143| 1,027 ,440
Distais ao Tumor Nos grupos 153,348| 38 4,035
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Figura 4.21 - Graficos de dispersdo representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o perimetro ocupado pelo tumor.
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4.4.1.9 Influéncia da variavel “padrao mucinoso” na densidade linfatica
Podemos verificar, através da tabela 4.26 que, a presenca do padrdo mucinoso faz

com que a densidade linfatica, por 1 mm?, seja maior nas regies peritumorais e que,
ocorre precisamente o0 oposto, nas regides mais distais ao tumor, onde a auséncia deste
padrdo confere um aumento da densidade linfatica. No entanto, é possivel verificar pela
tabela 4.27 que, a variavel padrdo mucinoso ndo tem poder estatistico significativo, num
intervalo de confianca de 95%, na densidade linfatica, das regifes mesentéricas

analisadas.

Tabela 4.26 - Analise estatistica da variavel padrdo mucinoso na densidade linfatica
eritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do colon.

Desvio Erro padréo
Mucinoso n Meédia Padrao da média
N° Vasos Linfaticos NAO 34 2,38 3,294 565
Peritumorais SIM 15 2,73 3,081 ,796
NP Vasos Linfaticos NAO 34 2,41 1,828 313
Distais ao Tumor SIM 15 2,13 2,446 631

4.4.1.10 Influéncia da variavel “budding tumoral” na densidade linfatica
E possivel verificar, através da tabela 4.28 que, a presenca de budding tumoral faz

com que a densidade linfatica, por 1 mm?, seja maior nas regides distais ao tumor e menor
nas regides peritumorais. Da tabela 4.29 podemos inferir, através do teste de Levene, que
a variavel budding tumoral, uma vez que had homogeneidade das variancias, ndo tém
significancia estatistica na densidade linfatica mesentérica das regides peritumorais e
distais dos ADC do colon estudados.

Uma vez que estd comprovado, na literatura, que o budding tumor esté correlacionado
com metastases ganglionares linfaticas, (49) foi-se analisar a relagdo desta variavel com
o numero de ganglios linfaticos isolados e positivos nas regiGes mesentéricas
peritumorais e distais ao tumor. Verificou-se que, na regido peritumoral, a presenca de
budding tumoral bem como a presenca de ganglios linfaticos positivos se relaciona com
um maior nimero de vasos linfaticos por Imm?. Pelo contrario, na regido mesentérica
distal ao tumor, na presenca de budding tumoral, h& um maior nimero de vasos linfaticos

por Imm? quando os ganglios no estdo afetados (diagramas de caixa da figura 4.22).
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Tabela 4.27 - Significancia estatistica da varidvel padrdo mucinoso na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Teste de
Levene para
igualdade de
variancias teste-t para Igualdade de Médias
95% Intervalo de
Confianga da Diferenca
Sig. (2 Diferenca | Erro padréo
YA Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais
Peritumorais assumidas ,026| ,873 -,350 47 ,728 -,351 1,002 -2,366 1,664

Variancias

iguais nao -,360 28,590 122 -,351 976 -2,348 1,646

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais | iguais 210| 649 442 47 ,660 278 630 -,988 1,545
ao Tumor assumidas

Variancias

iguais ndo ,395 21,203 ,697 278 , 705 -1,187 1,744

assumidas
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Tabela 4.28 - Analise estatistica da varidvel presenca de budding tumoral na densidade
linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do
célon.

Desvio Erro padréo
Budding n Média Padréao da média
N° Vasos Linfaticos NAO 15 3,27 4,026 1,040
Peritumorais SIM 34 2,15 2,765 474
N° Vasos Linfaticos NAO 15 2,27 2,520 651
Distais a0 Tumor SIM 34 2,35 1,790 307
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Figura 4.22 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1Imm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo a presenca ou auséncia de budding tumoral e o nimero de ganglios linfaticos
isolados positivos.
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Tabela 4.29 - Significancia estatistica da varidvel presenca de budding tumoral na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal
ao tumor de adenocarcinomas do célon.

Teste de Levene
para igualdade
de variancias

teste-t para Igualdade de Médias

95% Intervalo de

Sig. (2 Diferenca | Erro padréo | Confianca da Diferenca
Z Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior
N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais 1,122| ,295 1,131 47 ,264 1,120 ,990 -,871 3,111
Peritumorais assumidas
Variancias
iguais ndo ,980 20,063 ,339 1,120 1,143 -1,263 3,502
assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais |iguais 1,174 ,284 -,137 47 ,892 -,086 ,631 -1,355 1,183
ao Tumor assumidas
Variancias
iguais ndo -,120 20,495 ,906 -,086 720 -1,585 1,412
assumidas
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4.4.1.11 Influéncia da variavel “manutenciao da integridade do mesocélon” na
densidade linfatica
A possivel influéncia da variavel manutencdo da integridade do mesocolon na

densidade linfatica mesentérica das regides em estudo encontra-se descrita nas tabelas
4.30 e 4.31. Na tabela 4.30 € evidente que, a densidade linfatica por 1mm? é maior tanto
nas regides distais ao tumor como nas regides peritumorais quando a integridade do
mesocolon é quebrada. No entanto, € possivel verificar pela tabela 4.31 que, a variavel
integridade do mesocolon, ndo tem poder estatistico significativo, num intervalo de
confianga de 95%, na densidade linfatica, das regibes analisadas nos 49 casos de

adenocarcinoma do colon.

Tabela 4.30 - Analise estatistica da variavel integridade do mesocélon na densidade
linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do
colon.

Erro
Integridade Desvio padréo da
mesocolon n Meédia Padrao média
N° Vasos Linfaticos |NAO INTEGRO 15 2,60 4,067 1,050
Peritumorais INTEGRO 29 2,45 2,898 ,538
N° Vasos Linfaticos |NAO INTEGRO 15 2,87 1,846 AT7
Distais ao Tumor INTEGRO 29 2,10 2,160 401

4.4.1.12 Influéncia da variavel “grau de diferenciacdo tumoral” na densidade
linfatica

A tabela 4.32, obtida através do teste One-way ANOVA do SPSS mostra que, a
variavel grau de diferencia¢do do tumor ndo exerce poder estatisticamente significativo,
num intervalo de confianca de 95%, nem na densidade linfatica, por 1mm?, das regides
peritumorais nem nas regides mais distais ao tumor, nos 49 casos de ADC do colon
analisados. O nimero médio de vasos linfaticos distais ao tumor e peritumorais, para cada
grau de diferenciagdo pode ser facilmente verificado na figura 4.23, onde estéo

representados diferentes diagramas de caixa.
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Tabela 4.31 - Significancia estatistica da varidvel integridade do mesocdlon na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao
tumor de adenocarcinomas do célon.

Teste de
Levene para
igualdade de
variancias teste-t para Igualdade de Médias
95% Intervalo de
Confianga da Diferenca
Sig. (2 Diferenca | Erro padréo
Z Sig. t df extremidades) média de diferenca | Inferior Superior

N° Vasos Variancias
Linfaticos iguais 434|514 143 42 887 152 1,060 -1,988 2,291
Peritumorais assumidas

Variancias

Iguals nao 129 21,575 ,899 152 1,180 -2,298 2,602

assumidas
N° Vasos Variancias
Linfaticos Distais | iguais 625 ,434| 1,164 42 251 763 656 -,560 2,086
ao Tumor assumidas

Variancias

Iguals nao 1,225 32,658 229 763 623 -,505 2,031

assumidas
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Tabela 4.32 - Significancia estatistica da variavel grau de diferenciacdo do tumor na
densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 3,222 2 1,611 ,149 ,862
Peritumorais Nos grupos 476,097 | 44 10,820
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 1,951 2 ,976 ,233 7194
Distais ao Tumor Nos grupos 184,602 44 4,196
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Figura 4.23 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1Imm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o grau de diferenciagdo do tumor.
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4.41.13 Influéncia da variavel “tipo de intervencao cirurgica” na densidade

linfatica

A possivel influéncia do tipo de cirurgia realizada na densidade linfatica mesentérica

peritumoral e na densidade linfatica mesentérica numa regido mais distal ao tumor esta

descrita na tabela 4.33. Verifica-se, inclusive nos diagramas de caixa da figura 4.24 que,

independentemente da regido mesentérica, o tipo de intervengdo cirdrgica ndo tem

influéncia estatistica na densidade linfatica dos ADC do célon estudados.

Tabela 4.33 - Significancia estatistica da variavel tipo de intervencdo cirdrgica realizada
na densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de

adenocarcinomas do célon.

Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio Z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 74,627 3 24,876 2,680 ,058
Peritumorais Nos grupos 417,618| 45 9,280
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 8,170 3 2,723 ,657 ,583
Distais ao Tumor Nos grupos 186,605 45 4,147
FY A
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Figura 4.24 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo o tipo de intervencdo cirurgica realizada.

COLECTOMIA TOTAL
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4.4.1.14 Influéncia da variavel “localizacao do tumor” na densidade linfatica
E possivel verificar, através da tabela 4.34 que, a variavel localizagio do tumor néo

exerce poder estatistico significativo, num intervalo de confianca de 95%, nem na

densidade linfatica, por Imm?, das regides peritumorais nem nas regides mais distais ao

tumor, nos 49 casos de adenocarcinoma do colon analisados. Estes resultados podem

ainda ser visualizados nos diagramas de caixa da figura 4.25.

Tabela 4.34 - Significancia estatistica da variavel localizacdo do tumor na densidade
linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de adenocarcinomas do

célon.
Soma dos Quadrado
Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 71,115 5 14,223 1,452 ,225
Peritumorais Nos grupos 421,130 43 9,794
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 13,365 5 2,673 ,634 ,675
Distais ao Tumor Nos grupos 181,410| 43 4,219
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Figura 4.25 - Diagramas de caixa representando o numero de vasos linfaticos
identificados, por 1mm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides distais ao tumor (B)
segundo a localizagdo anatémica do tumor.
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4.4.1.15 Influéncia da variavel “infiltra¢ao linfocitica peritumoral” na densidade
linfatica

A possivel influéncia da infiltracdo linfocitica peritumoral na densidade linfatica das
regides em estudo esta descrita na tabela 4.35. Verifica-se que, independentemente da
regido mesentérica (peritumoral ou distal ao tumor) a infiltracdo linfocitica peritumoral
ndo tem influéncia estatistica, num intervalo de confianca de 95%, na densidade linfatica
dos ADC do colon estudados. O numero médio de vasos linfaticos distais ao tumor e
peritumorais, para cada grau de infiltracdo linfocitica peritumoral pode ser facilmente

visualizado na figura 4.26, onde estéo representados diferentes diagramas de caixa.

Tabela 4.35 - Significancia estatistica da variavel infiltracdo linfocitica peritumoral na
densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de
adenocarcinomas do colon.

Soma dos Quadrado

Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 19,389 3 6,463 ,610 ,612
Peritumorais Nos grupos 466,527 44 10,603
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 1,727 3 ,576 ,136 ,938
Distais ao Tumor Nos grupos 185,752| 44 4,222

4.4.1.16 Influéncia da variavel “infiltra¢io linfocitica intratumoral” na densidade
linfatica

A possivel influéncia da infiltracdo linfocitica intratumoral na densidade linfatica das
regibes em estudo estd descrita na tabela 4.36. Verifica-se que, tanto para a regido
mesentérica peritumoral como para a regido mesentérica distal ao tumor, a infiltracdo
linfocitica intratumoral ndo tem influéncia estatistica, num intervalo de confianca de 95%,
nos ADC do coélon estudados. O nimero medio de vasos linfaticos distais ao tumor e
peritumorais, para cada grau de infiltracdo linfocitica intratumoral pode ser facilmente

visualizado na figura 4.27, onde estdo representados diferentes diagramas de caixa.

Tabela 4.36 - Significancia estatistica da variavel infiltracdo linfocitica intratumoral na
densidade linfatica peritumoral e na densidade linfatica distal ao tumor de

adenocarcinomas do célon.

Soma dos Quadrado

Quadrados | df Médio z Sig.
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 19,509 3 6,503 ,610 ,612
Peritumorais Nos grupos 447643 42 10,658
N° Vasos Linfaticos | Entre Grupos 24,061 3 8,020 2,117 112
Distais ao Tumor Nos grupos 159,092| 42 3,788
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Figura 4.26 - Diagramas de caixa representando o nimero de vasos linfaticos identificados, por Imm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides

distais ao tumor (B) segundo a presenca e tipo de infiltracdo linfocitica peritumoral.
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Figura 4.27 - Diagramas de caixa representando o nimero de vasos linfaticos identificados, por 1Imm?, nas regides peritumorais (A) e nas regides

distais ao tumor (B) segundo a presenca e tipo de infiltracdo linfocitica intratumoral.
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5 DISCUSSAO

O cancro colorretal representa um dos tipos de cancro com maiores taxas de
incidéncia tanto em homens como em mulheres. Para além disso, esta associado a altos
numeros de mortalidade (95) dai que seja importante compreender todos os fatores que
possam contribuir para o seu desenvolvimento bem como possiveis vias onde seja

possivel atuar de modo a travar a sua evolugao.

Desde que a excisdo total do mesorreto passou a ser a abordagem padrdo para o
tratamento do cancro do reto, demonstrando resultados positivos nas recidivas locais,
também alteracGes nas técnicas cirdrgicas para o tratamento do cancro do célon passaram
a ser um foco de atencdo. Surgiu assim, o conceito da excisdo mesocdlica completa, que
consiste na remocao completa do mesentério para o tratamento do cancro do colon (64).
Embora, nos ultimos tempos, esta técnica cirurgica tenha recebido importancia crescente
e tenha sido estabelecido o seu inequivoco beneficio em estudos clinicos, a sua utilizagéo

como intervencgdo padréo e a sua implementacéo rotineira é atualmente discutida.

De facto, sabemos que a excisdo completa do mesocdlon, portanto a remocgéo
completa do envelope mesentérico que rodeia o tumor do célon, condiciona melhores
resultados do ponto de vista clinico, conferindo maiores taxas de sobrevida e recidivas
locais ou a distancia inferiores. Ndo se encontram atualmente compreendidas as raz6es
bioldgicas nos quais se baseiam estes resultados favoraveis e até ao momento ainda nao
se conseguiu entender o verdadeiro beneficio da manutencdo da integridade da rede
linfatica.

Sabe-se, no entanto, que a densidade linfatica ja foi descrita em varios tipos de tumor,
tendo sido relacionada com o prognostico da doenca e com metastases precoces (96).
Assim, neste trabalho, utilizou-se uma abordagem imunohistoquimica com o intuito de
determinar a densidade linfatica mesentérica em regides peritumorais e em regides distais
ao tumor. A imunohistoguimica foi realizada com recurso ao anticorpo podoplanina D2-
40, que ja tem sido utilizado com sucesso em varios estudos para identificar vasos
linfaticos (97).

Os resultados deste estudo permitiram verificar que a densidade linfatica peritumoral

é ligeiramente maior do que a densidade linfatica em regifes mais distais ao tumor

77



“Utilizagdo de imunohistoquimica para avaliac¢do da densidade linfatica no mesentério de adenocarcinomas do célon”

(2.49+3.20 vs 2.33£2.01, respetivamente). No entanto, a diferenca € pequena e 0s
resultados inferiores ao esperado, tendo em conta o que tinha sido anteriormente descrito
por Culligan et al. (76). Ora, sendo certo que, a linfangiogénese existe e que se apresenta
como uma das vias para a disseminacdo metastatica do CCR (metastizacdo linfatica) seria
de esperar, tal como defendem estudos anteriores, (98) uma densidade linfatica
peritumoral consideravelmente maior a densidade linfatica presente em regibes
longinquas ao tumor. Assim, olhando para os resultados deste trabalho pode-se, de modo
hipotético considerar, por um lado, que o papel da linfangiogénese pode nédo ser tdo
relevante quanto o esperado e que, em casos de CCR, os tumores recorrem mais a
angiogénese do que a linfangiogénese para o seu crescimento e metastizagdo. Ou, por
outro lado, talvez os resultados deste estudo criem pressupostos para o facto da existéncia
de um estimulo, criado pelos tumores, para o desenvolvimento de linfagiogénese, mas
esse estimulo é igual tanto nas regides de proximidade ao tumor como nas regides distais
ao tumor. De facto, estudo anteriores desenvolvidos por Enquist et al. apoiam a primeira
hipotese uma vez que defendem, através de modelos experimentais de murganhos, que
existe metastizacdo sem o interposto intermediario dos ganglios linfaticos, isto €, que
os tumores no CCR podem recorrer a disseminacdo hematogénica (direta do tumor

priméario sem passar pelos linfaticos) (99).

Este estudo centrou-se ainda na compreensdo da influéncia de alguns parametros
clinico-patologicos e clinico-histologicos na densidade linfatica mesentérica. Quanto aos
parametros clinico-patoldgicos analisados, nomeadamente a idade e o género, critérios
que Culligan et al. ndo tinham conseguido avaliar nos seus estudos devido ao coorte
reduzido (76) verificou-se que, a idade ndo é uma variavel correlacionavel com a
densidade linfatica peritumoral (p=0,769) nem com a densidade linfatica em regides
distais ao tumor (p=0,683). Estudos anteriores levados a cabo por Duff et al. (100) e
Pappas et al. (96) também ndo conseguiram estabelecer uma relacdo entre a idade de
diagnostico de adenocarcinomas do célon e a densidade linfatica. Quanto ao género,
verifica-se uma situacdo semelhante, ndo sendo também possivel, a partir dos resultados
deste estudo, estabelecer uma correlacao significativa entre o género masculino/feminino
e a densidade linfatica peritumoral (p=0,742) ou a densidade linfatica distal ao tumor
(p=0,943). Também Pappas et al. tinha demonstrado nos seus estudos, um P-value
bastante superior a 0,05 no que dizia respeito a influéncia da variavel género na densidade

linfatica, (96) corroborando assim com os resultados obtidos. Um outro pardmetro
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clinico-patologico que se avaliou, foi a possivel influéncia do indice de massa corporal
(IMC), na densidade linfatica peritumoral e distal ao tumor. N&o foi possivel
correlacionar o IMC com a densidade linfatica peritumoral (p=0,823) embora, se tenha
verificado que o IMC podera ser um fator a ter em conta na densidade linfatica distal ao
tumor (p=0,012). O aumento de vasos linfaticos distais ao tumor por 1mm? e a
consequente diferenga significativa encontrada foi prevista e pode ser justificada pelo
facto de individuos com um IMC elevado possuirem anatomicamente um mesocdélon
(constituido por tecido conjuntivo, mas também por tecido adiposo, sendo que, em
pessoas com excesso de peso, ha uma quantidade maior de gordura) mais espesso na
regido distal ao tumor. Quanto a varidvel clinico-patoldgica localizagdo do tumor,
também nao foi possivel estabelecer, através dos resultados deste estudo, uma correlagao
com a densidade linfatica peritumoral (p=0,225) ou com a densidade linfatica distal ao
tumor (p=0,675), este resultado foi semelhante ao ja descrito no estudo anteriormente
realizado por Pappas et al. (96) O tipo de intervencdo cirurgica realizada, um outro critério
analisado, também ndo demonstrou qualquer significdncia na densidade linfatica

peritumoral (p=0,058) nem na densidade linfatica distal ao tumor (p=0,583).

Os parametros clinico-histolégicos estudados foram: o tamanho do tumor e o
perimetro por ele ocupado, o nimero de ganglios linfaticos isolados e dentro destes o
namero de ganglios positivos, o estadio pTNM, as invasdes e infiltracbes, o grau de
diferenciacédo, a presenca de padrdo mucinoso, de budding tumoral e a integridade do
mesocélon. Foram analisadas as caracteristicas tamanho do tumor bem como o perimetro
ocupado por ele, pois embora sejam caracteristicas que ndo tém significado prognostico,
podem ser importantes para o controlo de qualidade (101). O tamanho do tumor e o
perimetro por ele ocupado ndo demonstraram ser parametros significativos nem para a
densidade linfatica peritumoral nem para a densidade linfatica distal ao tumor. As
invasdes perineural e linfovascular foram outros pardmetros que se consideraram
importantes analisar uma vez que, a invasdo perineural € um percurso claro para a
disseminacdo de células cancerigenas (102) e a invasdo linfovascular, acredita-se que
esteja envolvida no progresso das metastases linfaticas (103). Para além disso,
relativamente as infiltracfes, estudos recentes indicam que a infiltracdo linfocitica
intratumoral pode ser um fator de progndstico para o estudo do CCR sendo associada a
instabilidade microssatélite (104) e a infiltragdo linfocitica peritumoral € vista como um

fator positivamente associado a melhoria da sobrevida na doenca de CCR (105).
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Relativamente as invasdes perineural e linfovascular, os resultados deste estudo
demonstraram para ambas que ndo havia uma correlagdo significativa na densidade
linfatica peritumoral ou na densidade linfatica distal ao tumor. No entanto, na literatura
existem descritas correlacdes significativas entre a invasdo linfovascular e a densidade
de microvasos linfaticos em cancro da mama (106) e em cancro colorretal (107). Para
além disso, a invasdo perineural, também se encontra descrita por Zhou et al. como
intimamente correlacionada com a invasdo a vasos (108). Neste trabalho, as infiltracOes
linfociticas intratumoral e linfovascular, também ndo aparentam ter significancia na
densidade linfatica mesentérica peritumoral ou distal ao tumor. N&o obstante, atraves dos
diagramas de caixa da figura 4.27A é possivel verificar uma aparente tendéncia
valorizavel relativamente a infiltracdo linfocitica intratumoral marcada e o respetivo
aumento do niimero de vasos linfaticos por Imm? na regido peritumoral o que, de certo
modo, poderia concordar com os estudos realizados recentemente e que indicam uma
relacdo positiva entre a infiltracdo inflamatéria e a invasdo a vasos linfaticos (109).
Quanto a presenca ou auséncia do padrdo mucinoso, verificou-se que a grande maioria
dos casos em estudo (69,4%) ndo apresentava este padrdao. Nos ADC do co6lon a presenca
deste padréo esté associada a um mau progndstico e a maiores indices de recidivas (110).
No entanto, relativamente a influéncia deste padrdo na densidade linfatica mesentérica,
constatou-se, através dos resultados obtidos, que a sua presenca também ndo parece ser
um fator significativo nem na densidade linfatica peritumoral (p=0,722) nem na
densidade linfatica distal ao tumor (p=0,660). Sabe-se, todavia, segundo a literatura, que
a presenca do padrdo mucinoso em CCR esta associado a maiores probabilidades de
recidiva locoregional (111). O budding tumoral foi um outro pardmetro clinico-
histoldgico analisado ao longo deste estudo. Verificou-se que o budding tumoral ocorreu
na grande maioria da amostra de estudo (34/49) sendo o budding classificado como fator
de progndstico adicional e considerado uma caracteristica histomorfolégica que
representa a agressividade do tumor (51,112). Todavia, na densidade linfatica, parece ndo
exercer grande efeito uma vez que, os resultados deste estudo ndo demonstraram
correlagOes significativas entre o budding tumoral e a densidade linfatica peritumoral
(p=0,264) ou a densidade linfatica distal ao tumor (p=0,892). Estudos anteriores levados
a cabo por Cacchi et al. também ndo conseguiram encontrar associagdes entre o budding
tumoral e a densidade linfatica de casos de carcinomas colorretais de estadio pT3,
reforcando assim os resultados obtidos neste estudo relativamente a influéncia deste

parametro clinico-histolégico (113). A maioria dos doentes presentes neste estudo
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possuia um grau histologico moderadamente diferenciado do tumor (63,3%), sendo que
0 grau de diferenciacdo de tumor permite ter uma ideia da organizacgao e aparéncia das
células e do grau de invasdo dos tecidos (5). Todavia, na densidade linfatica o grau de
diferenciacéo tumoral parece ndo desempenhar um papel significativo, uma vez que nédo
demonstrou correlacbes nem com a densidade linfatica peritumoral (p=0,862) nem com
a densidade linfatica distal ao tumor (p=0,794), estes resultados foram semelhantes aos
publicados na literatura e onde se defende que a densidade linfatica ndo esté associada ao
grau de diferenciacdo tumoral (96). Relativamente a integridade do mesocolon, e ao
contrario do que era espectavel, verificou-se que a manutencao ou nao da sua integridade
parece ndo influenciar a densidade linfatica mesentérica peritumoral e/ou distal ao tumor.
Estes resultados levam a repensar a importancia que tem sido dada a manutencdo de um
mesocolon integro para a ndo disrupcdo da rede linfatica, nomeadamente na técnica
cirrgica da CME defendida por Hohenberger et al. (59). Dos 49 casos de
adenocarcinoma do célon em estudo apenas existiam estadios T2 e T3 com clara
predominancia do estadio T3 (755%). A maioria dos casos ndo apresentava
envolvimento dos ganglios linfaticos (73,5%) nem metéstases a distancia (89,9%).
Relativamente ao estadiamento pTNM verificou-se que a profundidade de invasdo na
parede (pT) bem como o envolvimento de ganglios linfaticos (pN) ndo demonstrava
significancia na densidade linfatica peritumoral mas demonstrava correlacdo na
densidade linfatica distal ao tumor com p=0,011 para pT e p=0,004 para pN. Estudos
anteriores, levados a cabo por Matsumoto et al. demonstraram uma associacdo
significativa entre a densidade linfatica e a profundidade de invasdo (pT) mas nao
encontraram significancia com o envolvimento ganglionar (pN) (114). Em relagdo a
presenca de metastases a distancia (pM) verificou-se que ndo existia correlacdo nem com
a densidade linfatica peritumoral (p=0,419) nem com a densidade linfatica distal ao tumor
(p=0,121) o que foi contra os resultados publicados na literatura e defendidos por Filho
et al. que obtiveram correlacdo entre densidade linfatica peritumoral e a presenca de
metastases no figado (115). Foi ainda analisado o nimero de ganglios linfaticos isolados
uma vez que, existem estudos que demonstram que uma diminuigdo nas recidivas da
doenca de CCR, pode estar relaciona com o nimero de ganglios isolados (116). No
entanto, relativamente a densidade linfatica, os resultados deste estudo, ndo indicaram
uma correlagéo significativa entre o numero de ganglios linfaticos isolados e a densidade
linfatica peritumoral ou distal ao tumor. Por outro lado, a quantidade de ganglios

linfaticos isolados e positivos também ndo aparenta ter correlacdo com a densidade
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linfatica peritumoral (p=0,273) o que estd de acordo com estudos realizados
anteriormente (115) mas, em contrapartida, aparenta ter significAncia na densidade
linfatica distal ao tumor (p=0,021). A significancia verificada entre a densidade linfatica
distal ao tumor e o numero de ganglios linfaticos positivos corresponde aquilo que era
espectavel uma vez que, no grafico de dispersédo da figura 4.18 B se verifica que 0 nimero
de vasos linfaticos por 1mm? aumenta a medida que o nimero de ganglios positivos
também aumenta, o que vai de encontro ao que se encontra publicado na literatura por Lu
et al. que garantem que a expressao de podoplanina é maior em pacientes com metastases

nos ganglios linfaticos (ganglios positivos) (117).

Reflete-se assim, que a formagdo de uma grande e complexa rede linfética, embora
aparentemente importante, permanece ainda por decifrar uma vez que, continua a
apresentar-se apenas como uma das etapas de um processo multifatorial que é a formacéo
de metéstases e dissemina¢do dos carcinomas. Para a propagacao da falta de entendimento
do real papel da linfangiogénese no tumor, nomeadamente no CCR, continuam a
contribuir os resultados contraditérios sobre o papel da densidade linfatica na progressédo
do cancro. Estas diferencas apresentadas ao longo dos tempos nos diversos estudos
desenvolvidos podem dever-se a dissemelhangas utilizadas na metodologia, tais como a
selecdo dos anticorpos, a padronizacao dos protocolos de contagem dos vasos linfaticos
resultantes da imunohistoquimica e ainda a eleicdo da area de contagem desses mesmos
linfaticos. Embora, atualmente, ndo exista um marcador linfatico perfeito, o anticorpo
monoclonal D2-40 utilizado neste estudo tem sido apresentado como um dos marcadores
mais confiaveis, com alta especificidade e sensibilidade para os vasos linfaticos (83) no
entanto, apds a realizacdo deste trabalho, o papel clinico da vasculatura linfatica na
progressdo do tumor permanece inexplicado uma vez que, os resultados obtidos

continuam a ser contestados com os diferentes dados publicados na literatura.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho conseguiu definir a densidade linfatica peritumoral e distal ao tumor no
Orgao mesentérico de doentes com adenocarcinoma do colon de estadios T2 e T3. Apesar
da densidade ser ligeiramente inferior ao esperado, quando comparado com os estudos de
Culligan et al., (76) ressalva-se que este estudo foi realizado em 49 individuos doentes e
em tecido nao cadaveérico ao invés do estudo de Culligan et al. que foi realizado apenas
em 12 individuos saudaveis e em tecido proveniente de cadaver dai que, as diferencas

metodologicas, possam justificar as discrepancias encontradas.

Este estudo comparou ainda a influéncia de diversas caracteristicas clinico-
patoldgicas e clinico-histoldgicas na densidade linfatica mesentérica e verificou que
apenas na regido distal ao tumor havia diferengas significativas. Apenas o indice de massa
corporal, a profundidade de invasdo do tumor (pT), o envolvimento de ganglios linfaticos
(pN) e o nimero de ganglios isolados positivos poderiam fazer variar a densidade linfatica
mesentérica nas regides distais ao tumor. O facto de s6 a regido distal ao tumor variar na
presenca de algumas caracteristicas clinico-patoldgicas ou clinico-histolégicas representa
uma descoberta potencialmente relevante para a area da cirurgia uma vez que realga a

importancia de uma técnica cirdrgica bem executada.

Este estudo destaca-se pelo facto de realizar uma analise da densidade linfatica numa
regido distal ao tumor (no local de laqueagdo) o que ndo é comum encontrar-se na
literatura uma vez que, comumente, os grupos de investigacdo fazem apenas uma

avaliacdo intratumoral e peritumoral.

Com este estudo, o real papel da linfangiogénese na progressao tumoral do CCR
continua por compreender uma vez que os resultados estdo muitas vezes em contrassenso
com o que se encontra publicado na literatura. De facto, nas ultimas décadas o papel da
linfangiogénese na disseminacdo e metastizagdo do cancro tem sido amplamente
estudado, no entanto, provavelmente a angiogénese, um dos hallmarks of cancer, é mais
proeminente na biologia e propagacédo do tumor, pelo menos em casos de ADC do colon.
Como tal, sugere-se que mais estudos nesta area sejam realizados, nomeadamente,
estudos em que se consigam distinguir vasos linfaticos pré-existentes de vasos linfaticos

recém-formados e estudos que avaliem o comprimento do mesocolon.
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“Recomega... Se puderes Sem angustia E sem pressa. E 0s passos que deres, Nesse
caminho duro Do futuro D&-os em liberdade. Enquanto nédo alcances Nao descanses. De
nenhum fruto queiras so metade”

Miguel Torga
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8. ANEXQOS
Anexo | — Estadiamento do Cancro Colorretal

Quadro 1 - Estadiamento do cancro colorretal, segundo a classificagdo TNM proposta
pela American Joint Comittee on Cancer (AJCC). (38)

Estadio Tumor Primario Nodulos Linfaticos Metéastases a
(M) Regionais (N) Distancia (M)
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO
1A T3 NO MO
11B T4a NO MO
1HC T4b N2b MO
1A T1-T2 N2a MO
T1
1B T3-T4a N2b MO
T2-T3
T1-T2
IHiC T4a N1-N2 MO
T3-T4a
T4b
IVA Qualquer T Qualquer N Mla
VB Qualquer T Qualquer N M1b

Nota:

Tis: carcinoma in situ; T1: o tumor invade a submucosa; T2: o tumor invade a
muscularis propria; T3: o tumor invade os tecidos pericoloretais; T4a: o tumor invade a
superficie do peritoneu visceral; T4b: o tumor invade diretamente outras estruturas e
Orgaos.

NO: Néo existem metastases nos nodulos linfaticos; N1: Existem metéstases em
1-3 nddulos linfaticos regionais; N2: metastases em 4 ou mais nodulos linfaticos
regionais; N2a: metastases em 4-6 nodulos linfaticos regionais; N2b: metastases em 7 ou
mais nddulos linfaticos regionais.

MO: Sem metastases distantes; M1a: metastases distantes confinadas a um 6rgéo
ou estrutura; M1b: metastases confinadas a mais de um 6rgéo ou sitio ou no peritoneu.
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Anexo Il — Protocolo de Macroscopia

Quadro 2 - Protocolo de Macroscopia utilizado no servigo de Anatomia Patol6gica do

Hospital Professor Doutor Fernando Fonseca.

Reagentes Tempo | Temperatura | Pressdo/ | Velocidade | Velocidade
em em °C Vécuo Agitador | Gotejamento
Minutos
Formol 30 45° Ambiente Medio 30
Alcool 70% 25 45° Ambiente |  Médio 30
Alcool 96%
Alcool 99,5% 25 45° Ambiente Medio 30
Alcool 99,5% 25 45° Ambiente Medio 30
Alcool 99,5% 25 450 Ambiente |  Médio 30
Alcool 99,5% 50 45° Ambiente Medio 30
Alcool 99,5% 75 45° Ambiente Medio 30
Xilol 35 45° Ambiente Médio 30
Xilol 35 45° Ambiente Medio 30
Xilol 80 45° Ambiente Medio 30
Parafina 50 65° Vécuo Médio 30
Parafina 50 65° Vacuo Medio 30
Parafina 70 65° Vacuo Medio 30
Transicdo de 25
Reagentes
Tempo Total 10h01
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Anexo 11 — Protocolo de Coloragdo Hematoxilina e Eosina

Quadro 3 - Protocolo de coloragdo hematoxilina e eosina utilizado no servigo de
Anatomia Patologica do Hospital Professor Doutor Fernando Fonseca.

Reagente Tempo em Minutos
Xilol 02:30
Xilol 02:30

Alcool 99,9% 02:30
Alcool 99,9% 02:30
Alcool 96% 01:00
Agua Corrente 01:00
Hemalast 00:30
Hematoxilina 05:00
Agua Corrente 01:00
Diferenciador 00:45
Agua Corrente 01:00
Bluing 01:00
Agua Corrente 02:00
Alcool a 70% 01:00
Eosina 00:10
Alcool 99,9% 01:00
Alcool 99,9% 01:00
Xilol 02:00
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Anexo IV - Protocolo de
Biosystems)

Imunohistoquimica (BOND-III Leica

Quadro 4 - Protocolo de imunohistoquimica utilizado no sistema automatizado BOND-
Il da Leica Biosystems presente no servico de Anatomia Patoldgica do Hospital

Professor Doutor Fernando Fonseca.

Passos e Reagentes Tempo em Minutos Tempezatura em
1e 2 - Bond Dewax Solution 0 7?0
3 - Bond Dewax Solution
4 a6 — Alcool a 96% Ambiente
10 a 13 — Bond Epitope Retrieval 100°
(ER) solution 2
18 — Bond Wash Solution 3 Ambiente
19 — Peroxide Block 7 Ambiente
23 — Anticorpo Primario 20 Ambiente
28 — P6s Primario 8 Ambiente
29 a 32 — Bond Wash Solution 3 X 2 minutos cada Ambiente
33 - Polimero 8 Ambiente
34 e 38 - Bond Wash Solution 2 X 2 minutos cada Ambiente
39 - Agua destilada Ambiente
40 — Mixed DAB Refine Ambiente
41 — Mixed DAB Refine 10 Ambiente
42 a 45 — agua destilada Ambiente
46 — Bond DAB Enhancer 10 Ambiente
47 a 50 — Agua destilada Ambiente
51 — Hematoxilina 6 Ambiente
52 e 56 — Agua destilada Ambiente
57 - Bond Wash Solution Ambiente
58 — Agua destilada Ambiente

Nota: Todos os passos em falta no protocolo pertencem a lavagens com o reagente Bond

Wash Solution durante 2 minutos.
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