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O carcinoma colorretal é um dos tumores sélidos mais
prevalentes no mundo, ocupando a terceira posi¢cao, em ambos
os sexos, precedido pelo carcinoma de pulmao e estdmago em
homens, ¢ pelo carcinoma de mama e cérvix em mulheres
(Coleman, 1993). Apresenta ampla variagdo em relacfo a
distribuic@io geogrifica, encontrando-se a maior incidéncia
na América do Norte e Europa Ocidental e a menor na Asia e
Africa - esta diferenca pode ser superior a dez vezes (Boyle,
1985). Nos Estados Unidos, ocupa a quarta posi¢do em
incidéncia, ap6s o carcinoma de mama, pulmio e préstata, e
representa a segunda causa de mortalidade por carcinoma,
atras do carcinoma de pulmao (American Cancer Society,
1995; Engel, 1996). Neste pais, em 1996, ocorreram
aproximadamente 133.500 novos casos de carcinoma
colorretal e 54.900 mortes (Parker, 1996). Conforme dados do
Ministério da Saiide e Instituto Nacional de Cancer (1997),
estimou-se, no Brasil, a ocorréncia de 8.980 novos casos de
céncer colorretal em homens e 8.650 em mulheres, em 1997,
com uma taxa bruta de incidéncia (por 100.000 habitantes)de
12,38 e 11,64, respectivamente. O carcinoma colorretal estd
entre as cinco neoplasias mais incidentes em ambos 0s sexos;
em relaciio ao nimero de Gbitos e taxa bruta de mortalidade
(por 100.000 habitantes) por cdncer no Brasil, ocorridos em
1997, o céncer colorretal ocupa a quinta posi¢do, em ambos
0S SEX0S.

O cancer colorretal apresenta sobrevida de aproxima-
damente 40%. Embora tenha ocorrido uma pequena elevagdo
na sobrevida, durante as dltimas décadas, na Inglaterra, esta é
limitada, se comparada a sobrevida em cinco anos de 32%
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para o cincer de c6lon e 29% para o cincer de reto nos Estados
Unidos, no periodo de 1940 a 1949 (Wilmink, 1997). Estes
dados demonstram que houve pequeno progresso no
tratamento do clncer colorretal durante as quatro dltimas
décadas, apesar do aprimoramento dos métodos diagndsticos,
técnica cirdrgica e cuidados perioperatérios. Com as atuais
opcdes terapéuticas, é provdvel que qualquer modificacio
significativa no prognéstico dos pacientes implique a
elaboragio de estratégias eficazes para o diagndstico precoce
da doenca primdria e recidivada e a busca de medidas eficazes
para o tratamento adjuvante.

Os indicadores progndsticos no cancer colorretal incluem
a diferenciagdo histolégica, profundidade de invasdo (Dukes,
1958;Wolmark, 1986) e invasdo linfatica (Vermeulen, 1995;
Tomisaki, 1996; Minsky, 1988). A invasdo linfonodal e o
nimero destes envolvidos também sfo apontados como
indicadores progndésticos independentes (Wolmark, 1986;
Philips, 1984). Atualmente, o envolvimento linfonodal € o
fator determinante mais importante na indicagio de terapia
adjuvante; porém, isoladamente, nem sempre indica quais
pacientes encontrar-se-do em risco de progressio da doenga.
Indicadores progndsticos adicionais poderiam identificar um
subgrupo de pacientes com risco aumentado de recorrénciae,
assim, aprimorar a sele¢@o para a terapia adjuvante (Engel,
1996). Recentemente, tém sido realizadas abordagens
moleculares ¢ imunohistoquimicas para a identificagdo de
um novo indicador progndstico, além dos tatores clini-
copatolégicos conhecidos (Chung, 1996). Entre estas, a
quantifica¢do da angiogénese e de peptideos angiogénicos,
tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
tém demonstrado aplicag@o clinica na avaliagdo da sobrevida
e recorréncia.

A angiogénese é o crescimento de novos capilares (Folkman,
1971, 1990; Yamazaki, 1994). Est4 fisiologicamente presente
durante a fase embriondria e fetal. No adulto, € usualmente
ausente, restringindo-se a poucas situagdes onde representa uma
etapa essencial, como no ciclo mensal da proliferago
endometrial, na ovulagio e formagéo do corpo ltiteo, reproducdo,
formag#o da placenta e na cicatrizagdo (Brem, 1993; Folkman,
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1995, Saclarides, 1997). Nestas situagdes, a angiogénese € um
processo ordenado, regulado e autolimitado, provavelmente
como resultado do equilibrio entre fatores estimuladores e
inibidores da proliferagido vascular. Quando a multiplicag@o
vascular aumenta sem controle, a angiogénese persistente e
ndo-controlada torna-se patoldgica e sustenta a progressio de
muitas patologias neopldsicas e ndo-neopldsicas. A angiogénese
associada a tumores s6lidos € um processo em que novos
capilares sdo formados no estroma tumoral, a partir de células
endoteliais do hospedeiro (Folkman, 1971; Yamazaki, 1994;
Dickinson, 1994; Brem, 1993). Isto promove o crescimento
tumoral através da perfusdo de oxigénio e nutrientes € remogio
de metabdlitos téxicos, ao invés da simples difusdo no espacgo
extracelular que mantém o tumor restrito € com uma pequena
populacéo celular (Folkman, 1971).

Folkman (1971) isolou um fator em tumores humanos e
animais denominado tumor-angiogenesis factor ou TAF. E
mitogénico para as células endoteliais, estimulando a rapida
formagc?o de novos capilares em animais, e ndo € encontrado em
tecidos normais, com excegiio da placenta. A partir do isolamento
do TAF e baseando-se em suas observagdes anteriores, Folkman
(1971) demonstrou, pioneiramente, que a angiogénese & um pré-
requisito para o crescimento tumoral e nio simplesmente um
efeito colateral deste, estabelecendo a hipétese de que o
crescimento tumoral € angiogénese-dependente: “uma vez que
o tumor tenha ocorrido, cada aumento na populagdo celular deve
ser precedido pela proliferagdo de novos vasos capilares,
convergindo ao tumor”, A angiogénese determinou um novo
conceito na biologia tumoral e, embora nio seja completamente
conhecido o mecanismo que a desencadeia, tem sido validada
por inimeros estudos.

Na primeira metade deste século, houve um nimero
expressivo de estudos abordando qualitativamente a arquitetura
vascular em tumores humanos, porém houve, relativamente,
pouco interesse em relagdo a esses achados, até que recentes
relatos demonstraram que a quantificagdo microvascular pode
fornecer informagdes progndsticas em tumores sélidos humanos
(Srivastava, 1988; Weidner, 1991). Embora os mecanismos de
angiogénese tenham sido abordados por estudos experimentais
em tumores animais (Liotta, 1974; Hori, 1990) e em cultura de
células (Ingber, 1989; Rastinejad, 1989), poucos estudos
haviam investigado a neovascularizagido diretamente em
tumores humanos. A primeira evidéncia que a intensidade da
angiogénese em um tumor humano poderia estar relacionada a
metdstases e sobrevida foi relatada no melanoma cuténeo.
Srivastava (1986) demonstrou que leses com espessura inferior
a 0,76 mm e com relativa auséncia de neovasculariza¢do ndo
apresentavam metdstases, enquanto que, posteriormente, com
aumento da neovasculariza¢o, associavam-se a um acréscimo
naincidéncia de metédstases. Em melanomas com espessura entre
0,76 a 4,00 mm, a drea vascular na base tumoral, em pacientes
que apresentaram metdstases, foi duas vezes maior do que em
pacientes em que as mesmas nao ocorreram (Srivastava, 1988).

O papel da angiogénese no crescimento de tumores sélidos
humanos e no surgimento de met4stases tem sido extensamente
estudado. Uma associag@io estatisticamente significativa foi
demonstrada entre angiogénese e incidéncia de metdstases
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em tumores s6lidos, incluindo o cincer de mama (Bosari, 1992,
Horak, 1992; Kaldjian, 1992; Sneige, 1992; Weidner, 1991),
carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas (Macchiarini,
1992) e no adenocarcinoma (Yamazaki, 1994), carcinoma de
préstata (Weidner, 1993), carcinoma de bexiga (Jaeger, 1995)
e em tumores da cavidade oral (Williams, 1994). Weidner
(1992) demonstrou que a angiogénese tumoral € um indicador
prognéstico independente em carcinoma precoce de mama. O
mesmo foi demonstrado por Bremer (1996) em carcinoma
precoce de cérvix uterina.

Embora a quantificagdo da angiogénese tenha sido
realizada na maioria dos tumores sélidos humanos, hd poucos
estudos prospectivos analisando a relagdo entre o progndstico
e o desenvolvimento de microvasos (Vermeulen, 1996). O
papel da angiogénese nos tumores do trato gastrointestinal
tem sido recentemente explorado, contando-se com um nimero
limitado de estudos, associando a neovascularizagdo e
prognéstico (Chung,1996; Bossi, 1995; Engel,1996). Maeda
(1995) encontrou associagdo significativa entre a extensdo da
angiogénese e metdstases em carcinoma gastrico.

Nos carcinomas colorretais, pouco € conhecido em relagéo a
significncia da neovasculariza¢do (Tanigawa,1997).

Com base nos fatores acima descritos, estudou-se a
neovascularizagdo em tumores colorretais, a fim de validar a
sua associagdo com as varidveis clinicopatolégicas e sobrevida.

Objetivos
Objetivo geral

Estudar a angiogénese em secgdes histolégicas de adeno-
carcinoma colorretal avangado, através de imunohistoquimica.

Objetivos especificos

Quantificar a angiogénese nos carcinomas colorretais e
estudar sua associagio com:

a) tamanho tumoral

b) diferenciagdo histolégica
¢) invasio tumoral

d) metdstases hematogénicas
¢e) sobrevida

MATERIAL E METODO
Delineamento do estudo
Trata-se de um estudo de coorte histdrica.
Populacio estudada

Foram selecionados aleatoriamente 61 pacientes de um
total de 292 pacientes submetidos & cirurgia por adeno-
carcinoma colorretal primdrio no The First Department of
Internal Medicine, Division of Gastroenterology - Hiroshima

University School of Medicine -, no periodo compreendido
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entre 1988 a 1991. Este diagndstico foi confirmado através
do exame anatomopatolégico.

Critérios de inclusdo: consideraram-se vdlidos todos os
pacientes com diagndstico de adenocarcinoma colorretal
avangado, operados no perfodo entre 1988 a 1991, apre-
sentando material histoldgico adequado (sem artefatos na
técnica de fixacdo e coloragdo por hematoxilina-eosina que
comprometessem a avaliagdo morfol6gica) e com seguimento
pés-operatorio.

Critérios de exclusdo: foram excluidos deste estudo 13
pacientes. Nove deles ndo apresentaram seguimento, um
paciente apresentou adenocarcinoma gdstrico associado, dois
apresentavam tumores precoces € um nio apresentou material
histolégico adequado para a andlise imunohistoquimica
(material insuficiente na Idmina). Realizadas estas exclusdes,
a amostra ficou constituida de 48 pacientes.

Metodologia

Preparo das l@minas: foram selecionados blocos de parafina
contendo a por¢do invasiva do tumor, sendo posteriormente
realizados cortes de 4 mm com fixa¢o e montagem em lamina
de vidro e colorag@o com hematoxilina-eosina.

Imunohistoquimica: o endotélio capilar foi identificado
através de imunohistoquimica. Este método representa a
aplicagfo de principios e técnicas imunolégicas para o estudo
de células e tecidos. Utilizou-se, como anticorpo primadrio, o
anticorpo endotelial especifico, monoclonal mouse, anti-FVIII
- Fator de Von Willebrand (DAKO-vWT, F8/86; DAKO A/S,
Denmark, code n° M616, lot 093) e 0 DAKO StrepABComplex/
HRP Duet, mouse/rabbit(DAKO A/S, Denmark, code n° K492)
e como cromégeno 0 DAB - diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAKO DAB Chromogen tablets: code n° $3000; DAKO A/S,
Denmark). A andlise das lAminas demonstrou imunorreatividade
de cor acastanhada (DAB), contrastando com a contracoloragio
de fundo de cor azul (hematoxilina de Mayer), utilizando-se a
temperatura ambiente (ATA) na maioria das etapas desta reagio
imunohistoquimica. Entre cada sec¢@o de 20 1dminas em estudo,
cinco laminas de tecido tonsilar foram utilizadas como controle
positivo. Este tecido € altamente especifico para o anticorpo
primdrio, assegurando que toda a seqiiéncia - da fixac@o 2
colorag@o - foi corretamente executada. O controle negativo
omitiu o anticorpo primdrio, substituindo-o por solugdo salina.
Isso permite avaliar a coloragdo inespecifica que, caso esteja
presente, indica que o complexo secunddrio anticorpo-biotina
apresenta reagdo cruzada com alguma substincia endégena,
comprometendo, portanto, a acurdcia do método.

Avaliagcdo da microvascularizagdo: as laminas foram
analisadas por dois observadores (patologista e pesquisador),
sem o conhecimento prévio das varidveis clinico-patolégicas e
do seguimento dos pacientes. Utilizou-se microscopia 6tica -
microscépio Zeiss-Axiolab, com lentes planas, acromaticas.
Inicialmente, delimitou-se 0 campo com caneta, percorrendo-o
completamente em 50, 100 ¢ 160 aumentos. Isto tem como
objetivo reconhecer, com clareza, dreas de tumor, tecido normal
e apossibilidade de background ou outros artefatos. Os tumores
foram freqiientemente heterogéneos em sua distribuigdo
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microvascular, demonstrando 4reas hipervasculares - que podem
ocorrer em qualquer local- preferencialmente na margem
invasiva, intercaladas com dreas de menor neovascularizagfo.
Estas dreas, encontradas em pequeno e médio aumento, foram
identificadas a partir do maior nimero de vasos corados pelo
anticorpo anti-FVIIL. A quantifica¢do subjetiva e objetiva dos
microvasos nestas areas hipervasculares foi referéncia,
respectivamente, para a avaliacdo da densidade e contagem
microvascular. A densidade microvascular foi subjetivamente
graduada em uma escala de uma a trés cruzes - discreta,
moderada e intensa neovascularizagéo, respectivamente. A
contagem microvascular foi objetivamente graduada em uma
escala ordinal, expressa pela média do maior nimero de
microvasos identificados entre cinco 4reas hipervasculares em
160 aumentos, correspondendo a uma drea de 0,785 mm?.

Critérios histopatoldgicos: neste estudo foram incluidos
somente adenocarcinomas colorretais primdrios avancgados, isto
é, com invasdo a partir da muscular prépria. Exclufram-se tumores
colorretais precoces devido ao comportamento biolégico e
tratamento distintos. Em todos os pacientes, dados relativos
cirurgia (localizag#o e presenga de metdstases hematogénicas) e
histologia (grau de diferenciagédo, profundidade de invaséo e
metdstases linfonodais) foram revisados. A classificagio
macroscépica dos tumores seguiu a classificagdo de Borrmann.
Todos os carcinomas foram classificados histologicamente,
seguindo critérios orientados 2 margem invasiva (Teixeira, 1994).
Assim, tumores compostos quase que inteiramente por formages
glandulares regulares e arquitetura preservada foram classificados
como bem diferenciados - fregiientemente h4 semelhanga com o
epitélio adenomatoso. Tumores compostos principalmente de
formagdes glandulares, combinadas a bainhas sélidas de células
malignas, foram classificados como moderadamente di-
ferenciados. Este grupo foi posteriormente subdividido em
tumores compostos de glandulas irregulares “glandulas dentro
de glandulas”, classificados como moderadamente bem
diferenciados e tumores demonstrando dispers@o de células ou
ilhotas celulares, combinadas com glandulas de estrutura
altamente irregular, classificados como moderadamente pouco
diferenciados. Nao foram encontrados neste estudo carcinomas
pouco diferenciados e mucinosos. O estadiamento foi baseado
na classificagio de Astler-Coller.

Seguimento dos pacientes: considerando-se os pacientes
submetidos a ressecg¢fo curativa do carcinoma colorretal
primério - sem evidéncia de doenga metastética a distlncia -
estes foram acompanhados até 1994, com revisdes trimestrais
no primeiro ano e semestrais nos anos seguintes. A recorréncia
tumoral foi determinada através da histéria e exame clinico,
dosagem do antigeno carcinoembridnico, radiologia,
endoscopia e patologia.

Anadlise estatistica

Inicialmente, foram descritas as caracterfsticas demogréficas
do grupo estudado, utilizando-se medidas de tendéncia central
e dispersdo para as varidveis quantitativas, bem como
percentuais para as varidveis categéricas. A descrig@o dos tipos
de carcinomas colorretais envolveu aspectos, relacionados a
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sua apresentagdo que incluiram: localizago, tipo histoldgico,
tipo macroscépico, grau de invas#o e tamanho. Para comparar a
contagem microvascular entre os grupos de densidade vascular
e entre os graus de diferenciagdo histoldgica foi utilizada a
técnica de ANOVA, com localizagio de diferengas significativas
pelo teste de Tukey. A avaliacio da associag@o entre as varidveis
histopatolégicas - nivel de invasfio e grau de diferenciagfo - e
os grupos de densidade vascular foi realizada através do teste
do qui-quadrado. A correlagdo entre o tamanho do tumor (y) e a
contagem microvascular (x) foi avaliada através do coeficiente
de Pearson (1) e sua significincia determinada através do teste t
de Student. Para o estudo da mortalidade e da ocorréncia de
metéstases hematogénicas e a sua relagdo com a contagem
microvascular, procedeu-se a dicotomizag@o desta varidvel.
Assim, pela contagem microvascular, definiram-se dois grupos:
0 hipervascular, apresentando contagem igual ou acima da
mediana e o hipovascular, com contagem abaixo da mediana.
Para comparar as médias do tamanho tumoral entre os grupos
hiper e hipovascular utilizou-se o teste t de Student para amostras
independentes. Apds, foi realizada a andlise de sobrevida, através
da técnica de Kaplan-Meier e os grupos, comparados através do
teste de log-rank. O nivel de significdncia adotado no estudo
foi de a=0,05. Os dados foram processados e analisados com o
auxilio dos programas Epi Info v6 e Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) for Windows.

RESULTADOS
Caracteristicas genéricas da amostra

A amostra foi constituida de 48 pacientes, 32 (66,7%)
homens € 16 (33,3%) mulheres, com idade média + desvio-
padrdo de 65 + 10,4 anos.

Em relagdo a localizaglo, a maioria dos carcinomas
comprometeu o reto e a jungdo retossigmdide, seguido pelos
demais segmentos coldnicos. Os procedimentos cirlirgicos mais
realizados foram a retossigmoidectomia anterior (RSA) e a
amputagdo abdominoperineal do reto (AAPR) (Tabelas 1 e 2).

Caracteristicas histopatolégicas

O didgmetro tumoral, medido pelo seu maior eixo,
apresentou média + desvio-padrio de 47,6 £ 20,4 mm
(mediana = 45 mm). Em 38 (79,1%) pacientes encontraram-
se lesdes macroscopicamente classificadas como Borrmann
IL, seguidas pelas lesdes tipo Borrmann III em sete (14,6%) e
as de tipo Borrmann I em dois (4,1%). Em um paciente (2,1%)

Tabela 1 - Localizacao tumoral.

Localiza¢io tumoral Ne %o
Reto e jungio retossigméide 27 56,2
Célon ascendente 9 18,7
Célon sigmdide 6 12,5
Célon transverso 4 8.3
Célon descendente 1 2,1
Ceco 1 2,1
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Tabela 2 - Procedimento cirdrgico realizado.

Procedimento cirirgico Ne %o

RSA e AAPR 27 56,2
Colectomia direita 11 22,9
Sigmoidectomia 12,5

W N

Colectomia transversa
Colectomia esquerda

—
[ ;S INe,Y
—

ndo houve descricio do aspecto macroscépico. Nao foram
encontradas, neste estudo, lesdes macroscépicas exclusiva-
mente infiltrativas (Borrmann I'V).

Conforme a avaliagio da diferenciacao histolégica na margem
tumoral invasiva, a maior parte dos tumores foi classificada como
moderadamente bem diferenciada (Tabela 3).

Em relagdo a profundidade de invasdo, 25 (52,1%)
carcinomas colorretais comprometeram a subserosa e/ou
adventicia, seguidos pelo comprometimento da serosa e/ou

Tabela 3 - Diferenciacio histolégica na margem tumoral invasiva.

Diferenciagido histolégica Ne o

Bem diferenciado [ 11 22,9
Moderadamente bem 23 47,9
Moderadamente pouco 14 29,1
Pouco diferenciado 0 0,0
Mucinoso 0 0,0

gordura pericoldnica/perirretal em 15 (31,2%) e invasdo até a
camada muscular prépria em oito (16,6%). O estadiamento da
neoplasia, conforme a classificagdo de Astler-Coller,
demonstrou que a maioria dos tumores colorretais apresentou-
se em estddio avangado, isto €, com metdstases linfonodais e
hepaticas (Tabela 4).

Tabela 4 - Estadiamento da neoplasia colorretal (classificacio de
Astler-Coller).

Estddio Nt %

A {excluidos) 0 0,0
Bl 7 14,6
B2 13 27,1
Cl 0 0,0
C2 14 29,1
D 14 29,1

Avaliacao da microvascularizacio

Inicialmente, avaliou-se a densidade microvascular em
areas hipervasculares, na margem tumoral invasiva, por
quantificagdo subjetiva, graduando-a, conforme sua
intensidade, em uma escala de uma a trés cruzes.
Encontraram-se 29 (60,4%) carcinomas graduados em uma
cruz, 12 (25%) com duas cruzes e sete (14,5%) com trés cruzes.
Em seguida, foi realizada a contagem microvascular nestas
mesmas dreas, através da quantificagdo objetiva,
encontrando-se uma contagem média + desvio-padrio de
15,1 £ 6,87 microvasos/corte (mediana = 14; min - mdx =5,8
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- 32,4). Posteriormente, dividiu-se a amostra em dois grupos
distintos, pela mediana: (a) grupo hipervascular que
apresentou contagem microvascular igual ou acima da
mediana (® 14 microvasos/corte), e (b) grupo hipovascular
com contagem microvascular abaixo da mediana (< 14
microvasos/corte).

Estudando a relagdo entre os métodos de avaliagio
microvascular, observou-se que a contagem microvascular
média foi mais elevada quanto maior o nimero de cruzes
(Tabela 5).

Tabela 5 - Contagem microvascular média na escala de cruzes de
densidade microvascular.

Densidade Contagem microvascular Ne
microvascular média = desvio-padrio

+ baixa densidade 10,8 = 4,0 29
++ elevada 20,7" = 438 12
+++ ~ densidade 232" = 45 7

ANOVA, p < 0.001. Os indices (a) e (b) representam as diferengas
estatisticamente significativas entre 0§ grupos.

Tamanho tumoral
Comparando-se o tamanho tumoral nos grupos hiper e

hipovascular, obteve-se uma diferenca de 5,25 microvasos/corte,
que ndo apresentou significincia estatistica (Tabela 6, Fig. 1).

Tabela 6 - Tamanho tumoral em relacio a contagem microvascular.

Tamanho (em mm) Ne

Média = desvio-padrao

Grupo hipervascular 50,25 + 24,51 24
(2 14 microvasos)
Grupo hipovascular 45,00 = 15,44 24
(< 14 microvasos)
(p = 0.380).
—~ 100
£ .
E o . . r=0,14
E & . p=0.343
2 5 . .
8 . .
% 60 i . . . L
i) 50/
§ 40 .- K H )
% i
20
10
[
[ 5 10 15 20 25 30 35 40
Contagem microvascular

Fig. 1- Grdfico de dispersdo de pontos com reta ajustada entre o tamanho
tumoral e a contagem microvascular. A andlise desta figura demonstra
que ndo houve associagdo significativa entre a contagem microvascular
e o tamanho tumoral.
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Diferenciacio histoldgica e densidade microvascular

A partir da subdivisdo da amostra, conforme a densidade
microvascular em grupos de baixa (uma cruz, n =29) e elevada
densidade (duas e trés cruzes, n = 19), e comparando-os com a
diferenciag@o histol6gica, observou-se que, aparentemente, a
propor¢do de densidade microvascular elevada aumenta
quanto menor a diferenciagio histoldégica, porém néo foi
detectada significAncia estatistica (qui-quadrado para
associagfio linear, p = 0,253). A elevada densidade
microvascular nos grupos bem, moderadamente bem e
moderadamente pouco diferenciados foi de 27,3; 39,1 e 50%,
respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 - Diferenciagfo histolégica e densidade microvascular.

Diferenciaciio Densidade microvascular Total

histolégica elevada baixa

Bem diferenciado 3 8 11
27,3% 72,7%

Moderadamente bem 9 14 23
39,1% 60,9%

Moderadamente pouco 7 7 14
50,0% 50,0%

Total 19 29 48

Diferenciacao histoldgica e contagem microvascular

Inicialmente, determinou-se a contagem microvascular
média + desvio-padrdo nos grupos bem, moderadamente bem
e moderadamente pouco diferenciados, encontrando-se,
respectivamente, 13,2+ 7,8; 15,6+ 6,8; 15,6 £ 6,5 microvasos/
corte. Nao foram detectadas diferencas significativas entre
esses grupos (ANOVA, p=0,602).

Analisando a amostra estudada pela contagem micro-
vascular mediana e subdividindo-a em grupo hipervascular e
grupo hipovascular, observou-se que a proporgio de
hipervascularidade aumenta, quanto menor a diferenciagio
histolégica. Embora se tenha encontrado uma diferencga de
20,7% na probabilidade de hipervascularidade entre os grupos
bem e moderadamente pouco diferenciado, esta diferenga ndo
alcancou significincia estatistica (qui-quadrado para
tendéncia linear, p = 0,321) (Tabela §).

Tabela 8 - Diferencia¢do histolégica e contagem microvascular.

Diferenciacao histolégica Contagem microvascular Total

hipervascular hipovascular

Bem diferenciado 4 7 11
36,4% 63,6%

Moderadamente bem 12 11 23
52,2% 47,8%

Moderadamente pouco 8 6 14
57,1% 42,9%

Total 24 24 48
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Invasao tumoral

Observou-se uma diferenca estatisticamente significativa
entre a contagem microvascular e a profundidade de invasdo
tumoral; isto demonstra que 4 medida que aumenta a pro-
fundidade de invaséo tumoral, aumenta, também, a proporgdo da
contagem microvascular elevada de forma aproximadamente
linear (qui-quadrado para associagao linear, p = 0,02) (Tabela 9).

Tabela 9 - Invasdo tumoral e contagem microvascular.

Invasdo tumoral Grupo Grupo Total
hipervascular hipovascular

Muscular prépria 2 6 8
25% 75%

Subserosa i1 14 25
44% 56%

Serosa e gordura 11 4 15

pericoldnica/perirretal 73,3% 26,7%

Total 24 24 48

Metastases hematogénicas

No estudo realizado, foram encontradas metdstases hema-
togénicas em 20 (41,7%) pacientes, sendo 13 (65%) sincronicas
e sete (35%) metacrdnicas. As metdstases hepdticas corres-
ponderam a 70% do total, seguidas pelas metdstases pulmonares
em 25% dos casos e, por tltimo, pelas metdstases multiplas
(figado, pulmdo e 0ss0) com 5%. Encontrou-se uma pequena
diferenga, sem significancia estatistica (p = 0,238), na contagem
microvascular média no grupo com metastases hematogénicas
(média * desvio-padrio de 16,5 + 7,9) em relagfo ao grupo que
ndo as apresentava (média + desvio-padrdo de 14,1 £ 6).

Sobrevida

Considerando-se os pacientes submetidos & ressecgéo
curativa do carcinoma colorretal primdrio, estes foram
acompanhados para avaliar a relagdo entre a contagem
microvascular e sobrevida. O seguimento encontrado nos
pacientes descrito pela mediana (minimo-mdximo) foi de 1197
dias (34-1953). A sobrevida nos grupos hiper e hipovascular
foi comparada pelo método de Kaplan-Meier encontrando-se,
ao final do seguimento, uma proporgéo de sobrevida de 63,6%
e 86,4%, respectivamente. Observou-se uma diferenga
percentual de 22,8% que ndo atingiu a significincia estatistica
previamente estabelecida (p = 0,12).

Nio hd evidéncia de uma distribui¢do heterogénea de
casos com estadiamento tumoral avangado entre os grupos
hiper e hipovasculares - aparentemente, a distribuigdo do
estadiamento avangado nos grupos é semelhante: 62,5 e
54,2%, respectivamente (Tabela 10).

DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A literatura nacional € escassa, encontrando-se revisdes de
literatura em angiogénese tumoral de Menke (1993) e Ribeiro
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Tabela 10 - Distribui¢io do estadiamento tumoral entre os grupos
hiper e hipovascular.

Estadiamento Grupo Grupo Total
hipervascular  hipovascular

Bl e B2 15 13 28
62,5% 54,2%

C2eD 9 11 20
37,5% 45,8%

Total 24 24 48

(P = 0558)

(1994). Menke (1993) aborda as possibilidades terapéuticas no
cancer de mama no ano 2001, citando, entre estas, a utilizacfo
de drogas que inibem os fatores de crescimento e a angiogénese
tumoral. Embora existam varia¢bes significativas entre as
populagdes e na metodologia de avaliagéo utilizada, a maioria
das publicagbes internacionais tem demonstrado o valor
prognéstico da angiogénese em tumores s6lidos humanos
(Saclarides, 1997; Folkman, 1995; Tanigawa, 1997; Chung,
1996). Porém, para a quantificacio da angiogénese ser um fator
prognéstico confidvel, ametodologia aplicada em sua avaliagio
deve apresentar baixa variabilidade intra e interobservador, a
fim de permitir a comparagfo de resultados provenientes de
diferentes instituicdes. Em recente publicagdo, estabeleceu-se
um Consenso Internacional na metodologia e critérios de
avaliac@o da angiogénese em tumores sélidos humanos
(Vermeulen, 1996). Sio relatados os métodos convencionais
de identificagdo e quantificagdo dos microvasos, bem como a
proposta de padroniza-los.

Vermeulen (1996) aborda o método imunohistoquimico
para a identificagdo dos microvasos - capilares e pequenas
vénulas - a partir de cortes histolégicos tumorais corados com
hematoxilina-eosina. Nos carcinomas colorretais, a iden-
tificagéio imunohistoquimica da microcirculagéio tem utilizado,
como anticorpo primdrio, principalmente o anticorpo anti-
FVIII (Takebayashi, 1996; Saclarides, 1994; Frank, 1995,
Shanthalaxmi, 1996; Roncucci, 1992) seguido pelo anti-
CD31 (Bossi, 1995), anti-CD34 (Tanigawa, 1997) e 0o BW200
(Porschen, 1989). Hd também estudos combinando os
anticorpos anti-FVIII e anti-CD34 (Tomisaki, 1996; Hillen,
1997) e o anti-FVIII e anti-CD31 (Vermeulen, 1995). O
anticorpo anti-FVIII parece ser um marcador mais especifico
para células endoteliais, comparado ao anti-CD34 - este cora
alguns leucdcitos e células inflamatdrias, além de bainhas
neurais periféricas -, porém € ausente em parte do endotélio
capilar, no tecido tumoral (Tomisaki, 1996; Vermeulen, 1996).
O anticorpo anti-CD31 é um marcador mais sensivel para
células endoteliais do que o anti-FVIII (Kuzu, 1992); apresenta
reagdo cruzada com certas células inflamatdrias, tais como
células plasmadticas ou células estromais, sem interferir na
identificagdo microvascular - esta reagfo cruzada pode ser
facilmente discriminada da reatividade celular endotelial, com
base no padrdo de coloragdo e na morfologia celular. H4
variagdes considerdveis na quantificago microvascular em
relag@o ao anticorpo primdrio utilizado, porém os estudos
demonstram correlagéo entre as contagens quando foi utilizado
mais de um anticorpo primdrio.
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A seleco de uma 4rea representativa, na secgdo histo-
16gica, para a quantificacfio microvascular é de fundamental
importancia, devido & intensa heterogenicidade vascular.
Citam-se os trabalhos de Weidner (1991), que demonstrou
esta importante heterogenicidade na microvascularizagio
tumoral em 49 sec¢des histoldgicas de carcinoma invasivo de
mama. Foram identificadas dreas com intensa neovas-
cularizagdo principalmente na margem tumoral invasiva,
expressando-se a contagem microvascular como o maior
nimero de microvasos identificados em 200 e 400 aumentos
nestas dreas. Demonstrou-se uma contagem microvascular mais
elevada nas pacientes com carcinoma primério de mama,
apresentando metdstases linfonodais a distancia, em relagdo
as pacientes com doencga localizada. Em 1992, Weidner
estudou 165 pacientes com carcinoma de mama em estddio
precoce e utilizou a mesma metodologia para a contagem
microvascular. Encontrou associagdo entre a contagem
microvascular elevada e metdstases a distincia e diminuigio
do perfodo de recorréncia. A partir destes relatos, seguiu-se a
quantificagdo microvascular em dreas de mais intensa
neovascularizagdo - localizadas predominantemente na
margem tumoral invasiva e originalmente denominadas
hotspots (Pritchard, 1995; Vermeulen, 1995, 1996). Além do
valor prognéstico ja demonstrado com esta metodologia em
carcinoma invasivo de mama (Weidner, 1991, 1992; Horak,
1992; Toi, 1993), outros fatores também estdo associados a
quantificagdo microvascular nestas dreas previamente
selecionadas: (a) devido a heterogenicidade intratumoral, obter
uma avaliag@o reproduzivel da densidade microvascular
implicaria a avaliag@o de grandes 4reas tumorais; (b) a relagio
entre as células tumorais e as células endoteliais é parti-
cularmente importante nestas 4reas altamente vascularizadas
- se as dreas hipervasculares se originam a partir de clones de
células tumorais angiogénicas, estas predominantemente
invadem a circulagdo e ocasionam as metatases, e (c) o infcio
da atividade.angiogénica em um determinado. tumor &
geralmente restrito a dreas limitadas. O nimero de dreas
hipervasculares varia de acordo com o tamanho da secgéo
histolégica. Vermeulen (1995) identificou duas a sete dreas
hipervasculares em cada secg@o tumoral de 34 carcinomas
colorretais estudados. A heterogenicidade microvascular
facilitou a detecc@o de dreas com intensa neovascularizagio
localizadas, principalmente, na margem invasiva. Estas dreas,
identificadas pelo maior nimero de microvasos corados,
apresentavam-se separadas por alguns milimetros com baixa
densidade vascular. Ocasionalmente, os tumores demons-
traram baixa densidade vascular em toda sua sec¢o tecidual,
porém n#o foram encontrados tumores com densidade
microvascular uniformemente elevada.

No presente estudo, a estrutura microvascular do carcinoma
colorretal caracterizou-se por dreas de elevada densidade
vascular- localizadas principalmente na margem tumoral
invasiva - separadas por outras com baixa densidade. A
contagem microvascular em cada sec¢@o tumoral - método
quantitativo e avaliado objetivamente - foi orientada & margem
invasiva e o seu resultado expresso em microvasos/corte, a
partir da média entre cinco dreas hipervasculares (conside-
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rando-se em cada uma destas o nimero de microvasos contd-
veis). Os dados obtidos (contagem microvascular média=15,1;
mediana = 14; minima-maxima = 5,8 - 32,4) assemelham-se
aos descritos por Saclarides (1994). Este autor, em um estudo
de 48 pacientes com carcinoma retal, utilizou, como anticorpo
primadrio, o anticorpo anti-FVIII determinando uma contagem
microvascular média de 17,4 microvasos/corte.

A auséncia de associagdo estatisticamente significativa
entre o tamanho tumoral e a contagem microvascular, que se
constatou na amostra, compara-se aos relatos de Tanigawa
(1997), Shantalaxmi (1996), Saclarides (1994), Frank (1995),
Tomisaki (1996) e Roncucci (1992). Embora a angiogénese
seja uma etapa essencial na progressdo inicial do tumor, os
dados demonstram que o efeito determinante da angiogénese
no crescimento final do tumor é pequeno. Provavelmente,
outros fatores estejam envolvidos, dentre eles a interagio das
células tumorais com os tecidos do hospedeiro, através de
vias autdcrinas, paricrinas e enddcrinas, isoladamente ou em
combinagéo, estimulando ou inibindo a proliferacio celular
tumoral. Roncucci (1992) avaliou a cinética celular de
carcinomas colorretais apds a administragdo in vivo de
Bromodesoxiuridina (um andlogo ndo radioativo da Timidina
que & incorporado ao DNA durante a fase-S do ciclo celular -
considerado uma boa estimativa da velocidade de proliferacio
celular). Neste estudo, demonstrou-se que a proliferagio
celular tende a decrescer com o aumento do tumor e com o
avanco do estddio tumoral.

O carcinoma colorretal é composto de muiltiplas popu-
lagGes celulares com diferentes propriedades malignas e
bioldgicas. Clones de células mais malignas tendem a aparecer
gradualmente a medida que ocorre a progressio tumoral - da
mucosa a submucosa e da muscular prépria a serosa - com
diferentes implica¢des diagndsticas (Newland, 1981). O fato
de a angiogénese tumoral ser mais pronunciada em estddios
avangados sugere que o aumento da vascularizacdo reflete o
aumento do potencial maligno (Tomisaki, 1996; Engel, 1996).
Como resultado, a maioria dos carcinomas colorretais s@o
heterogéneos e compostos de grupos celulares com variados
graus de diferenciac@o histolégica. A classificag@o histologica
foi orientada & margem invasiva, pois esta parte profunda do
tumor representa a drea com o maior potencial maligno - € a
que invade, dissemina-se localmente e metastatiza. Em um
estudo abordando a significAncia da subclassificagdo
histol6gica em 142 carcinomas colorretais, Teixeira (1994)
demonstrou que os tumores moderadamente pouco diferen-
ciados apresentaram maior potencial maligno, a partir da maior
incidéncia de invasio linfatica, venosa, linfonodal e metdstases
hepiéticas. Os dados, inclufdos no presente trabalho,
demonstram diferenga - sem atingir significancia estatistica -
de densidade e contagem microvascular mais elevada nos
tumores moderadamente pouco diferenciados. A angiogénese
pode sustentar a maior atividade proliferativa observada neste
subgrupo histolégico, conforme demonstrado previamente por
Teixeira (1994) a partir da expressdo significativamente mais
elevada do antigeno de proliferagdo celular nuclear - PCNA.
Porém, outros fatores provavelmente estdo relacionados ao
maior potencial de invasdo tecidual e metdstases neste grupo,
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incluindo-se fatores de adesfo celular tumoral ao endotélio
vascular (diversas moléculas regulam esta ades@o celular como
o receptor CD44, integrinas a5B1, a6B1 e 4) e a degradagao
da matriz extracelular e membrana basal a partir de enzimas
produzidas pelas células tumorais (metaloproteinases,
incluindo enzimas que degradam o coldgeno intersticial -
coldgeno tipo IV, coldgeno tipo V e proteoglicans).

Encontrou-se uma diferenca estatisticamente significativa
na quantificacdo angiogénica entre os tumores com invasio
transmural e da gordura pericoldnica/perirretal em relagio aos
tumores restritos a parede. Este achado compara-se aos relatos
de Saclarides (1994), Takebayashi (1996) e Tanigawa (1997)
e indica que a atividade proliferativa tumoral, resultando em
invasfo transmural progressiva, € sustentada pela angiogénese.
Liotta (1991) demonstrou que ambas as etapas - angiogénese
e invasdo tumoral - sfo funcionalmente relacionadas. A
caracteristica comum de muitos fatores de crescimento que
induzem a angiogénese, tais como o bFGF, € o estimulo das
células endoteliais em trés funcdes especificas: protedlise,
motilidade e proliferagdo. Esta mesma triade de propriedades
também caracteriza a invasfo celular tumoral. A distin¢&o entre
estas duas populagdes celulares € que as células tumorais néo
sdo auto-reguladas nestas trés propriedades, enquanto que as
células endoteliais podem reverter a um estado néo-
angiogénico, quando o estimulo 2 proliferacdo vascular for
interrompido.

A invasdo dos tecidos adjacentes ao tumor primdrio e a
penetragdo nos vasos sangiiineos representam os pontos
centrais do processo metastatico. No estudo realizado,
inclufram-se os carcinomas de célon e reto, uma vez que o
adenocarcinoma que se desenvolve nestes érgdos ndo pode
ser distinguido anatomopatologicamente ¢ ambos me-
tastatizam de maneira similar, excetuando-se os carcinomas
retais que apresentam um indice de recorréncia local mais
elevado. Encontramos contagem microvascular mais elevada,
sem significincia estatfstica, nos pacientes com metéstases
hematogénicas - sincrénicas e metacrdnicas. A literatura
revisada aponta para uma contagem microvascular mais
elevada nos pacientes com carcinoma colorretal primdrio e
metdstases hematogénicas (Saclarides, 1994; Tomisaki, 1996;
Tanigawa, 1997; Takebayashi, 1996; Shantalaxmi, 1996;
Hillen, 1997, Engel 1996).

Porém, a quantificacio angiogénica, isoladamente, néo
identifica todos os pacientes com doenga metastatica oculta
ou aqueles com probabilidade de metéstases a distancia. As
razdes apontadas sdo as seguintes (Fidler, 1997; Liotta, 1991):

(a) no momento do diagndstico, os tumores humanos sio
heterogéneos e consistem de subpopulagdes celulares com
diferentes propriedades biolégicas, incluindo capacidade de
invasio e metdtases; '

(b) o processo metastético € seqiiencial e consiste de uma
série de etapas interligadas; para resultar em metdstases
clinicamente detectdveis, as células tumorais devem completar
todas as etapas deste processo e sobrepor-se ao sistema imune
do hospedeiro - se houver falha em completar uma ou mais
ctapas deste processo, as células serfio eliminadas. Por exemplo,
células tumorais que induzem a angiogénese intensa, mas que
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ndo sobrevivem na circulagdo ou ndo proliferam em 6rgdos
distantes, ndo resultario em metdstase, 0 mesmo ocorrendo
com células que ndo apresentam motilidade e capacidade de
invasio. Uma pequena percentagem de células tumorais
circulantes (< 0,01%) inicia com sucesso a colonizagio
metastatica, Assim, as metdstases representam um processo de
competi¢do altamente seletivo, favorecendo a sobrevida de
uma subpopulagdo de células tumorais metastdticas que
preexistem dentro da heterogenicidade do tumor primdrio;

(c) embora nem todos os grandes tumores angiogénicos
possam produzir metdstases, a inibigdo da angiogénese reduz
o crescimento do tumor primdrio e dos sitios secunddrios, e
assim previne o crescimento de metdstases clinicamente
detectdveis.

Conclui-se, portanto, que a angiogénese é uma etapa
essencial no inicio e final do processo metastdtico, mas,
isoladamente, ndo resulta em efetivo desenvolvimento de
metastases.

Os dados demonstram, ao final do seguimento, uma

proporg¢io de sobrevida maior no grupo hipovascular (86,4%)
em relagdo ao hipervascular (63,6%). Apesar da diferenga
percentual (22,8%), ndo se encontrou significincia estatistica
(p=0,12).
Aparentemente, hd um efeito da microvascularizagdo como
um fator prognéstico de mortalidade, oscilando na faixa de
20% entre os dois grupos. No entanto, a auséncia de
significAncia pode ser um reflexo do tamanho da amostra.

Com os dados disponiveis, é possivel afirmar que a
quantificagdo angiogénica, entre outros fatores progndsticos
comumente utilizados na avaliagdo dos pacientes com
carcinoma colorretal, pode ser um importante indicador do
comportamento bioldgico tumoral, a partir da identificagdo
de um subgrupo de tumores com maior potencial maligno,
manifestado nesta amostra por um nivel de invasdo tecidual
significativamente mais elevado. A identificacfio desses
subgrupos tumorais com comportamento biolégico mais
agressivo, acompanhados de uma intensa resposta angio-
génica, é importante para predizer quais pacientes poderiam
ser potenciais candidatos a cirurgia curativa e aqueles que
deveriam submeter-se a terapéutica adjuvante e ao seguimento
pés-operatdrio mais freqiiente.

Perspectivas

A angiogénese é um processo complexo, envolvendo a
dissolucdo da membrana basal por proteases, migracéo celular
endotelial e proliferagio, resultando em formacio de novas
redes capilares. Cada uma destas etapas é um possivel alvo
para intervengdo farmacoldgica.

Em 1971, Folkman pioneiramente postulou a idéia de que
a terapéutica antiangiogénica poderia representar uma nova
abordagem no tratamento de tumores sélidos; porém a
identificacdo das primeiras moléculas antiangiogénicas
ocorreu aproximadamente 10 anos ap6s. Os primeiros
inibidores angiogénicos a serem estudados foram a Protamina
e o Fator Plaquetdrio 4 (PF4), seguidos pelos esteréides
angiostdticos, Fumagilina e seus andlogos sintéticos e,
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posteriormente, pelo interferon a-2a (Taylor, 1982). White
(1989) realizou a primeira intervengio antiangiogénica com
sucesso, utilizando o interferon a-2a em uma crianga de sete
anos portadora de hemangiomatose capilar pulmonar - uma
doenga rara, caracterizada pela intensa proliferagdo capilar
pulmonar e com elevada mortalidade. Isto precipitou uma ativa
pesquisa de agentes angiossupressores e, atualmente,
encontram-se aproximadamente 10 inibidores angiogénicos
em ensaios clinicos (fase I e IT) em uma ampla variedade de
tumores, incluindo mama, célon, pulmao, préstata, e sarcoma
de Kaposi. Os dois inibidores angiogénicos em que hd maior
experiéncia sdo o Interferon a2a e o TNP-470 (AGM-1470).
Este dltimo € um andlogo sintético da Fumagilina e foi
aprovado pelo FDA para fase I de teste em pacientes com
tumores sélidos (Folkman, 1997).

O objetivo geral da terapéutica antiangiogénica ¢ reduzir
uma drea focal de crescimento capilar intenso e progressivo
ao seu estado quiescente, pois, em termos terapéuticos, o
periodo mais vulnerdvel de um tumor sélido € o intervalo que
antecede a vascularizagdo (Folkman, 1971, 1995). Para-
doxalmente, a neovascularizag¢do reduz a acessibilidade do
tumor a quimioterapia. Tumores em estddio inicial da
neovascularizag¢io sdo usualmente bem perfundidos, porém
quando detectados clinicamente, o aumento da pressio
intersticial, ocasionado pela alteragio de permeabilidade de
vasos malformados e pela auséncia relativa de linféticos
intratumorais, ocasiona compressdo vascular e necrose central.
Estudos em roedores demonstram que a terapéutica an-
tiangiogénica aumenta a liberacdo de quimioterdpicos ao
tumor, provavelmente por descompressiio tumoral e redugéo
da pressdo intersticial; a radioterapia também € potencializada
pela terapéutica antiangiogénica através da diminuicfo da
hipéxia tumoral (Teicher, 1994). Os agentes antiangiogénicos
suprimem a neovascularizagdo por inibir a proliferagio e
migraco das células endoteliais, ao invés de destruir células
tumorais. A regressdo do leito vascular é um processo mais
lento do que a lise celular tumoral, portanto a terapéutica
antiangiogénica necessita meses a anos, sem interrupgdo. A
baixa toxicidade observada e a auséncia de resisténcia
significativa em estudos animais sugerem que a terapéutica
antiangiogénica, administrada por um perfiodo de tempo
maior, possa ser bem tolerada. Ainda, a combinagdo de
terapéutica antiangiogénica e agentes citotéxicos pode ser
mais efetiva do que a administragdo de um agente, iso-
ladamente (Van Cutsem, 1996).

O futuro do tratamento do clncer colorretal é promissor.
Muitas pesquisas estiio sendo realizadas, incluindo a procura
de novos fatores progndsticos e a utilizagao de novas drogas no
tratamento adjuvante. Isto provavelmente resultard em melhora
das condi¢des gerais e aumento da sobrevida dos pacientes.

CONCLUSOES

A andlise dos dados obtidos nesta coorte permite concluir que:

1) A angiogénese apresenta associagdo estatisticamente
significativa com a invasdo tumoral no adenocarcinoma
colorretal.
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2) A angiogénese representa uma etapa intermedidria na
geragdo de metdstases hematogénicas, porém, isoladamente,
ndo determina o surgimento das mesmas.

3) A padronizagio da técnica de imunohistoquimica e a
metodologia de quantificagdo microvascular sio fundamentais
para a comparacdo de resultados e utilizagdo da angiogénese
como um indicador progndstico fidedigno.

TARTA C, PROLLA JC, GUS P, NETO CC, SILVA VD &
TEIXEIRA CR -

SUMMARY: The colorectal carcinoma is one of the most
prevalent solid tumors in the world. It is the third most frequent
tumor in both sexes, being preceded by lung and stomach
carcinoma among men and breast and cervix carcinoma among
women. In Brazil, the colorectal carcinoma is among the five more
usual neoplasias, ranked fifth in mortality. In 1997, an incidence
of 8980 new cases among men and 8650 new cases among women
was estimated. The colorectal carcinoma has a global survival
rate of 40%, and a small increase has been shown in the last 40
years. The prognostic indicators in this type of cancer are the
histological differentiation, the depth of invasion and the
lymphatic invasion. Molecular and immunohistochemical
approaches have been recently made in order to find a new
prognostic indicator other than the ones mentioned above. The
quantitative analysis of tumor angiogenesis, defined as the growth
of new capilars toward the tumor, has been shown to have clinical
application in the survival and recurrence analysis. 48 patients
undergoing surgery of colorectal carcinoma at The First
Department of Internal Medicine, Division of Gastroenterology -
Hiroshima University School of Medicine - from 1988 to 1991
were retrospectively studied. There was a significative statistical
correlation between angiogenesis and the depth of tumor invasion,
and it was demonstrated that the tumor spreading activity is
supported by angiogenesis. A non-significative statistical
association was found between the angiogenesis quantification,
hematogenic metastasis, survival and clinical-pathological
variables such as size and histological differentiation. The
standardization of the imunohistochemistry and the methodology
of microvascular quantification are fundamental for comparing
results and using angiogenesis as a reliable prognostic indicator.
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