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Cady B. Basic principles in surgical oncology. Arch Surg. 1997;132:338-46. 
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Resumo 
 

 
As neoplasias malignas são mais do que um conjunto de células com alterações 

genéticas profundas, denotando uma interação forte com o seu microambiente. O 

microambiente tumoral, fruto das suas características únicas, pode funcionar como 

inibidor ou promotor tumoral. A modulação do microambiente tumoral, barreira à 

disseminação tumoral, é um processo essencial para a proliferação neoplásica, sendo 

um alvo terapêutico de maior importância, especialmente na era da imunoterapia. As 

modificações do microambiente tumoral têm implicações no fenótipo, na imuno-

histoquímica e na genética das células tumorais. 

Neste trabalho estudamos o microambiente tumoral e a sua influência no 

carcinoma colorretal primário e metastático. 

Neste contexto, foi estudado o efeito do microambiente tumoral no 

desenvolvimento e na agressividade de carcinoma colorretal no doente 

imunossuprimido por transplante renal e / ou hepático. 

Por outro lado, foi realizada uma análise do efeito do microambiente tumoral no 

desenvolvimento e na agressividade de metástases hepáticas de carcinoma colorretal, 

através dos seus padrões de crescimento histológicos acareando com a sobrevivência 

global e consequentes implicações clínicas. Foi realizada comparação dos padrões de 

crescimento histológico das metástases hepáticas de carcinoma colorretal com os 

padrões de crescimento histológico das metástases hepáticas de carcinoma gástrico. 

Por último, foi proposto um modelo animal ortotópico de carcinoma colorretal, 

que pretende mimetizar o cancro colorretal do ser humano, permitindo a translação de 

conhecimento. 

Para a concretização das tarefas propostas utilizaram-se diferentes 

metodologias, desde análise anátomo-patológica com recurso a imuno-histoquímica ou 

patologia molecular e a colheita de dados clínicos. No modelo animal recorreu-se a 

técnicas cirúrgicas de patologia experimental e a metodologia de medicina nuclear com 

um derivado dos isonitrilos marcado com Tecnécio-99m. O modelo animal utilizou 

células tumorais provenientes de três linhas celulares diferentes de carcinoma colorretal 

caracterizadas por estudos imuno-histoquímicos e de citotoxicidade. 

Foi possível observar que nos casos de doentes com carcinoma colorretal após 

transplante hepático e / ou renal, a doença é muito agressiva, registando-se tumores 

com elevada percentagem de necrose, sobre-expressão de marcadores de cancer stem 

cells, baixa atividade do sistema imune, ausência de células natural killer e de expressão 

para PD-L1. 

O estudo das metástases hepáticas revelou alterações fenotípicas sob a forma 

de padrões de crescimento histológicos, nomeadamente expansivo, infiltrativo e 

desmoplásico, avaliados em coloração de rotina por hematoxilina & eosina. Estes 

padrões de crescimento histológicos refletem distintas interações tumor / hospedeiro, 
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com diferentes microambientes tumorais, mais concretamente sob a forma de 

mecanismos de angiogénese díspares e passíveis de alvo terapêutico dirigido. Estes 

padrões de crescimento histológicos revelaram diferentes prognósticos e influência na 

sobrevivência, com o padrão de crescimento histológico de tipo desmoplásico associado 

a melhor sobrevivência, e o padrão de crescimento expansivo relacionado com pior 

prognóstico. Estes achados foram evidentes nos doentes com metástases hepáticas de 

carcinoma colorretal e nos doentes com metástases hepáticas de carcinoma gástrico. 

No modelo animal foi realizada uma cecostomia e uma colostomia descendente 

com fístula cutâneo-mucosa distal, permitindo o estudo do carcinoma colorretal a nível 

do cólon direito e do cólon esquerdo, respetivamente. Observaram-se neoplasias de 

morfologia sobreponível à observada no ser humano, com invasão neural. A 

caracterização das linhas celulares in vitro revelou que as células da linha celular WiDr 

eram as mais agressivas, induzindo maior percentagem de neoplasias no animal bem 

como invasão neural. O estudo imuno-histoquímico complementar, também revelou 

maior agressividade das células tumorais da linha WiDr neste modelo. 

Assim, com este trabalho foi possível estudar algumas características da 

influência do microambiente tumoral. Em doentes imunossuprimidos, uma menor 

atividade do sistema imune esteve associada a tumores com fenótipo mais agressivo. A 

limitação funcional do sistema imune nestes doentes, não possibilita uma regulação do 

tumor, e poderá colocar em causa determinadas terapias, mais concretamente a terapia 

baseada em células Natural Killer.  

O estudo das metástases hepáticas revelou um fenótipo com implicação 

prognóstica, reprodutível e facilmente avaliado em coloração de rotina, que traduz uma 

relação tumor / microambiente própria. Os padrões de crescimento histológicos são 

uma ferramenta poderosa, com implicações cirúrgicas e na seleção de fármacos e que 

irão contribuir para a medicina individualizada. Doentes com padrão de crescimento de 

tipo expansivo terão pior prognóstico e beneficiarão de estratégias mais agressivas, ao 

passo que doentes com padrão desmoplásico poderão ser submetidos a cirurgia 

conservadora de parênquima e exibir melhor resposta a anti-angiogénicos. 

O modelo animal revelou uma fiel reprodução da doença humana, com 

possibilidades do estudo do carcinoma colorretal no cólon direito ou no cólon esquerdo. 

A morfologia foi sobreponível à descrita no ser humano, com estabelecimento de uma 

via metastática importante. A correta seleção de linhas celulares, com base na sua 

agressividade e relação com o sistema imune em estudos in vitro, permitirá o uso da 

linha adequada, com indução de uma maior frequência de neoplasias e doença 

metastática, possibilitando translação de conhecimento.
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Abstract 
 

Malignant neoplasms are more than group of cells with profound genetic 

changes, since they also present a strong interaction with their microenvironment. The 

tumor microenvironment, due to its unique characteristics, can function as a tumor 

inhibitor or as a promoter. The modulation of the tumor microenvironment, a barrier to 

tumor dissemination, is an essential process for neoplastic proliferation, thus it is a 

therapeutic target of the greatest importance, especially in the era of immunotherapy. 

Modifications in the tumor microenvironment have implications in the phenotype, 

immunohistochemistry and genetics of tumor cells. 

In this work we study the tumor microenvironment and its influence on both 

primary and metastatic colorectal carcinoma. 

In this context, the effect of the tumor microenvironment on the development 

and aggressiveness of colorectal carcinoma in the immunocompromised patient due to 

renal and / or liver transplantation was studied. 

On the other hand, an analysis of the effect of the tumor microenvironment on 

the development and behaviour of liver metastases from colorectal carcinoma was 

carried out, through its histological growth patterns affecting overall survival and 

consequent clinical implications. Then, a comparison of the histological growth patterns 

of the colorectal cancer liver metastases with the histological growth patterns of liver 

metastases from gastric carcinoma was performed. 

Finally, an orthotopic animal model of colorectal carcinoma was proposed, which 

aims to mimic colorectal cancer in the human, allowing the translation of knowledge. 

To accomplish the proposed tasks, different methodologies were used, from 

pathological analysis using immunohistochemistry and molecular pathology, to the 

collection of clinical data. In the animal model, we used surgical techniques of 

experimental pathology and nuclear medicine methodology resorting to isonitrile 

derivatives labeled with Technetium-99m. The animal model used three different 

colorectal carcinoma cell lines, all characterized by immunohistochemical and 

cytotoxicity studies. 

It was possible to observe that in patients with colorectal carcinoma after liver 

and / or kidney transplantation, the disease is very aggressive, with tumors with a high 

percentage of necrosis, overexpression of cancer stem cells markers, low activity of the 

immune system and absence of natural killer cells and no expression of PD-L1. 

The study of liver metastases revealed phenotypic changes in the histological 

growth patterns, namely expansive, infiltrative and desmoplastic, evaluated in routine 

hematoxylin & eosin staining. These histological growth patterns reflect different tumor 

/ host interactions, with distinct tumor microenvironments, more specifically reflecting 

different angiogenesis mechanisms and therefore may be subjected to a targeted 

therapeutic target. These histological growth patterns revealed different prognoses and 

influence on survival, with the desmoplastic histological growth pattern associated with 
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better survival, and the expansive growth pattern was related to a worse prognosis. 

These findings were present in patients with liver metastases from colorectal carcinoma 

and in patients with gastric carcinoma liver metastases. 

In the animal model, a cecostomy and a descending colostomy were performed 

with distal cutaneous-mucous fistula, allowing the study of colorectal carcinoma in the 

right colon and in the left colon, respectively. Carcinomas of overlapping morphology to 

the ones observed in humans were perceived in the animals, with neural invasion. The 

characterization of tumor cell lines in vitro revealed that the cells from the WiDr cell line 

were more aggressive, being associated with the highest percentage of carcinomas in 

the animals as well with neural invasion. The complementary immunohistochemical 

study also revealed greater aggressiveness of the tumor cells of the WiDr cell line.  

Thus, with this work it was possible to study some characteristics of the influence 

of the tumor microenvironment. In immunocompromised patients, lower activity of the 

immune system was associated with tumors with a more aggressive phenotype. The 

functional limitation of the immune system in these patients, do not allow tumor 

regulation, and may preclude certain therapies, more specifically the therapy based on 

natural killer cells. 

The study of liver metastases revealed a phenotype with prognostic implication, 

reproducible and easily evaluated in routine staining, which translates the tumor / 

microenvironment relationship. Histological growth patterns are a powerful tool, with 

surgical and therapeutical implications and will contribute to personalized medicine. 

Patients with an expansive growth pattern will have a worse prognosis and will benefit 

from more aggressive strategies, whereas patients with a desmoplastic pattern may be 

submitted to conservative parenchyma surgery and exhibit a better response to anti-

angiogenics. 

The animal model revealed a faithful reproduction of the human disease, with 

possibilities for the study of colorectal carcinoma in the right or left colon. The 

morphology was superimposed with the one described in humans, and established an 

important metastatic pathway. The correct selection of cancer cell lines, based on their 

aggressiveness and interaction with the immune system in in vitro studies, will allow the 

selection of the appropriate cell line, inducing a higher frequency of neoplasms with 

metastatic disease, ensuing knowledge translation.
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1. Epidemiologia 

 

O carcinoma colorretal (CRC) representa um problema de saúde pública, sendo 

a quarta causa de morte relacionada com cancro1. Em 2018, foram estimados cerca de 

150.000 novos casos de CRC nos Estados Unidos da América, com cerca de 50.000 

mortes2, ao passo que na Europa foram registados cerca de 450.000 novos casos e 

215.000 mortes3. 

Existem variações na incidência de CRC a nível mundial, sendo a mais alta na 

Oceânia e a mais baixa na África Ocidental (figura 1). Por outro lado, quando se compara 

diferentes grupos étnicos, os Judeus Ashkenazi têm uma maior incidência de CRC, 

devido a diversas mutações genéticas4,5. O género revela também diferenças, com maior 

percentagem de CRC na população masculina (10,9% vs. 9,5%), nomeadamente no que 

diz respeito ao carcinoma do reto6,7. Em Portugal a incidência em 2018 foi de 58.199 

casos, sendo a terceira mais elevada, após mama e próstata; a mortalidade atingiu 3.050 

casos, sendo aqui a segunda mais alta, após o carcinoma do pulmão, e representando 

10,5% da mortalidade relacionada com cancro8. 

 

Figura 1. Mapa global da incidência de carcinoma colorretal em 2018. Fonte: GLOBOCAN 

 

Nos últimos anos tem existido uma manutenção, e em alguns casos uma 

redução, da incidência e mortalidade de CRC, especialmente nos países ocidentais, 

provavelmente devido a uma promoção de hábitos de vida saudáveis e programas de 

rastreio de CRC com identificação de lesões percursoras e sua remoção9. No entanto, 

em países com história de baixa prevalência de CRC têm-se registado um aumento da 

incidência de CRC, principalmente à custa de mudanças de hábitos de vida10,11. 

Relativamente ao rastreio de CRC, é necessário ter presente que os programas 

não estão totalmente implementados em algumas regiões do globo12 e que se destinam 
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especificamente a grupos etários particulares, sem contemplar a população mais jovem 

– de facto o número de CRC em doentes com idade inferior a 50 anos tem vindo a 

aumentar, representando atualmente uma percentagem importante de todos os 

doentes com CRC12,13. É expectável que mesmo em regiões com baixo risco para o 

desenvolvimento de CRC, devido a baixa incidência de CRC na população idosa, a 

incidência de CRC aumente radicalmente devido ao envelhecimento de uma população 

jovem com fatores de risco para o desenvolvimento de CRC13,14. 

2. Etiologia 

No que diz respeito aos fatores de risco, o CRC pode ter origem em fatores 

ambientais, genéticos ou mesmo de interações genéticas-ambientais15. A maioria dos 

CRC são esporádicos, pelo que se assume que os fatores de risco ambientais 

desempenham um papel importante no desenvolvimento do CRC e revelam-se um alvo 

atrativo para o rastreio e prevenção de cancro. A idade é um dos mais importantes 

fatores de risco para o desenvolvimento de CRC, com mais de 90% dos doentes com CRC 

diagnosticados após os 50 anos de idade, no entanto é um fator de risco não 

modificável16. 

 2.1 Fatores de risco ambientais 

O denominado “estilo de vida ocidental” tem vindo a ser descrito com um fator 

major para o aumento do CRC17. Esta definição engloba obesidade, estilo de vida 

sedentário e dieta pobre em fibras e rica em gorduras, calorias e carne15,18. 

A prática de atividade física regular tem vindo a ser associada com risco 

diminuído de desenvolver CRC, em cerca de 20-25%, provavelmente associada a outros 

elementos de um estilo de vida saudável19,20. Para além disso, a prática de exercício 

físico contínuo, mesmo de forma moderada, aumenta o metabolismo basal, 

promovendo uma melhor eficiência energética e diminuindo a resistência à insulina21. 

A obesidade está normalmente associada a resistência à insulina, podendo 

desempenhar um papel na carcinogénese do CRC22. A hiperinsulinémia conduz à 

expressão de Fator de Crescimento de Insulina I (IGF-I, do inglês Insulin Growth Factor) 

com consequente efeito no crescimento e proliferação celular através da ativação da via 

celular da insulina e inibição da apoptose, fatores que podem estar associados à 

agressividade tumoral23,24. O tecido adiposo também desempenha um papel no 

desenvolvimento e progressão do CRC ao produzir adipocinas como a leptina e 

adiponectina. Numa situação fisiológica a produção destas adipocinas está equilibrada, 

no entanto, num ambiente promotor de CRC existem níveis elevados de leptina e 

diminuídos de adiponectina, com disrupção da homeostase nomeadamente no que diz 

respeito às vias de sinalização PI3-cinase/AKT (do inglês, Phosphoinositide 3-kinase e 

Protein Kinase B) e JAK-STAT (do inglês Janus kinases e signal transducer and activator 

of transcription proteins)25,26.  
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A obesidade está ainda ligada a um estado inflamatório crónico, normalmente 

de baixa intensidade, que nos últimos anos tem vindo a ser relacionado com o 

desenvolvimento de CRC27,28. O tecido adiposo em excesso, quando integrado num 

estado pró-inflamatório, sofre transformações e induz uma desregulação da libertação 

tecidular de Interleucina 6 (IL-6), com maiores quantidades de IL-6 na circulação, o que 

vai provocar a ativação de vias de sinalização intracelulares e o aumento da proliferação 

celular29–31. 

O elevado consumo de carne vermelha, especialmente de vaca e cordeiro, 

componente típico da dieta Ocidental, está associado a alto risco de desenvolver CRC. 

O mecanismo potencial compreende a presença de ferro, nitritos/nitratos (utilizados no 

processamento de carne), aminas heterocíclicas e hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (produzidos ao cozinhar carne a altas temperaturas), que se acreditam serem 

carcinogénicos32–35. A ingestão de gordura, presente na carne vermelha, leva ao 

desenvolvimento de flora bacteriana capaz de degradar sais biliares em compostos N-

nitrosos potencialmente carcinogénicos34. 

No que concerne a fatores protetores, o consumo de quantidades elevadas de 

fibra, presente nos cereais e fruta, tem revelado uma diminuição do risco de desenvolver 

CRC, maioritariamente por diluir os carcinogéneos fecais, regular a microbiota intestinal, 

diminuir o pH fecal e se ligarem aos ácidos gordos carcinogénicos com formação de 

ácidos gordos de cadeia curta36. O consumo regular de vegetais também tem um efeito 

protetor ao produzir glucosinolato, precursor do isotiocianato, que tem propriedades 

anticancerígenas37. Uma dieta rica em fibras aumenta a produção de ácidos gordos de 

cadeia curta como o butirato produto da fermentação pela microbiota intestinal que 

tem um papel multifuncional nos colonócitos38. O butirato fornece energia às células e 

desempenha um papel na homeostasia celular, atuando como um agente de prevenção 

primária de CRC, mas também pode inibir o crescimento tumoral e apresentar efeito 

sinérgico com agentes quimioterápicos (irinotecano) no tratamento do CRC, enfatizando 

a importância da dieta na carcinogénese e tratamento do CRC39.   

Os micronutrientes também desempenham um papel na prevenção do 

desenvolvimento do CRC, estando o consumo de vitamina C associado a menor 

inflamação e menor desenvolvimento de mutagénicos fecais40. O papel de outras 

vitaminas, tais como a vitamina D, a vitamina B12 e ácido fólico ainda permanece em 

debate41. 

O consumo de álcool, mesmo em quantidades moderadas, bem como tabaco 

estão também ligados ao desenvolvimento de CRC, com uma forte associação entre 

hábitos tabágicos e o carcinoma retal42, por aumento da inflamação43. O tabaco, através 

do seu componente sólido (o alcatrão) e dos seus componentes iónicos (superóxido e o 

hidroxilo), é capaz de induzir aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglês 

reactive oxygen species) e os metabolitos do tabaco, nomeadamente nitrosaminas, 
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atuam em recetores nicotínicos induzindo a ativação de vias de sinalização tais como a 

via das Proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPK, do inglês Mitogen Activated 

Protein Kinases), ciclooxigenase (COX) 2 e metaloproteinases da matriz (MMP)44,45. O 

consumo de álcool em quantidades exageradas perturba o ambiente inflamatório e está 

associado a altos níveis de ROS e de NADPH (do inglês, Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide Phosphate). Por sua vez o consumo de álcool, quando associado a carências 

vitamínicas e a uma dieta pobre em fibra, tem efeito nas vias celulares, especificamente 

na diminuição da apoptose, mas também no estímulo da proliferação celular46–48. 

 

2.2 Fatores genéticos e epigenéticos 

O CRC pode ocorrer como o resultado de uma síndrome de cancro hereditária, 

no entanto estas correspondem apenas a 1 a 5% de todos os CRC49. As formas mais 

comuns são as síndromes que predispõem ao desenvolvimento de adenomas, 

nomeadamente a polipose adenomatosa familiar (PAF) e a síndrome de Lynch50. Outras 

síndromes incluem a polipose associada ao gene MUTYH (do inglês, mutY DNA 

glycosylase)51, a polipose serreada e poliposes hamartomatosas (Peutz-Jeghers, 

polipose juvenil, Cronkite-Canada, entre outras)49,52. 

A PAF está associada a um gene localizado no cromossoma 5q22, denominado 

APC (adenomatous polyposis coli)53. As funções do gene APC incluem a estabilização 

correta dos cromossomas para o início da anafase e a participação na via da beta-

catenina. Em situações normais o gene APC forma um complexo com a beta-catenina e 

promove a sua degradação, impedindo os seus efeitos na transcrição, já em situações 

anómalas do gene APC, nomeadamente mutações, a beta-catenina exerce o seu efeito 

de promoção do crescimento, migração e angiogénese induzindo ao desenvolvimento 

de neoplasias54. Os doentes com PAF têm um risco de quase 100% de desenvolver CRC55. 

A principal apresentação da PAF é sob a forma de uma polipose cólica, com mais 

de 100 pólipos dispersos por todo o cólon (figura 2) com início por volta da puberdade56. 

Uma forma mais severa de PAF tem sido descrita, caracterizada por mais de 2000 pólipos 

e com início em idades mais precoces, bem como uma forma atenuada de PAF, definida 

por menos de 100 pólipos e aparecimento em idades mais avançadas53. De realçar que 

esta síndrome pode exibir formações polipoides noutras localizações, nomeadamente 

no estômago e no duodeno, bem como manifestações extraintestinais, mais 

concretamente sob a forma de fibromatose desmoide57. 
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Figura 2. Peça de colectomia total por polipose adenomatosa familiar (PAF). São evidentes múltiplos 
pólipos dispersos por todo o cólon, alguns de maiores dimensões. 

 

A síndrome de Lynch (SL) corresponde a cerca de 1 a 3 de todos os CRC, sendo 

causada por mutações germinativas em um dos genes responsáveis pela reparação do 

DNA, mais concretamente MLH1 (do inglês, MutL homolog 1), MSH2 (do inglês MutS 

homolog 2), MSH6 (do inglês, MutS homolog 6) ou PMS2 (do inglês, PMS1 homolog 2), 

ou mutações no gene EPCAM (do inglês, epithelial cell adhesion molecule) que induz 

silenciação epigenética do gene MSH2, e revela um padrão autossómico dominante de 

transmissão53. As alterações nestes genes induzem a acumulação de defeitos gerados 

durante a replicação de DNA (do inglês, deoxyribonucleic acid), tais como inserções, 

deleções e incompatibilidades base-base58. Esta via de reparação do DNA está 

conservada de forma filogenética desde as bactérias59, sendo que as principais proteínas 

envolvidas são a MutS e MutL nos animais procariotas; nos animais eucariotas o sistema 

funciona com o homólogo destas proteínas, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS260. Os 

microssatélites, também conhecidos como curtas sequências repetidas são pequenas 

sequências de bases (1 a 6 pares) repetidas, dispersas ao longo de todo o genoma 

humano, constituindo 3% do mesmo, e que devido à sua estrutura repetida são 

propensas a altas taxas de mutação61. A identificação imuno-histoquímica destas 

alterações constitui uma ferramenta valiosa para identificar doentes e famílias com SL, 

visto que o risco de desenvolver CRC ao longo da vida na SL é elevado, podendo atingir 

75%53.  

O algoritmo para a identificação imuno-histoquímica, associada a síndrome de 

Lynch, apresenta-se na figura 3. Há sugestão de mutação germinativa quando se observa 

ausência de expressão para as proteínas MSH2, MSH6 e PMS2. A perda de expressão de 

MLH1, isolada ou em combinação com PMS2, poderá ser mais provavelmente devida a 

mutação BRAF V600E e/ou metilação do promotor de MLH1. Em caso da perda de 
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expressão de MLH1 deverão ser excluídas a mutação BRAF V600E e/ou metilação do 

promotor de MLH1 antes de se considerar o diagnóstico de SL49,53. 

 

 

Figura 3. Algoritmo para a interpretação imuno-histoquímica das proteínas associadas com a síndrome 
de Lynch. Uma perda de MSH2, MSH6 e PMS2 é indicativa de alta probabilidade de mutação 

germinativa, enquanto uma perda de MLH1 implica testar para mutações BRAF V600E e/ou metilação 
do promotor de MLH1. Adaptado de Stjepanovic et al. (2019) Hereditary gastrointestinal cancers: ESMO 
Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Annals of Oncology 30: 1558–1571 

 De forma análoga à PAF, também a SL se pode apresentar sob a forma de 

manifestações extra-intestinais, com outras neoplasias, nomeadamente carcinoma do 

endométrio, ovário e pâncreas62, tumores do sistema nervoso central (síndrome de 

Turcot) e de lesões cutâneas, como adenomas sebáceos (síndrome de Muir-Torre)63. 

 Das restantes síndromes associadas a CRC, a polipose associada ao gene MUTYH 

apresenta-se com um fenótipo sobreponível à PAF atenuada, embora com menor risco 

de manifestações extra-intestinais. A polipose associada ao gene MUTYH tem início na 

segunda e terceira década de vida e com um risco cumulativo de desenvolver CRC que 

pode atingir os 45%64. 

A síndrome da polipose serreada tem vindo a ganhar notoriedade e incidência 

nos últimos anos e apresenta um risco de desenvolver CRC que pode atingir os 30%65. 

Os seus critérios de diagnóstico incluem a deteção de mais de 5 lesões serreadas/pólipos 

proximais ao reto, todos com tamanho superior a 5 mm, e dois com mais de 10 mm; 

e/ou mais de 20 lesões serreadas/pólipos de qualquer tamanho, com mais de 5 em 

localização proximal ao reto53. Uma característica interessante desta síndrome é que o 

número de pólipos necessários para o seu diagnóstico é cumulativo49. 

As restantes síndromes são raras, mas será importante realçar a síndrome de 

carcinoma colorretal familiar X. Estes doentes representam cerca de 40% das famílias 

CRC com tecido 
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Efetuar análise germinativa Imuno-histoquímica 
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que cumprem critérios para SL, mas não apresentam mutações germinativas dos genes 

de reparação de DNA66. 

A epigenética corresponde às alterações na expressão génica induzidas pelo 

ambiente, normalmente resultando de três níveis: metilação de DNA, modificação pós-

translacionais das histonas e remodelação da cromatina67. Existem várias classes de 

modeladores epigenéticos, classificados como “writers”, “readers” e “erasers” de 

acordo com a função que desempenham68.  

O efeito epigenético mais conhecido e estudado é a metilação68,69. Este efeito 

ocorre em regiões do DNA que contêm muitos nucleótidos guaninina e citosina, regiões 

denominadas de ilhas CpG, normalmente não metiladas e localizadas em regiões 

reguladoras de genes68. A metilação das regiões CpG conduz à inativação de genes 

supressores tumorais e a hipometilação induz uma transcrição aumentada de 

oncogenes70,71. No caso específico do CRC um fenótipo metilador das ilhas CpG foi 

reconhecido como um subtipo molecular específico e com pior prognóstico72. Estes 

efeitos epigenéticos têm sido associados à idade, estado metabólico e fatores 

nutricionais, encarando desta forma a obesidade e alterações metabólicas com risco 

aumentado de cancro68. 

Para além do papel na iniciação tumoral, a interação epigenética tem vindo a ser 

descrita como um fator importante na reprogramação das células tumorais. A 

epigenética pode conferir plasticidade às células neoplásicas, por forma a adquirem 

mutações com capacidade adaptativa e que lhes permite sobreviver num ambiente pró-

inflamatório. Esse incremento na sobrevivência e motilidade, possibilita vencer 

barreiras físicas, com aquisição de capacidade de disseminação à distância e de 

resistência à terapêutica73,74. 

  Os fármacos com potencial de causar alterações epigenéticas visam uma 

imunomodelação da célula tumoral. Esta imunomodelação pode induzir morte celular 

imunogénica, e regular epigeneticamente o sistema imune, principalmente à custa da 

ativação de células T CD8+, exaustas e com expressão persistente de PD-1, e supressão 

da atividade das células T reguladoras, e ativação de células NK (do inglês, Natural 

Killer)67. 

Estas vias de abordagem ainda carecem de determinação de concentração 

segura a administrar, sequência de administração e descrição correta de afeitos 

adversos, muitos deles dependentes da concentração utilizada. Para além disso será 

necessária a validação de biomarcadores preditores de eficácia terapêutica, tanto a nível 

tecidular como a nível do DNA tumoral circulante. Alguns painéis de assinatura 

epigenética têm vindo a ser desenvolvidos, tal com o MeTIL, com resultados 

promissores67,75. Pelo exposto, a modulação epigenética tem vindo a surgir como um 

modificador das características imunológicas tumorais, com potencial para sensibilizar 

o tumor a abordagens terapêuticas imunológicas67. 



INTRODUÇÃO 

22 
 

2.3 Infeções e microbiota intestinal 

 Algumas infeções têm vindo a ser apontadas como risco aumentado para o 

desenvolvimento de CRC. A infeção por Shistosoma japonicum, especialmente nos 

países orientais é aquela que está mais descrita e associada ao CRC76. As infeções virais 

podem ter um papel na carcinogénese do CRC: o vírus John Cunningham, vírus de DNA 

linear de cadeia dupla, pode interagir com as vias p53 e do retinoblastoma (Rb), mas 

também com a via β-catenina e interferir com a expressão de c-myc77. O vírus do 

Papiloma Humano (HPV) é um vírus de DNA de dupla cadeia, amplamente associado à 

carcinogénese que também interfere com as vias p53 e Rb, consequentemente com 

desregulação do ciclo celular e indução de imortalidade celular; no entanto os seus 

efeitos patogénicos estão mais associados ao desenvolvimento de carcinoma 

epidermoide do reto/canal anal78. O citomegalovírus (CMV) é um vírus endémico, 

presente em mais de 50% da população humana que pode incitar alterações na 

produção de COX-2 e Bcl2 e concludentemente afetar a carcinogénese do CRC77. No 

entanto, as associações entre infeções virais e o desenvolvimento de CRC não são 

consistentes e por vezes contraditórias, sendo necessário mais estudos neste sentido79. 

 No que diz respeito ao papel da microbiota intestinal, deve ser tido em conta que 

o trato gastrointestinal é colonizado por milhões de microorganismos, que interagem 

com o hospedeiro humano, constituindo o microbioma80. Este bioma possui um 

potencial biológico enorme, interferindo com o equilíbrio e função intestinal. A 

bibliografia suporta esta interação como benéfica, visto que o microbioma auxilia o 

desenvolvimento do sistema imune das mucosas, captura de nutrientes e participa na 

homeostase metabólica, e ainda desempenha funções na defesa contra 

microorganismos patogénicos81,82. Apesar destas funções benéficas, alguns estudos 

associam o número de bactérias com o risco de desenvolvimento de CRC, o que pode 

explicar o maior risco de carcinomas no cólon em comparação com o intestino 

delgado83,84. Estudos realizados recorrendo à utilização de modelos animais deram 

ênfase à incidência pequena de CRC em animais livres de germes e um modelo de 

carcinogénese tem sido proposto no qual um agente patogénico específico está 

associado com um determinado estádio de CRC85. Entre as várias espécies de bactérias 

identificadas como potenciais promotoras de CRC, as mais referidas são Streptococcus 

bovis, Helycobacter pylori, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia and Fusobactetrium 

ssp.77. A interação entre a microbiota e os carbohidratos provenientes da dieta, 

nomeadamente na dieta ocidental rica em gordura, está associada a remodelação da 

microbiota e disfunção metabólica, com consequente indução de vias inflamatórias 

potentes e aumento da quantidade de fenóis e aminas com compostos nitrosos, levando 

ao desenvolvimento de CRC86.  

 As múltiplas funções da microbiota e o seu papel no desenvolvimento de CRC 

fazem do microbioma um alvo interessante para prevenção e tratamento de doença, no 

entanto apenas foram conseguidas, de forma consistente, modificações curtas da 
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microbiota, sendo que alterações a longo prazo parecem difíceis de obter, muito por 

causa dos hábitos dietéticos de longa duração87–89. Há, ainda, dificuldade em definir a 

constituição de uma microbiota humana saudável, devido à interação de múltiplos 

componentes na sua constituição tais como dieta, exercício físico, genética e 

ambiente86, e deverá existir cautela nas modificações da microbiota por forma a não 

induzir disbiose de acordo com o princípio Anna Karenina90. Estas questões deram 

origem ao Projeto do Microbioma Integrado (Integrated Microbiome Project) que visa 

caracterizar o microbioma em situações saudáveis e patológicas91, que a médio prazo 

deverá constituir detalhes mais aprofundados e individualizados sobre este tema. 

 

2.4 Imunossupressão 

 

A imunossupressão tem vindo a ser associada a um risco aumentado de 

desenvolver CRC, devido a uma modulação negativa do sistema imune, e 

consequentemente incapacidade de destruição das células tumorais. Este efeito pode 

ser observado em doentes com imunodeficiência primária92,93, infetados com o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV)94 e com supressão imune por transplantação de órgãos 

sólidos95,96.  

 

2.5 Radiação 

 A radioterapia está também associada ao aumento da incidência de CRC, 

especialmente carcinoma do reto e em doentes com histórico de tratamento prévio por 

carcinoma da próstata ou do colo uterino. Este efeito parece ser dose-dependente e 

normalmente o tumor desenvolve-se nas áreas irradiadas, com aumento da incidência 

com o tempo após exposição à radiação97,98. 

2.6 Intervenções cirúrgicas 

 Alguns procedimentos cirúrgicos acarretam risco acrescido de CRC. A 

ureterosigmoidostomia é uma opção cirúrgica para o tratamento de diversas condições 

indutoras de alterações do fluxo urinário, tal como cancro vesical, que está associada a 

desenvolvimento de CRC. Este risco, cerca de 10%, está associado à conversão de 

nitritos, presentes na urina, em nitratos pelo microbioma intestinal, no entanto 

normalmente só se manifesta após um longo período após o procedimento (25 

anos)99,100. 

 A recorrência anastomótica de CRC é um evento bem conhecido e descrito, que 

pode resultar de células tumorais esfoliadas, se o tumor é seccionado/perfurado 

durante a cirurgia), da invasão linfovascular, da presença margens cirúrgicas positivas, 

da presença de colonócitos transformados ou mesmo por etiologia infeciosa101,102. 

Opiniões ainda são divergentes no sentido em que este tumor será uma recorrência 

local, doença metastática ou um segundo tumor primário, sendo que a distinção entre 
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estas entidades é normalmente baseada no período de tempo decorrente entre as 

lesões101,103.  

2.7 Status hormonal 

 Alguns autores afirmam que as hormonas sexuais desempenham um papel no 

desenvolvimento de CRC, suportado por efeito protetor de estrogénios em algumas 

coortes. No entanto, a associação é ainda controversa, e outros estudos apontam para 

o papel dos estrogénios como inibidores do crescimento de CRC após a fase de 

desenvolvimento inicial, o que poderá ser promissor e conduzir a terapêutica hormonal 

de forma análoga ao que acontece nos carcinomas da mama104,105. Doentes acometidos 

por acromegália apresentam um risco acrescido de CRC, que pode ser explicado por 

níveis aumentados de hormona de crescimento e de IGF-I com indução da proliferação 

celular106. 

 

2.8 Doença inflamatória intestinal 

 

 A doença inflamatória apresenta uma grande complexidade do ponto de vista 

etiopatogénico107 e será apenas abordada de forma sucinta, visto não ser o âmbito desta 

dissertação. A doença inflamatória intestinal crónica contempla dois grandes subgrupos, 

a doença de Crohn e a colite ulcerosa, patologias predominantemente de adultos, com 

uma incidência de cerca de 20/100,000108. A sua patogénese é complexa, sendo mais ou 

menos consensual que resultam de mecanismos de lesão imunomediados e 

relacionados com a microbiota e influência genética multifatorial109. Pelo seu contexto 

inflamatório crónico, ambas revelam um aumento do risco para desenvolver CRC, 

sendo, contudo, superior na colite ulcerosa110,111. Doentes com doença de longa duração 

são os que exibem maior risco, sendo que geralmente o CRC associado à doença 

inflamatória intestinal se desenvolve em idade inferior ao CRC convencional112. 

 

3. Prevenção e rastreio de carcinoma colorretal 

Apesar da elevada incidência e mortalidade do CRC, o rastreio tem demonstrado 

ser uma ferramenta eficaz para salvar doentes através da identificação de lesões 

precursoras, providenciando uma oportunidade para modalidades terapêuticas 

endoscópicas, evitando a abordagem cirúrgica. Esta abordagem iniciou-se no início do 

século XX, maioritariamente por Dukes, através do conceito de que o CRC estava 

associado com lesões adenomatosas, conceito mais tarde confirmado mais tarde por 

Morson e Vogelstein, com a teoria da sequência pólipo-carcinoma e suas respetivas 

mutações somáticas na década de 80113. 

Atualmente o programa de rastreio do CRC está bem instituído na população, 

mas o uso de instrumentos data de 1895 com a sigmoidoscopia rígida, procedimento 

deveras desagradável na época. No entanto, o primeiro rastreio eficaz de CRC com 
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remoção de pólipo foi descrito em 1948 na Universidade do Minesota. Outros métodos 

surgiram posteriormente, tal como deteção de sangue oculto nas fezes e a colonoscopia 

– permitindo a visualização e remoção de pólipos, posteriormente validados em grupos 

bem definidos113,114. Os métodos de rastreio são dirigidos para a deteção de lesões 

precoces de CRC, elegíveis para intervenção curativa com elevada relação custo-

benefício, e usam métodos endoscópicos e baseados em deteção fecal115. O objetivo 

major do rastreio é a descoberta do CRC em estádios iniciais, diminuindo a carga tumoral 

da população, e pode ser extremamente eficaz, se os serviços possuírem a qualidade 

desejável116. Esta qualidade está diretamente relacionada com a classificação correta 

das lesões percursoras, manipulação dos espécimes endoscópicos e definição de 

invasão, entre outros, o que motivou a publicação de guidelines para garantir a 

qualidade desejável117. 

As guidelines estabelecidas para rastreio de CRC são diferentes em países com 

população de risco intermédio e de alto risco. No que diz respeito à população de risco 

intermédio, o rastreio de CRC apresenta algumas variações nos limites de idade, ou seja 

início e fim de rastreio, principalmente devido a diferentes medianas de 

desenvolvimento de CRC nos vários países, mas de forma global tem início aos 45 anos 

e termina aos 75/80 anos. Em alguns países não há limite superior de idade116,118. A 

colonoscopia é o gold standard do rastreio de CRC e deverá ser efetuada a cada 10 anos, 

se nenhuma lesão percursora for identificada, ou 3 a 5 anos após uma polipectomia. No 

entanto o caráter invasivo e agressivo deste exame é desencorajador e diminui a adesão 

ao rastreio, considerando-se como alternativa a realização de sigmoidoscopia flexível 

(FS) a cada 5 anos, seguida de colonoscopia total, no caso do resultado com a 

sigmoidoscopia flexível ser positivo, é uma opção válida116,119. A pesquisa de sangue 

oculto nas fezes, de forma anual ou bianual, constitui outra opção para identificar 

doentes em risco para desenvolver CRC e pode representar a primeira linha de 

abordagem em países com baixo poder económico120–122.  

Testes não invasivos, tal como a colonografia por tomografia computorizada (CT) 

a cada 5 anos, podem ser realizados em doentes que recusem outros métodos, e pode 

ser igualmente eficaz à colonoscopia convencional na deteção de adenomas avançados, 

mas perde sensibilidade e especificidade em lesões de pequenas dimensões, é 

dependente do operador e não permite remoção/biópsia de lesão se presente123,124. 

Nos últimos anos testes imuno-histoquímicos e baseados em DNA no material 

fecal têm emergido como opções para deteção e rastreio de CRC, aumentando a 

expetativa das possibilidades não invasivas para além de serem apelativos num contexto 

de custo-benefício125; embora não possuam o efeito preventivo dos exames 

convencionais pois normalmente detetam CRC em fases avançadas da doença, podem 

ter aplicação na monitorização da displasia associada à doença inflamatória intestinal e 

no período entre colonoscopias126–128. A colonoscopia por videocápsula e enemas de 
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bário com duplo contraste são outras possibilidades para o rastreio de CRC, no entanto 

a sua eficácia não está bem descrita118. 

No que diz respeito à prevenção de CRC, os métodos supradescritos são descritos 

como prevenção secundária, pois apenas são efetuados após exposição a fatores de 

risco para CRC e exigem uma grande variedade de recursos nomeadamente 

gastroenterologistas, biólogos, patologistas, imagiologistas, entre outros, e em doentes 

com pequena incidência de CRC, o rastreio poderia ser mais incidente em doentes com 

elevado risco de desenvolver, aumentando assim a sua eficiência13. É neste contexto 

que surge a chamada prevenção primária, com enfâse na redução dos fatores de risco 

de CRC e consequentemente evitar o seu desenvolvimento. A modificação dos hábitos 

alimentares e promoção de um estilo de vida saudável, com consumo moderado de 

álcool, cessação tabágica e prática regular de exercício físico são exemplos desta 

prevenção e devem ser implementados129. 

 Recentemente emergiu um novo conceito de prevenção do CRC. Vários estudos 

demonstraram que o consumo de anti-inflamatórios não esteroides (AINEs), 

nomeadamente aspirina, reduz o risco de desenvolver CRC, originando a denominada 

“quimioprevenção”13,130. Este contexto é muito apelativo, visto que a aspirina é um anti-

inflamatório de baixo custo e poderia ser rapidamente introduzido em países com baixo 

poder económico. No entanto, os efeitos secundários da toma prolongada de aspirina, 

nomeadamente renais, cardiovasculares e gastrointestinais, apresentam-se como a 

principal desvantagem desta estratégia131. Apesar desses efeitos indesejáveis o uso de 

aspirina é recomendado para prevenção primária de CRC em doentes com risco 

intermédio pela “United States Multi Society Task Force on Colorectal Cancer”132. Outros 

fármacos, tal como o celecoxib, têm surgido como potenciais redutores do risco de 

desenvolver pólipos em doentes com PAF133 e o uso de estatinas têm demonstrado 

resultados contraditórios13. 

 

4. Diagnóstico e estadiamento 

 Atualmente o diagnóstico de CRC é efetuado no contexto de um exame clínico 

por sintomas tais como alterações nos hábitos intestinais, dor abdominal, perda de peso 

e anemia134. A apresentação clínica é altamente dependente da localização do tumor e 

respetivo estádio, mas normalmente, no decorrer da investigação clínica, colonoscopia 

é efetuada e providencia identificação e morfologia da lesão (figura 4), bem como 

amostragem para estudo anátomo-patológico, sendo igualmente importante para 

deteção de lesões síncronas134. 
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Figura 4. Pólipo pediculado do cólon ascendente (lado esquerdo) – o estudo histológico revelou um 
adenoma tubular com displasia de baixo grau – imagem endoscópica cedida gentilmente por Dr.ª Ana 

Oliveira; do lado direito é evidente uma lesão com maior complexidade, com padrão vascular aberrante 
e hemorragia, com área central escavada – o estudo histológico correspondia a um adenocarcinoma 

invasor, num doente com síndrome de Lynch – imagem endoscópica cedida amavelmente por Dr. Pedro 
Amaro e Dr.ª Elisa Gravito Soares. 

 

A determinação sérica do antigénio carcinoembrionário (CEA), atualmente designado 

como CEACAM5, é efetuada por rotina em doentes assintomáticos como um marcador para a 

deteção de CRC, no entanto não possui a especificidade e sensibilidade desejadas, visto que é 

produzido por quase todos os adenocarcinomas, independente do local de origem, bem como 

por alguns carcinomas epidermoides135. Apesar disto os níveis séricos de CEA podem ter valor 

prognóstico pré-operatório quando superior a 5ng/dl, e serem úteis para follow-up em doentes 

com doença metastática136. 

O diagnóstico de CRC implica um completo estadiamento da doença. A avaliação 

clínica deverá contemplar a presença ou ausência de ascite, organomegálias e tumores 

síncronos. Alterações na enzimologia hepática poderão indicar lesões secundárias, mas 

não são sensíveis como preditores de metástases. O estudo imagiológico é mandatório, 

com recurso a ecografia, CT toraco-abdomino-pélvica, ressonância magnética e 

tomografia de emissão de positrões (PET, do inglês positron emission tomography) e 

permitirá a avaliação de doença secundária, maioritariamente metástases pulmonares 

e hepáticas134,137–139. Este estudo permitirá a distinção entre um CRC inicial e localizado 

e um CRC avançado, abordados em detalhe mais à frente nesta dissertação, e culmina 

com um estadiamento da doença de acordo com o preconizado pela “American Joint 

Cancer Committee / Union for International Cancer Control tumor-node-metastases 

(TNM) classification”, 8ª edição, de acordo com a figura 5.  
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Figura 5. Classificação TNM e respetivo Estádio AJCC para os adenocarcinomas do cólon e reto – The 
2019 WHO classification of the tumours of the digestive system. 

 

5. Lesões percursoras e lesões invasoras 

 

5.1 Poliposes e Síndromes de Cancro Hereditários 

A história familiar de CRC é um fator de risco acrescido e bem conhecido para o 

desenvolvimento de CRC140 e quando presente, especialmente, em familiares de 

primeiro grau, deverá funcionar como um fator motivacional e de adesão para o rastreio 

de CRC140. As principais síndromes associadas ao desenvolvimento de CRC já foram 

abordadas previamente. As lesões a identificar serão similares às encontradas em 

situações esporádicas: adenomas planos ou polipoides; na SL a colonoscopia está 

preconizada aos 25 anos para doentes com mutações MLH1 e MSH2 e aos 35 anos para 

doentes com mutação MSH6 e PMS2, de forma anual, ou identificar o membro mais 

jovem da família com CRC de forma a iniciar o rastreio 5 anos mais cedo; no caso da PAF, 

colonoscopia está recomendada de forma bianual, com início aos 12 anos, até à idade 

da colectomia profilática, ou seja 18 ou 20 anos53. 

 

5.2 CRC precoce 

 O CRC precoce corresponde a uma doença locorregional. Em lesões confinadas à 

mucosa e submucosa (Tis e T1), figura 6 e 7, a remoção endoscópica deverá ser efetuada, 

se possível, possibilitando uma abordagem conservadora da lesão. 
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Figura 6. Lesão polipoide de superfície escavada e focalmente com vasos anómalos de aspeto 
endoscópico suspeito (lado esquerdo). Lesão plana e ligeiramente granular, com extensão lateral, de 
superfície ligeiramente irregular, embora não muito suspeita (lado direita). O estudo histológico de 
ambas as lesões polipoides revelou adenocarcinoma precoce invasor (T1). Imagens endoscópicas 

cedidas cordialmente pelo Dr. Pedro Amaro. 

 

 

Figura 9. Mucosectomia cólica após fixação (lado esquerdo); as margens cirúrgicas são devidamente 
identificadas com tinta-da-china (ao meio); posteriormente são efetuados cortes com cerca de 3 mm de 
espessura com inclusão total para observação microscópica – em secção o tecido é branco e firme, com 

extensão em profundidade e suspeito para carcinoma invasor (lado direito). O estudo histológico 
posterior revelou um adenocarcinoma invasor da submucosa (T1). 

 O estudo patológico é fundamental nestas circunstâncias pois permitirá avaliar a 

ressecção completa da lesão, ao nível da margem circunferencial e da margem 

profunda, e a aferição de fatores de pior prognóstico, identificando doentes que 

necessitam de posterior ressecção cirúrgica141. 

A distância às margens cirúrgicas é extremamente importante pois permite 

avaliar se ocorreu ressecção completa da lesão. Esta avaliação tem início no estudo 

macroscópico, com pintura da superfície de ressecção e cortes corretos. No caso de 

lesões removidas de forma fragmentada a margem não pode ser avaliada de forma 

fidedigna141. No entanto mesmo em lesões completamente removidas há lesões que 

exibem metástases ganglionares linfáticas. Vários estudos abordaram estas ocorrências, 
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identificando características predisponentes. No estudo anatomo-patológico destas 

lesões, a primeira abordagem é aferir o grau de displasia e avaliar se há invasão da 

submucosa, sendo este último critério o que define o carcinoma invasor. Compromisso 

da lâmina própria pode ser exuberante em algumas lesões, mas sem infiltração para lá 

da muscular da mucosa não é classificado como adenocarcinoma invasor49. Em alguns 

casos a infiltração da submucosa pode ser focal, com necessidade de utilização de 

técnicas complementares, conforme exemplificado na figura 8. 

 

 

Figura 8. Adenoma com displasia de alto grau e extenso compromisso da lâmina propria e denso 
infiltrado inflamatório, mas sem invasão da muscularis mucosa (linha ponteada) (esquerda); 

imunomarcação para actina do músculo liso demonstrando invasão focal da muscularis mucosa por um 
adenocarcinoma – pT1 (direita). 

Assim que o diagnóstico de adenocarcinoma invasor está estabelecido existem 

diversos parâmetros que precisam de serem avaliados. O grau de diferenciação tumoral 

representa um fator de risco independente para envolvimento ganglionar. A atual 

classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica o CRC em baixo e alto 

grau49, baseando-se na percentagem de formação de glândulas, sendo que os tumores 

cujos elementos glandulares constituam menos de 50% do seu volume são classificados 

com alto grau. 

A invasão linfovascular, como é possível observar na figura 9, é um fator de risco 

bem conhecido e com associação à presença de metástases linfáticas142. Esta pode 

ocorrer em veias ou linfáticos, não sendo necessariamente importante essa distinção 

quando ocorre em vasos de pequenas dimensões, sem túnica elástica ou muscular 

evidente141. A invasão de grandes vasos é definida por tumor em espaços vasculares 

com lâmina elástica ou túnica muscular envolvente141 e deverá ser registada 

separadamente da invasão de pequenos vasos. 
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Figura 9.  Embolização linfovascular de pequeno vaso observam-se células neoplásicas num 

espaço oticamente vazio, revestido por endotélio (esquerda); embolização vascular de um vaso de 

calibre considerável com fibras musculares à periferia (direita). 

A invasão neural, que se observa na figura 10, é igualmente um fator de pior 

prognóstico em CRC iniciais e avançados, estando associada a pior sobrevivência global 

e não necessariamente a invasão linfovascular143,144. O processo de invasão perineural 

representa uma possível via metastática para disseminação tumoral e deverá ser 

considerada uma característica de alto grau de malignidade, com impacto na 

sobrevivência sobreponível à profundidade de invasão, invasão linfovascular e grau de 

diferenciação145. 

 

Figura 10. Representação de invasão perineural. Observa-se uma distribuição concêntrica das 
glândulas tumorais em torno de um filete nervoso, com contacto com a parede do mesmo. 

A profundidade de invasão da submucosa foi igualmente descrita como um fator 

com influência na invasão ganglionar. Vários autores descreveram este fenómeno, 

sendo os estudos mais bem-sucedidos os de Kikuchi146 e Haggit147. Kikuchi propôs uma 

classificação para lesões sésseis, em que sm1 representava uma invasão do terço 

superior da submucosa, sm2 uma invasão do terço médio e sm3 uma invasão do terço 

inferior, com risco acrescido de metástases ganglionares quanto maior a profundidade 

de invasão146. Já a classificação de Haggit aplica-se às lesões pediculadas, sendo definido 

um nível 1 para invasão da cabeça do pólipo, nível 2 para invasão do porção superior do 

pedículo do pólipo, nível 3 para invasão do eixo do pedículo do pólipo e nível 4 a 



INTRODUÇÃO 

32 
 

representar uma infiltração da submucosa abaixo do pedículo, com aumento 

progressivo do risco de invasão ganglionar147. 

Estas classificações são reprodutíveis, e por norma, fáceis de aplicar, contudo 

normalmente a muscular própria não está presente para se dividir de forma eficaz a 

submucosa. Nessas situações é recomendada a medição absoluta da invasão do tumor 

– ora desde a muscular da mucosa (se intacta), ora desde a superfície do pólipo (se a 

muscular da mucosa está obliterada) até à zona de maior invasão da submucosa. Em 

casos de invasão da submucosa superior a 1 mm, está associado um aumento do risco 

de metastização ganglionar148. 

Nos últimos anos têm vindo a ganhar relevância o conceito de tumor budding, 

que corresponde a células tumorais isoladas ou agregados com menos de cinco células 

tumorais, localizadas na frente invasora117,149,150. Esta característica tumoral reflete um 

comportamento biológico distinto, não devendo ser confundida com crescimento 

expansivo ou infiltrativo, e representa uma interação valiosa do tumor com o 

microambiente151. Os buds tumorais estão associados à transição epitélio-mesênquima, 

o que resulta numa capacidade de migração, invasão e resistência à apoptose superior 

às restantes células tumorais 152,153 e consequentemente maior risco de metástases 

ganglionares linfáticas154. O valor do tumor budding na decisão clínica de doentes com 

CRC precoce está bem instituído, com o desenvolvimento de consenso específico e está 

integrado no relatório diário do patologista155. 

Paralelamente com a introdução de tumor budding, ocorreu o estudo de clusters 

pouco diferenciados (poorly differentiated clusters – PDC). Os PDC correspondem a 

agrupamentos com mais de cinco células tumorais, que exibem perda da diferenciação 

glandular, localizados na frente invasora do tumor, por vezes associados a tumor 

budding, tal como demonstrado na figura 11156. Do ponto de vista biológico e molecular 

os PDC partilham características com tumor budding, registando-se perda da expressão 

de E-caderina e expressão nuclear da proteína beta-catenina, traduzindo transição 

epitélio-mêsênquima157, estando por isso associados a risco aumentado de invasão 

linfovascular e perineural, metástases ganglionares linfáticas e, consequentemente, pior 

prognóstico158. Um sistema de graduação em três categorias tem sido proposto – Grau 

1 (menos de cinco PDC; Grau 2 – cinco a nove PDC; Grau 3 – mais de dez PDC)158,159, no 

entanto, ainda não está integrado na prática clínica. 
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Figura 11. Representação histológica de tumor budding (setas pretas) e clusters pouco 
diferenciados (ponta de seta azul) localizados na frente invasora de um adenocarcinoma colorretal. 

5.3 CRC avançado 

Um CRC avançado corresponde a uma neoplasia que já venceu as barreiras 

iniciais do organismo e apresenta doença metastática, ora sob a forma de metástases 

ganglionares linfáticas, exemplificada na figura 12, ora sob a forma de metástases 

distantes peritoneais, hepáticas, pulmonares, entre outras localizações. Este evento é 

relativamente frequente no CRC. Cerca de 25% dos doentes apresentam-se com 

metástases aquando do diagnóstico e cerca de 50-60% dos doentes desenvolverão 

metástases, contribuindo para a elevada mortalidade desta doença160,161.  

 

Figura 12. Metástase ganglionar linfática de carcinoma colorretal. 

Nesta circunstância os doentes já não deverão submetidos apenas a técnicas 

cirúrgicas, mas também necessitarão de tratamento adjuvante e/ou neoadjuvante160, 

por forma a limitar a progressão da doença e melhor a sobrevivência, especialmente na 

dosagem e tempo adequados162,163, decididos em reunião de decisão terapêutica 

multidisciplinar164. Os agentes quimioterápicos mais utilizados são a fluoropirimidina, o 

5-fluoracilo, o irinotecano, a capecitabina e a leucovirina, isolados ou em combinação. 

A combinação FOLFOX inclui o 5-fluoracilo, leucovirina e oxaliplatina, a combinação 

FOLFIRI inclui o 5-fluoracilo, a leucovirina e o irinitoceno160. No entanto a sua eficácia 

nem sempre é a ideal e exibem efeitos tóxicos por vezes importantes tais como 

esteatose hepática e síndrome de obstrução sinusoidal, que aumentam os riscos de 
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ressecção hepática165,166. Nesse sentido, biomarcadores que possam selecionar uma 

terapêutica específica serão extremamente valiosos. 

A avaliação histológica de rotina apresenta igualmente valor prognóstico na 

avaliação do CRC avançado. A classificação TNM tem um valor prognóstico, com piores 

sobrevivências em doentes em estádios mais avançados de doença49, mas para doentes 

no mesmo estádio tumoral outros fatores revelam influência na progressão tumoral. 

Dos subtipos histológicos referidos na classificação de 2019 da OMS49, existem subtipos 

com significado prognóstico distinto167: O carcinoma de células pouco coesas em anel 

de sinete, como representado na figura 13A, tem sido aquele que apresenta o pior 

prognóstico168, com resultados algo divergentes no que diz respeito ao adenocarcinoma 

mucinoso169, figura 13B. O adenocarcinoma serreado tem sido descrito como uma 

variante com pior prognóstico, figura 13C, mesmo em fases iniciais, quando comparado 

com o adenocarcinoma convencional170. Outros subtipos incluem o carcinoma medular, 

que pela sua associação com infiltrado inflamatório denso e rico em linfócitos tem sido 

descrito como provável respondedor a terapias imunes171, no entanto em algumas 

coortes apresenta maior agressividade que o adenocarcinoma convencional172; o 

adenocarcinoma micropapilar, associado a alto risco de invasão linfovascular173, e o 

carcinoma sarcomatoide e indiferenciado167,174, figura 13D. 

 

Figura 13. Variantes histológicas do carcinoma colorretal: A – carcinoma de células pouco coesas em 
anel de sinete; B – adenocarcinoma mucinoso; C – adenocarcinoma serreado; D- carcinoma 

indiferenciado. 

 

O grau de diferenciação, invasão linfovascular e perineural está igualmente 

associado a sobrevivência global, com piores resultados em doentes que apresentem 

pior diferenciação e invasão linfovascular e perineural49. No que diz respeito à doença 

metastática ganglionar, esta apresenta associação com pior sobrevivência em estados 

mais avançados175, e há estudos que apontam como fator de prognóstico a razão entre 
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o número de gânglios linfáticos metastizados e o número de gânglios linfáticos isolados, 

e não apenas a contagem absoluta do número de gânglios com doença 

metastática176,177. 

Um achado interessante e associado com melhor prognóstico é a presença de 

linfócitos intratumorais e reação inflamatória Crohn-like49. Esta associação entre maior 

densidade inflamatória intratumoral e melhor sobrevivência foi descrita de forma 

consistente pela primeira vez em 1986 por JR Jass178. Nos últimos anos, diversos estudos 

corroboraram esta associação favorável, com base na avaliação do infiltrado 

inflamatório179–181, por vezes com recurso a software de análise complexo182. Várias 

populações inflamatórias têm vindo a ser associadas a melhor prognóstico no CRC, 

nomeadamente os eosinófilos183,184, os macrófagos de tipo M1185–187, as células T 

citotóxicas, em particular as células com expressão de Foxp3188,189, e as células 

dendríticas190.  

O tema de inflamação e CRC, com consequente melhor prognóstico em situação 

de inflamação mais intensa, foi abordado por Klintrup et al191, que concluíram que 

praticamente todas as subpopulações imunes contribuem para um melhor prognóstico 

do CRC, e que a dicotomização do infiltrado inflamatório em baixo e alto grau, 

denominado por score de Klintrup-Mäkinen, tem reprodutibilidade e valor prognóstico.  

Todos estes achados estão na base da imunoterapia, conceito que tem vindo a 

ganhar espaço e notoriedade no tratamento do CRC, em particular com a terapêutica 

baseada em células dendríticas192,193 bem como terapias com inibidores de checkpoints 

imunes194. A densidade do infiltrado inflamatório assume importância acrescida 

permitindo a classificação dos tumores em “quentes”, com denso infiltrado 

inflamatório, e “frios”, com infiltrado inflamatório ligeiro, com previsão de resposta à 

terapêutica195. Este conceito é de tal forma importante, que a conversão de tumores 

“frios” em “quentes” tem sido descrita como uma ferramenta adicional para o 

tratamento de várias neoplasias sólidas, incluindo o CRC, de acordo com a figura 14196. 
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Figura 14. Transformação de um tumor “frio” em um tumor “quente”. A ausência de células T no seio 
tumoral pode ser devido à ausência de antigénios tumorais, défice de APC – antigen presenting cells, 

ausência de ativação de células T ou limitação à migração das células T para o seio do tumor. O 
conhecimento do mecanismo pelo qual a atividade antitumoral não se encontra funcional é crucial para 
adaptar terapias e transformar estas neoplasias em tumores “quentes” – adaptado de Bonaventura P et 

al. (2019) Cold Tumors: A Therapeutic Challenge for Immunotherapy. Front Immunol. 10: 168. 

 

No entanto, apesar de todos os indicadores de prognóstico conferidos pela 

avaliação histológica, esta não providencia alvos biológicos para terapêutica dirigida. 

Nesse sentido vários biomarcadores moleculares devem ser caracterizados por forma a 

tratar efetivamente o CRC. 

A ativação aberrante da via de sinalização do EGFR (do inglês Epidermal Growth 

Factor Receptor) é um mecanismo bastante comum na carcinogénese do CRC e as 

mutações dos genes KRAS (do inglês, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), NRAS 

(do inglês, neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog) e BRAF estão descritas 

em mais de 50% dos casos197. Anticorpos monoclonais como o cetuximab ou panitumab 

ligam-se ao domínio extracelular do EGFR, bloqueando ligandos endógenos e 

consequentemente a via de sinalização. No entanto, em doentes com mutações do gene 

RAS observa-se uma ativação constitucional da via de sinalização MAPK, observável na 

figura 15, o que induz uma resistência aos anticorpos referidos198. Assim, doentes com 

CRC avançado deverão ser testados para mutações do gene RAS de forma sistemática, 

com incidência nos codões 12 e 13 do exão 2, nos codões 59 e 61 do exão 3, e nos codões 

117 e 146 do exão 4197. Pelo exposto, o tratamento com anticorpos anti-EGFR deverá 

ser reservado para CRC RAS wild-type, não apenas para KRAS wild-type, seja na forma 

isolada ou em combinação com quimioterapia; o tratamento com anticorpos anti-EGFR 

pode até ser prejudicial em doentes com mutações RAS160,199. 

O gene BRAF é igualmente importante na via MAPK e representa uma mutação 

frequente num conjunto substancial de doentes com CRC, entre 8 e 12%, especialmente 

a sua mutação V600E que contempla a substituição de valina por glutamato na posição 

600198. Os doentes com CRC e mutação BRAF V600E exibem um perfil clínico e 
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patológico distinto, visto que incluem doentes em idades mais avançadas e associação 

com género feminino, localização no cólon direito e maior risco de metástases linfáticas 

e peritoneais200–203. Os doentes com mutação BRAF V600E apresentam muito mau 

prognóstico204. 

 

Figura 15. Via MAPK – a ativação do EGFR leva a um conjunto de efeitos em cascada, com ativação 
RAS/Raf-1/MEK/ERK e consequente transcrição genética com estímulo da proliferação, invasão tecidular 

e angiogénese. Mutações RAS levam a uma ativação constitucional desta via, sem necessidade do 
estímulo do EGFR, ou seja, não beneficiando da terapia com anti-EGFR – adaptado de Mucia O et al. 

(2016) Serrated colorectal cancer: Molecular classification, prognosis, and response to chemotherapy. 
World J Gastroenterol 22(13): 3516–3530. 

 

A mutação BRAF V600E deverá ser detetada por métodos de sequenciação, no 

entanto, uma marcação imuno-histoquímica tal como representado na figura 16, poderá 

ser efetuada como forma de rastreio mutacional com elevada sensibilidade e 

especificidade205. 

 

Figura 16. Marcação imuno-histoquímica para BRAF V600E, com expressão citoplasmática forte e difusa. 

Atendendo ao pobre prognóstico de doentes com CRC e mutação BRAF V600E, 

várias terapêuticas personalizadas têm sido alvo de desenvolvimento. Uma abordagem 

promissora envolveu a aplicação de dois inibidores BRAF utilizados com sucesso no 
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melanoma, vemurafenib e dabrafenib; no entanto no CRC não se observa a mesma 

eficácia terapêutica, muito devido a marcadas diferenças biológicas, já que as células de 

melanoma não são epiteliais e não expressam EGFR. A reativação da sinalização EGFR 

tem sido apontada como responsável pela fraca resposta terapêutica200,206. Terapêutica 

combinada com quimioterapia tripla, bevacizumab e vemurafenib poderá demonstrar 

eficácia aumentada em doentes com mutação BRAF V600E200,207. 

Nos últimos anos e com uma maior utilização de ferramentas de sequenciação, 

têm sido identificados doentes com mutações BRAF fora do codão 600, denominadas 

de mutações não V600E. Estes doentes apresentam melhor prognóstico e resposta à 

terapêutica, com maior sobrevivência quando comparados com doentes BRAF wild-

type208,209. 

A instabilidade de microssatélites (MSI) tem adquirido nos últimos anos um papel 

no que diz respeito a decisão terapêutica, para além do seu valor na identificação de 

situações hereditárias de CRC. A presença de MSI está associada a melhor prognóstico 

no CRC210,211. Estes tumores são muito imunogénicos e como tal respondem a terapias 

que estimulam o sistema imune, mas também porque como apresentam um sistema de 

reparação de erros de DNA com defeitos, implica que as células tumorais são destruídas 

de forma mais eficaz pela quimioterapia212,213. 

Nos casos de sobreposição entre CRC com mutação BRAF V600E e MSI 

esporádica, os resultados são ainda contraditórios no que dizem respeito à 

sobrevivência geral200, no entanto a elevada resposta imune induzida por estes tumores 

abre possibilidades de terapia com inibidores dos checkpoints imunitários214. 

De acordo com as últimas guidelines estabelecidas160 todos os doentes com CRC 

deveriam ser testados para MSI por métodos de imuno-histoquímica, embora por 

razões economicistas se recomende o teste em todos os doentes com idade inferior a 

70 anos, ou idade superior a 70 anos e que cumpram os critérios de Bethesda. Esta 

avaliação deverá ser efetuada independente do estádio do tumor160. A avaliação da 

marcação é efetuada de acordo com os critérios estabelecidos e já descritos 

previamente para a SL. 

Atendo que as mutações RAS são relativamente frequentes em CRC e que estes 

doentes não beneficiam de tratamento com anti-EGFR215, outros biomarcadores têm 

surgido, especialmente em contexto de mutações RAS, passíveis de determinação por 

imuno-histoquímica. A amplificação do gene HER-2, associada a sobre-expressão, induz 

a sua ativação através da dimerização com os outros parceiros da mesma família, EGFR, 

HER-3 e HER-4216. No CRC a amplificação de HER-2 é algo variável, mas representa uma 

quantidade importante de doentes numa percentagem de cerca pode ir até 11%217. A 

avaliação da sobre-expressão de HER-2 no CRC é efetuada de forma análoga à avaliação 

no carcinoma gástrico: score 0 para ausência de marcação; score 1+ quando a marcação 

é ténue e quase impercetível em mais de 10% das células tumorais; score 2+ quando a 
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marcação é basolateral/lateral/circunferencial, de intensidade fraca a moderada em 

mais de 10% das células tumorais; e score 3+ quando a marcação é 

basolateral/lateral/circunferencial, de intensidade forte, em mais de 10% das células 

tumorais, com confirmação por hibridização in situ para os scores 2+ e 3+216,218. A sobre-

expressão de HER-2 em doentes com CRC abre uma janela terapêutica muito útil, 

especialmente em doentes metastáticos, com transtuzumab, isolado ou em combinação 

com outros agentes219,220. 

A determinação imuno-histoquímica da sobre-expressão do EGFR, tal como 

exemplificado na figura 17, tem também vindo a ser descrita na literatura em doentes 

com expressão de RAS wild type, visto que nem todos os doentes respondem da mesma 

forma à terapia com anti-EGFR221. A categorização da marcação é efetuada em ausente, 

ou seja score 0, e membranar em mais de 10% das células neoplásicas; se fraca, score 

1+, se moderada, score 2+, e se forte score 3+222. No entanto há casos sem sobre-

expressão de EFGR que respondem aos anti-EGFR, pelo que a ausência de marcação 

poderá limitar o acesso à terapêutica a um subgrupo de doentes com CRC222. 

 

Figura 17. Marcação imuno-histoquímica para EGFR, com marcação membranar forte em mais de 10% 
das células neoplásicas – score 3+. 

 

Novos biomarcadores de prognóstico e terapêutica têm emergido, 

nomeadamente no que diz respeito a mutações PTEN (do inglês, phosphatase and tensin 

homolog) e TP53 e múltiplos mRNAs, no entanto ainda estão em fase de validação223. A 

recente aprovação do larotrectinib veio transformar a terapêutica dos tumores com 

fusões do gene NTRK (do inglês, Neurotrophic tropomyosin receptor kinase) que 

compreende 3 genes: NTRK1, NTRK2 e NTRK3, num alvo atrativo e com elevadas taxas 

de resposta224,225. A deteção de fusões NTRK poderá ser realizada numa primeira fase 

com marcação imuno-histoquímica com anticorpo anti-panNTRK e posteriormente 

confirmada com técnicas de FISH ou de NGS226. Embora as mutações NTRK ocorram 

apenas numa pequena percentagem de CRC, a possibilidade de deteção das mesmas e 

abordagem com terapia específica deverá ser considerada227,228.  
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Uma área em recente expansão por força da terapia personalizada é a imunidade 

anti-tumoral229. Estudos com inibidores dos checkpoints do sistema imunitário, em 

concreto os dirigidos contra o antigénio 4 dos linfócitos T citotóxicos (CTLA-4) e contra 

o recetor de morte programada (PD-1) e o seu ligando PD-L1 têm revelado resultados 

muito promissores no contexto de CRC metastático214,230. A possibilidade de aplicação 

destas terapias poderá ser determinada pela expressão imuno-histoquímica de PD-L1 

nas células tumorais231,232, no entanto questões sobre qual o melhor clone a utilizar e 

quais os critérios para definir positividade ainda são algo subjetivos. 

Nesse sentido, a evidência de defeitos de reparação no DNA por intermédio de 

MSI, parece ser um excelente indicador de resposta à terapia imune, visto que neste 

tipo de CRC existe uma grande carga mutacional com consequente aumento da eficácia 

da imunoterapia233. Os CRC com instabilidade de microssatélites apresentam 

normalmente um denso infiltrado inflamatório linfocítico e um microambiente rico em 

citocinas, associado à sobre-expressão de proteínas associadas aos checkpoints do 

sistema imunitário234,235. No entanto, os CRC com MSI representam apenas um 

subgrupo de doentes e nem todos respondem à imunoterapia236. Assim, uma 

compreensão do sistema imune é essencial para otimizar a imunoterapia e o conceito 

recente de tumour mutational burden (TMB) que veio introduzir mais uma variável na 

equação, baseando-se no conceito de que os tumores com TMB elevado apresentam 

múltiplos neoantigénios, passíveis de ser alvo pelo sistema imune, sendo este achado 

por vezes independente de MSI e da expressão de PD-L1237,238. 

Será ainda de realçar o papel da biópsia líquida no CRC. O conceito de biópsia 

líquida baseia-se na deteção de células tumorais ou DNA tumoral circulante, com 

posterior análise de mutações e carga tumoral, permitindo assim prever a recidiva 

tumoral precoce num contexto pré-clínico e imagiológico e detetar mutações que 

possam conferir resistência à terapêutica239. Esta análise tem elevada concordância com 

o tecido e está indicada em estádio IV, quando não é possível obter amostra tecidual240. 

Apresenta como desvantagens a necessidade de necessitar de uma determinada 

quantidade de DNA tumoral, presente apenas em estádios mais avançados de doença e 

apenas representar mutações tumorais e não o microambiente necessário para técnicas 

de imunoterapia241. A sua grande aplicação será porventura a deteção precoce de 

mutações KRAS em doentes RAS wild type242.  

Todos estes elementos traduzem o facto de que o CRC é uma neoplasia 

heterogénea, com uma multiplicidade de vias de sinalização celulares ativadas e 

implicadas na carcinogénese243, por vezes na mesma neoplasia e com diferenças entre 

o tumor primário e a metástase, traduzindo a heterogeneidade espacial e 

temporal244,245. Recentemente foi publicada a classificação molecular do CRC246, 

explanada na Tabela 1, que define uma classificação taxonómica em 4 subtipos de 

acordo com as vias moleculares alteradas, características morfológicas e prognóstico. O 

subtipo molecular 1 refere-se à instabilidade de microssatélites/imune, o subtipo 
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molecular 2 – canônico; subtipo molecular 3 – metabólico; subtipo molecular 4 – 

mesenquimal. 

Tabela 1. Classificação molecular do carcinoma colorretal em 4 subgrupos, com respetivas frequências, 
alterações genéticas e mutações mais comuns, diferentes perfis imunes e metabólicos, correlação 

clínico-patológica e prognóstico. Adaptado de Guinney J et al. (2015) The consensus molecular subtypes 
of colorectal cancer. Nat Med 21(11):1350-6.  

MSI – instabilidade de microssatélites; MSS – estabilidade de microssatélites; CIMP – fenótipo metilador 
das ilhas CpG; SCNA – análises de número de cópias somáticas. 

Subtipo 
molecular 

#1 
Instabilidade de 

microssatélites/imune 

#2 
Canónico 

#3 
Metabólico 

#4 
Mesenquimal 

Frequência 14% 37% 13% 23% 

Alterações 
genéticas 

MSI, alto CIMP, 
hipermutação 

Alta SCNA Status misto 
MSI/MSS, baixa 

SCNA, baixo CIMP 

Elevada SCNA 

Mutações 
comuns 

BRAF _____ KRAS _______ 

Perfis imunes e 
metabólicos 

Infiltração imune; 
sistema imune ativado 

Ativação da via Wnt 
e Myc 

Desregulação 
metabólica 

Infiltração estromal; 
angiogénese; 

ativação do TGFβ 

Correlação 
clínica e 
patológica 

Género feminino; 
cólon direito; 

produção de mucina; 
reação inflamatória 

Cólon esquerda; 
reto; 

moderadamente 
diferenciados (G2) 

 
_______ 

 
__________ 

Prognóstico Pior sobrevivência 
após recidiva 

 
______ 

 
________ 

Pior sobrevivência 
global e livre de 

doença 

 

6. Avaliação das metástases hepáticas 

O envolvimento hepático por CRC é um evento comum, e em determinadas 

regiões geográficas, nomeadamente na Europa, os tumores secundários hepáticos são 

mais comuns que os primários247, com óbvio acréscimo de mortalidade248.   

Nos últimos anos assistimos a um desenvolvimento das estratégias de 

tratamento das metástases hepáticas de carcinoma colorretal (CRCLM) tais como 

agentes de quimioterapia mais eficazes, embolização da veia porta, hepatectomias a 

dois tempos, incluindo a realização da abordagem Associating Liver Partition and Portal 

vein Ligation for Staged hepatectomy e ressecções cirúrgicas poupadoras de 

parênquima guiadas por ecografia intra-operatória, que expandiram os limites da 

ressecabilidade oncológica249,250. Em casos selecionados o transplante hepático tem 

emergido com alternativa viável251.  

No entanto, apesar da intenção curativa, observa-se recorrência intra-hepática 

em mais de 50% dos casos, mesmo com recurso a quimioterapia adjuvante252. Vários 

estudos retrospetivos identificaram, em coortes de doentes com metástases hepáticas, 

fatores de pior prognóstico tais como o tamanho da maior lesão, o número de lesões e 

a progressão tumoral após quimioterapia ou intervalo de tempo curto desde a ressecção 

do tumor primário253. Não obstante, nenhum destes fatores de risco é uma 

contraindicação para cirurgia hepática e não traduz a interação tumor/hospedeiro que 
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é fundamental para um tratamento individualizado. Cirurgias hepáticas mais agressivas 

não se traduzem em sobrevivência aumentada254 e quimioterapia neoadjuvante está 

associada a um aumento importante da mobilidade pós-operatória165.  

Nos últimos anos, o padrão de crescimento (PC) histológico das CRCLM tem sido 

identificado como fator de prognóstico prático e reprodutível, avaliável numa lâmina 

corada com Hematoxilina e Eosina. O padrão de crescimento é definido como expansivo 

– quando o tumor comprime os hepatócitos adjacentes; desmoplásico quando existe a 

presença de uma banda de tecido fibroso na periferia do tumor; e infiltrativo quando o 

tumor infiltra as trabéculas de hepatócitos, substituindo as células não tumorais e sem 

disrupção da arquitetura255, de acordo com o exemplificado na figura 18. 

  

 

Figura 18. Três padrões de crescimento das metástases hepáticas de carcinoma colorretal: à esquerda o 
tipo expansivo com compressão das trabéculas de hepatócitos adjacentes; ao centro o tipo 

desmoplásico com uma banda fibrosa e com linfócitos entre o tumor e o parênquima hepático; à direita 
o padrão infiltrativo, com o tumor a crescer e a substituir os hepatócitos nas trabéculas. 

Estes PC estão associados a prognósticos distintos, com um PC expansivo 

relacionado com pior prognóstico255. O que é interessante acerca deste fator de 

prognóstico, é que esta informação é obtida em avaliação de rotina, sem necessidade 

de estudos auxiliares complexos e morosos, tornando-se uma ferramenta atrativa em 

locais de baixos recursos. 

A análise correta e classificação adequada do PC das CRCLM implica um estudo 

macroscópico cuidado, com uma amostragem alargada, com pelo menos um fragmento 

por cm de lesão, para todas as lesões256,257, eventualmente com inclusão total 

preconizada para lesões com tamanho inferior a 3 cm, o que constitui a prática no 

Serviço de Anatomia Patológica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra.  

A explicação destes três tipos de PC ainda não se encontra bem definida, no 

entanto julga-se que representa a complexidade das interações tumor/hospedeiro, 

sendo que alguns autores definem o padrão expansivo como mais angiogénico258 e o 

desmoplásico como representativo de uma reação inflamatória do hospedeiro ou 

relacionado com resposta à quimioterapia259.  
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A banda espessa presente no PC desmoplásico, enriquecida com colagénio, 

poderá funcionar como uma barreira à expansão tumoral e a presença de linfócitos 

indicar uma resposta do hospedeiro, reduzindo a infiltração do parênquima não tumoral 

e consequentemente, ser uma característica de melhor prognóstico255,260. O padrão 

expansivo exibe um nível elevado de proliferação endotelial e sobre-expressão de 

fatores vasculares tais como o fator de crescimento básico dos fibroblastos (bFGF) e o 

fator de crescimento endotelial vascular, por vezes de forma análoga ao CRC 

primário259,261,262. O padrão expansivo é ainda caracterizado por um ambiente hipóxico, 

fator bem conhecido de agressividade e resistência à terapia263,264. 

A informação obtida da análise destes mecanismos moleculares que traduzem 

uma complexa interação tumor/hospedeiro, associada a distintos PC, poderão auxiliar 

na seleção de novos alvos terapêuticos. O bloqueio dos recetores de crescimento, com 

anticorpos anti-EGFR, e o uso de agentes anti-angiogénicos e anticorpos anti-VEGF (do 

inglês, vascular endotelial growth factor), têm demonstrado excelentes resultados no 

tratamento da doença metastática avançada265,266. Vários estudos têm correlacionado 

os PC com capacidade angiogénica e a recente descoberta do mecanismo de co-

utilização de vasos, através do qual o tumor utiliza os vasos já existentes do hospedeiro 

para crescer e não mecanismos de angiogénese, poderá explicar a resistência verificada 

de alguns tumores a fármacos anti-angiogénicos; terapias combinadas poderão ser a 

abordagem ideal de acordo com o PC da metástase267. Ao refletirem a interação 

tumor/hospedeiro, o PC das CRCLM pode influenciar a sobrevivência global e a 

sobrevivência livre de doença268. A avaliação desta característica é simples e tem sido 

expandida a metástases de outras neoplasias tais como carcinoma da mama269 e 

melanoma uveal270. 

Outras características têm sido descritas na literatura com interesse prognóstico 

tais como a espessura do tumor na interface tumor/tecido não tumoral271,272 e o estudo 

dos linfócitos intra tumorais e sua composição273,274, no entanto este tipo de análise é 

consumidora de tempo e requer software especializado. 

7. Avaliação de resposta à terapia 

7.1 Tumor primário 

 O CRC é normalmente abordado e tratado por cirurgia de ressecção se detetado 

em estadios precoces, com indicação para terapia adjuvante se o estádio for avançado, 

com melhoria da sobrevivência e com recurso a agentes diferentes, de acordo com a 

localização do tumor primário, nomeadamente se localizado no cólon direito ou 

esquerdo275,276. Doente com CRC no cólon direito podem beneficiar de imunoterapia ao 

passo que doentes com CRC no cólon esquerdo, sem mutações do gene KRAS podem 

beneficiar de tratamento com anti-EGFR275. 
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Quando o CRC está localizado no reto e em estádios T3 / T4 ou com gânglios 

linfáticos classificados radiologicamente como positivos, deverá ser efetuada 

radioterapia pré-operatória137. Dependendo do estadiamento tumoral as opções 

incluem radioterapia de esquema curto com cirurgia imediata (em menos de 10 dias 

após a primeira fração de radioterapia), quimioradioterapia, e / ou esquemas de 

quimioterapia baseada em oxaliplatina, como FOLFOX. Em estádio mais precoce 

ressecção mucosa transanal, seguida ou não de radioterapia, poderá ser a indicação137. 

Em CRC localizado no reto, o uso de quimioterapia neoadjuvante pode induzir 

regressão tumoral significativa, com resposta completa em cerca de um terço dos 

doentes277. A avaliação do grau de resposta tumoral (TRG) é efetuada tendo por base 

diversos esquemas, de acordo com a tabela 2, variáveis ao longo do mundo, sendo que 

provavelmente os mais utilizados são os esquemas de Dworak e o da AJCC/Ryan 

modificado278. 

Tabela 2. Esquemas de regressão tumoral. TRG – Grau de Regressão Tumoral; AJCC – American Joint 
Committee on Cancer. Adaptado de Kim SH et al. 2016278. Comentário: O Sistema de Dworak modificado 
avalia o tumor primário e os gânglios linfáticos como um todo, enquanto os restantes sistemas apenas 

avaliam o tumor primário. 
Esquema 

TRG 
Mandard Dworak Dworak 

modificado 
Ryan Ryan modificado / 

AJCC 

Regressão 
completa 

Ausência de 
células 

tumorais 
(TRG4) 

Sem células 
tumorais 

residuais (TRG1) 

Sem células 
tumorais (TRG 4) 

Sem células tumorais 
viáveis/células 

isoladas/pequenos 
grupos de células 
tumorais (TRG 1) 

Sem células tumorais 
viáveis (TRG 0: 

resposta completa) 

Regressão 
quase 

completa 

Muito poucas 
células 

tumorais 
(TRG3) 

Raras células 
tumorais 

residuais (TRG2) 

Muito poucas 
células tumorais 

(um ou dois focos 
microscópicos < 

0,5 cm de 
diâmetro) (TRG 3) 

________ 

Células 
isoladas/pequenos 
grupos de células 
tumorais (TRG 1: 

resposta moderada) 

Regressão 
moderada 

Poucas células 
/ grupos 

tumorais, com 
fibrose 

dominante 
(TRG2) 

Predomínio de 
fibrose, mas 
com número 

significativo de 
células tumorais 

(TRG3) 

Fibrose dominante 
com poucas células 
/ grupos tumorais 

(TRG 2) 

Carcinoma residual, com 
predomínio de fibrose 

(TRG 2) 

Carcinoma residual, 
com predomínio de 

fibrose (TRG 2: 
resposta mínima) 

Regressão 
mínima 

Massa 
tumoral 

dominante 
com focos de 
fibrose (TRG1) 

Carcinoma 
residual com 

áreas de fibrose 
(TRG 4) 

Massa tumoral 
dominante (> 50%) 

com áreas de 
fibrose ou sem 

regressão tumoral 
(TRG 1) 

Focos de fibrose, mas 
com predomínio do 

carcinoma, ou ausência 
de fibrose com extensa 
área tumoral (TRG 3) 

Sem morte das células 
tumorais ou raras 
células destruídas 
(TRG 3: resposta 

pobre) 

Sem 
regressão 

Sem sinais de 
regressão 

(TRG0) 

Sem sinais de 
regressão 

(TRG5) 
________ ________ ________ 

 

Os esquemas de resposta tumoral são bem conhecidos pelos patologistas, 

cirurgiões e oncologistas, e possuem uma boa taxa de reprodutibilidade permitindo uma 

comunicação eficaz interpares para efeitos de tratamento dos doentes. Apesar do 

descrito a maioria apresenta uma grande limitação visto que apenas tem em conta as 

alterações a nível do tumor primário. O esquema de Dworak modificado tem esta 

limitação em consideração e avalia as alterações a nível do tumor primário e gânglios 
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linfáticos e pode revelar-se um melhor preditor de sobrevivência e recorrência, no 

entanto revela alguma variabilidade interobservador278,279. 

Esta avaliação requer cuidados especiais no estudo macroscópico. O reto deve 

ser medido e a margem cirúrgica circunferencial/mesorretal deverá ser marcada com 

tinta-da-china, com fixação posterior em formaldeído durante um período de 24-48h. 

Subsequentemente o espécime cirúrgico é cortado em fatias com 4 a 5 mm de espessura 

para avaliação da localização, tamanho e profundidade de invasão do tumor, tal como 

demonstrado nas figuras 19 e 20. Colhem-se amostras para estudo histológico, uma 

amostra por centímetro de tumor, e em casos em que não há tumor visível, uma fatia 

completa deverá ser incluída, ou preferencialmente toda a área de interesse280. No 

estudo histológico o patologista deve avaliar sinais de regressão tumor, tais como 

fibrose e calcificação, e indicar uma percentagem de tumor viável, aferir invasão 

linfovascular e perineural, a presença de metástases ganglionares linfáticas e 

determinar a distância do tumor à margem cirúrgica circunferencial281. A distância do 

tumor à margem cirúrgica circunferencial é de elevada importância, em doentes com e 

sem quimioterapia neoadjuvante, sendo identificada em múltiplos estudos como um 

fator major de recorrência tumoral, mas também de complicações cirúrgicas282,283. 

 

Fig. 19. Estudo macroscópico de uma ressecção anterior do reto: mesorreto intacto e globoso, 
devidamente marcado com tinta da China (lado esquerdo); no lado direito observam-se várias fatias de 

um carcinoma colorretal após terapia neoadjuvante – a nível da mucosa (*) não há tumor viável 
(espessamento é por fibrose) e o tumor viável está localizado a nível do tecido adiposo (→). 

 

* → 
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Fig. 20. No lado esquerdo é possível visualizar marcada fibrose da submucosa e infiltrado inflamatório 
mononuclear (#) sem tumor residual, Hematoxilina & Eosina 40x; no lado direito observa-se foco de 

tumor residual no tecido adipose – a distância mínima à margem cirúrgica circunferencial é determinada 
com recurso a software específico, Hematoxilina & Eosina 40x. 

7.2 Tumor secundário – metástases hepáticas 

A avaliação da resposta das metástases hepáticas de CRC a terapia neoadjuvante 

tem por base o descrito por Rubbia-Brandt et al.256. Deverá ser efetuada uma 

amostragem exaustiva da lesão, eventualmente com a inclusão total por forma a aferir 

a resposta completa, com graduação em 5 categorias: TRG5 – sem resposta tumoral; 

TRG4 tumor viável em cerca de 75%; TRG3 tumor viável em cerca de 50%; TRG2 tumor 

viável em cerca de 25% e na periferia da lesão; TGR1 ausência de tumor viável284. Esta 

classificação encontra-se em amplo uso na esfera da anatomia patológica e tem valor 

prognóstico, especialmente se agrupada em categorias como ausência de resposta, 

resposta minor e resposta major285. 

Pelo exposto, o CRC é uma neoplasia complexa do ponto de vista molecular e de 

elevada agressividade, com uma interação muito peculiar com o microambiente 

tumoral. A compreensão da sua interação com esse microambiente tumoral, quer a 

nível de tumor primário quer a nível de localizações secundárias, permitirá compreender 

o seu desenvolvimento e encontrar novos marcadores de prognóstico e alvos 

terapêuticos. 
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1. Introdução 

O CRC é um magno problema de saúde pública, com uma elevada incidência e 

mortalidade16, não obstante os progressos clínicos no âmbito do diagnóstico e 

tratamento.286  

Atualmente é certo que o CRC é uma doença heterogénea, causada por 

alterações em vias patogénicas complexas e diversificadas287, resultando em tumores 

morfologicamente diferentes e com comportamentos biológicos distintos246. De um 

ponto de vista molecular, o CRC é a ponta do iceberg de um conjunto vasto e complexo 

de alterações genéticas288. Quando a este cenário se adiciona fatores tais como a 

influência do microambiente tumoral e o papel de cancer stem cells na progressão 

tumoral e resistência à terapêutica289–294 novos dados e dilemas têm de ser 

considerados.  

Assim, o desenvolvimento e a criação de novos modelos pré-clínicos para o 

estudo da carcinogénese do CRC permitirão descrever de novos biomarcadores, 

sensíveis e específicos, para a deteção inicial de CRC. Para além disto, os modelos pré-

clínicos podem contribuir para identificar doentes com maior risco de recidiva e doentes 

que provavelmente irão registar progressão de doença apesar da instituição de terapia 

adjuvante. Pelo exposto, os modelos pré-clínicos são cruciais para o tratamento do CRC. 

2. A importância do modelo animal 

Ao comparar o genoma humano com o genoma animal é possível entender 

melhor a estrutura e função de genes humanos e aplicar esse conhecimento para 

estudar patologias humanas e desenvolver novos mecanismos para prevenir, detetar e 

tratar o CRC. Neste contexto vários animais tiveram o seu genoma sequenciado, tais 

como o rato (Mus musculus), a mosca da fruta (Drosophila melanogaster) e o mosquito 

portador da malária (Anopheles gambiae), entre outros295.  

De todos os animais, o rato é um dos mais utilizados para o estudo da 

carcinogénese296. O seu uso como modelo para a investigação biomédica data desde há 

muitos séculos, quando os humanos registavam mutações na cor do pelo. Em 1700, na 

China e no Japão, os ratos foram domesticados como animais de estimação, e mais tarde 

importados para a Europa, onde foram cruzados com espécies locais, criando os 

progenitores dos modernos ratos de laboratórios. A aplicação das leis da transmissão 

hereditária de Mendel aos ratos, de forma análoga às ervilhas, deu origem a novas 

teorias de hereditariedade, e com recurso a tecnologias de recombinação de DNA novos 

modelos foram criados297. 

Esporos e moscas revelaram-se excelentes modelos para o estudo do ciclo 

celular, no entanto os ratos são modelos superiores para o estudo do sistema imune, 

endócrino e nervoso, pois apresentam uma semelhança genética e fisiológica mais 
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próxima com o ser humano. Tal como o ser humano, o rato possui a capacidade de 

desenvolver determinadas doenças tais como cancro. Atualmente, o uso de tecnologia 

genética permitiu a produção de ratos transgénicos, com inserção de genes na linha 

germinativa, bem como alterações genéticas de tipo “knock out” e “knock in” (exemplo: 

knock out de p53 com posterior desativação do gene supressor tumoral TP53), que 

combinados com tecnologia reprodutiva de última geração providenciaram as 

ferramentas necessárias para um estudo profundo dos mecanismos da carcinogénese 

em rato298. 

Um modelo ideal de CRC deverá permitir o desenvolvimento de tumores locais e 

replica todos os estádios da evolução de CRC, permitindo a avaliação da progressão da 

doença com recurso a métodos endoscópicos e/ou de imagem; deverá ajudar a 

compreender os efeitos tóxicos/adversos relacionados com a medicação e ser ajustável 

a laboratórios sem conhecimentos cirúrgicos, permitindo a sua replicação299,300. No 

entanto, o desenvolvimento de modelos animais é um trabalho árduo e dependerá em 

grande maioria da estirpe de animal e das linhas celulares tumorais utilizadas301. 

3. Tipos de modelos animais 

3.1 Modelos esporádicos de CRC/Modelos de indução química 

Ao longo dos anos vários modelos de CRC têm sido desenvolvidos. De todos os 

modelos, provavelmente o primeiro foi aquele que demonstrou o desenvolvimento de 

tumores intestinais após a ingestão de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos302. À 

data, a associação entre o desenvolvimento de CRC e a ingestão de determinados 

alimentos estava sob o foco de múltiplos estudos, levando à criação de modelos 

esporádicos de CRC. Nesse contexto vários modelos foram desenvolvidos através da 

administração de Ítrio radioativo303, de 4-aminodifenil e 3,2.dimetil-4-aminodifenil304 e 

1,2-dimetilhidrazina e azoximetano305–307. Com o decorrer dos anos outros agentes 

carcinogénicos foram utilizados tais como aminas aromáticas e heterocíclicas e 

compostos de nitrogénios. Um agente recente e amplamente utilizado é a 

administração crónica de dextrano sulfato de sódio, que promove a carcinogénese de 

CRC ao mimetizar as condições de doença inflamatória intestinal308,309. 

Apesar do seu papel pioneiro no estudo da carcinogénese do CRC, estes modelos 

são muito limitados, pois apresentam baixo rendimento no que diz respeito ao processo 

de carcinogénese, ou seja apenas uma fração dos animais desenvolvem CRC, e quando 

se verifica exibem variabilidade na localização e diferenciação celular310.  

Por forma a ultrapassar esta limitação, uma estratégia simples foi formulada, que 

passava pela exposição direta dos animais a células tumorais e/ou aplicação in situ de 

elementos carcinogénicos. Esta linha de pensamento deu origem a novos modelos 

animais com necessidade de competências cirúrgicas e inoculação de elementos 
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tumorais (hidrocarbonetos aromáticos, proteínas, células tumorais, entre outros) 

diretamente nos animais.  

3.2 Elementos carcinogénicos in situ 

A introdução in situ de elementos carcinogénicos, normalmente por via 

intrarretal, permite anular o efeito de passagem pelo trato digestivo, eliminando 

alterações enzimáticas311. Este tipo de modelos apresentam uma eficácia superior aos 

modelos esporádicos e foram muito beneficiados pela criação de modeles genéticos. No 

entanto, quando os animais desenvolvem doença metastática, a maioria deles está 

demasiado frágil para a execução de testes terapêuticos299. 

3.3 Modelos peritoneais 

A injeção de células tumorais no peritoneu/cavidade peritoneal foi 

provavelmente umas das primeiras ideias de promoção do crescimento tumoral no 

animal. Hoje em dia ainda este tipo de modelo é utilizado, induzindo formação de 

nódulos tumorais peritoneais mas também disseminação tumoral pela cavidade 

abdominal312. Este tipo de modelo tem como desvantagem não replicar o 

comportamento biológico de CRC, sendo atualmente um modelo utilizado para tumores 

não sólidos tais como leucemias e para avaliação de resposta a agentes 

farmacológicos313, visto que metástases peritoneais apresentam pior prognóstico 

quando comparadas com metástases de outras localizações e carecem ainda de 

terapêuticas válidas314.  

3.4 Xenotransplantes 

Nas últimas décadas o modelo de xenotransplante foi adotado como alternativa 

aos métodos prévios e permitindo ultrapassar as limitações dos modelos anteriores. 

Células tumorais são injetadas a nível subcutâneo em modelos animais 

imunocomprometidos (incapazes de produção de células T na sua maioria, mas com 

alguns modelos com inabilidade de gerar células B e/ou NK), por forma a evitar a 

rejeição315 (figura 21). Este tipo de modelo foi um sucesso a larga escala, e hoje em dia 

é usado amplamente por investigadores para o estudo da carcinogénese do CRC e 

resposta a terapêuticas316–318. Como os restantes modelos, estes também apresentam 

as suas limitações, nomeadamente a falta de capacidade de metastização, tendo 

motivado novas abordagens tais como injeção no baço, fígado e/ou veia porta, entre 

outros319–325.  
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Figura 21. O rato Rowett Nude (RNU) é um animal atímico, e como tal deficiente em células T, exibindo 
atividade imune diminuída. Fonte: https://www.criver.com/products-services/find-model/rnu-

rat?region=3616 

 

Estas abordagens não representam uma verdadeira via de metástase, mas sim 

uma implantação heterotópica das células tumorais, que por vezes resultam em 

tumores muito infiltrativos que prejudicam estudos radiológicos e abordagens 

terapêuticas299. Outra limitação dos xenotransplantes, se forem sub-cutâneos, é a não 

reprodutibilidade do microambiente tumoral, fator bem reconhecido com influência no 

crescimento tumoral e metastização290,294,326–328. Este tipo de modelos possibilita a 

deteção de células estaminais cancerígenas286,329,330, mas não apresenta relação com 

invasão local e à distância. Não obstante estas limitações, é um modelo muito utilizado, 

principalmente em estudos com agentes terapêuticos. 

3.5 Modelos ortotópicos 

Uma metodologia para ultrapassar esta lacuna, foi o desenvolvimento de um 

modelo onde as células tumorais são inoculadas diretamente na posição anatómica de 

interesse, dando origem ao modelo ortotópico, também realizado em modelos animais 

imunocomprometidos315. Estes modelos, quando comparados com os modelos de 

xenotransplante subcutâneos, apresentam uma maior percentagem de metástases à 

distância331. 

Em 1987, foi criado um modelo ortotópico de CRC em ratinhos, com injeção de 

células tumorais no cego, permitindo o estudo de invasão tumoral local bem como à 

distância, sendo por isso um modelo animal muito similar ao humano332. Este modelo 

teve um elevado sucesso, tornando-se numa ferramenta valiosa para o estudo do CRC, 

e amplamente utilizado, por vezes com recurso a adaptações tais como injeção de 

células tumorais no reto333–337 e exploração dos diferentes padrões de 

microvascularização do cólon, nomeadamente dos bordos mesentérios e 

antimesentéricos310. O modelo foi refinado, com seleção artificial de células de CRC e 

com técnicas de engenharia genética que visaram criar modelos animais adequados aos 

estudos338. Em 2009, com recurso a técnicas cirúrgicas, foi possível a criação de um 

modelo ortotópico de CRC através da realização de uma cecostomia. Este modelo 

https://www.criver.com/products-services/find-model/rnu-rat?region=3616
https://www.criver.com/products-services/find-model/rnu-rat?region=3616
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representou uma inovação, pois permitiu a observação direta do tumor em tempo real 

e permite simultaneamente a obtenção de amostragens tumorais múltiplas339.  

O modelo apresentava inúmeras vantagens, no entanto apenas considerava o 

cólon direito. À luz das diferenças embriológicas, anatómicas e fisiológicas340–343 e 

adicionando os achados de estudos genéticos recentes sobre a diversidade genética 

entre o cólon direito e cólon esquerdo344–348, um modelo ortotópico para o cólon 

esquerdo foi desenvolvido em 2012. Este modelo utilizou uma colostomia descendente 

e uma fístula mucosa-cutânea do cólon sigmoide, com inoculação das células tumorais 

nesta última localização, mantendo o outro topo funcionante e impedindo uma 

estenose cólica fatal349.  

Alguns grupos não recorreram a técnicas cirúrgicas e efetuaram injeções de 

células tumorais no reto, utilizando meios mecânicos (stents) para prevenir a estenose, 

embora com resultados sem significância estatística350. Apesar do exposto, este método 

tem as suas limitações, com taxas de desenvolvimento tumorais variáveis entre 60 e 

70% - explicáveis pela incorreta injeção das células tumorais na parede do cólon, pela 

baixa viabilidade das células tumorais e pela reação do animal hospedeiro às células 

neoplásicas310; para além disso as metástases podem não se desenvolver no local de 

interesse, e quando o fazem, podem demorar bastante tempo351. Nos últimos anos 

observou-se a aplicação de diferentes técnicas aos modelos ortotópicos, por forma a 

incrementar a taxa de sucesso do desenvolvimento tumoral, tal como eletrocoagulação, 

com aparente maximização da carcinogénese, local e à distância352.  

Outra abordagem foi o desenvolvimento de enxertos derivados de doentes 

(PDX), que consistem em recolher uma amostra tumoral de um humano e implantá-la 

num animal imunocomprometido, desta forma replicando o cenário humano (figura 

22)311. Vários estudos foram realizados com PDX heterotópicos e ortotópicos, 

registando desenvolvimento de metástases quando implantados de forma ortotópica, 

detetável por métodos imagiológicos e com confirmação histológica353–355. Os modelos 

com recurso a PDX permitem uma preservação da arquitetura tumoral e estromal, com 

elevado grau de reprodutibilidade para com o tumor humano, a um nível microscópico, 

genético e funcional311,354.  
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Figura 22. Os enxertos derivados de doentes (PDX) providenciam informação acerca de cancer stem 
cells, identificação de novos alvos terapêuticos, comportamento biológico, desenvolvimento de 

metástases e teste de novos fármacos, com possível translação para abordagens clínicas humanas. 
Adaptado de Walsh NC et al. (2017) Humanized Mouse Models of Clinical Disease Annu Rev Pathol 

Mech Dis. 

Apesar de todas as características favoráveis descritas, o modelo apresenta 

limitações: as amostras são normalmente retiradas de doentes com tumores em 

estádios avançados de doença356 e de doentes que já foram submetidos a ciclos de 

quimioterapia354; existe ainda alguma discussão acerca da quantidade correta de tumor 

viável e ser implantada e da heterogeneidade tumoral357, bem como no que diz respeito 

às várias estirpes dos modelos animais e técnicas de enxerto354.  

Recentemente uma nova desvantagem foi demonstrada, com a noção de que 

com o tempo o estroma tumoral humano do enxerto é substituído por estroma do 

animal recetor, embora as características histológicas do tumor se mantenham358–360, e 

esta substituição ocorre de forma acelerada em PDX de CRC361. Alguns modelos animais 

foram desenvolvidos com ausência de células natural killer, nomeadamente os ratinhos 

IL2rgnull por forma a ultrapassar as limitações inerentes ao crescimento tumoral e 

metástases, mas mesmo nestas estirpes observa-se a substituição do estroma tumoral 

humano por estroma animal e embora a ausência de células NK seja benéfica para o 

crescimento tumoral, não permite o teste de fármacos de nova geração capazes de 

estimular as células NK e a sua atividade antitumoral360.  

Uma abordagem complementar surgiu recentemente, utilizando isoenxertos, 

que consistem em colher fragmentos ou células tumorais de um rato, com posterior 

enxerto noutro rato geneticamente similar362. Isto permitiria ultrapassar as duas 

grandes maiores limitações dos modelos dos xenotransplantes – incompatibilidade inter 

espécies e a questão de substituição do estroma, no entanto o modelo não é humano e 

é muito dispendioso no que diz respeito ao tempo e aos recursos utilizados363. 
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3.6 Modelos Animais Geneticamente Modificados (GEMM) 

O desenvolvimento da engenharia genética possibilitou a criação de modelos 

genéticos de CRC, com múltiplas vantagens devido à quantidade de informação genética 

disponível hoje em dia e fácil manipulação génica315, especialmente em genes 

relevantes no processo de carcinogénese331. O aumento de conhecimento nestas áreas 

possibilitou de animais com anomalias genéticas indutoras de CRC tais como: cancro 

colorretal hereditário não polipoide364–366, polipose adenomatosa familiar367,368 e 

melhoria dos modelos de polipose adenomatosa do cólon heterozigotos366 e 

modificadores do locus de neoplasia intestinal múltipla (Min)369,370. 

Para a maioria dos tumores, os GEMM podem ser utilizados para o estudo da 

doença e alvos terapêuticos, no entanto os modelos apenas possuem evidência no 

estádio iniciais da doença, com pouca evidência em estádios mais avançados371. Os 

modelos GEMM não replicam o processo nativo de metástase, com baixo grau de 

disseminação, necessitando por isso de maior tempo para desenvolver doença 

secundária, e quando esta ocorre é altamente variável na localização, e como tal menos 

reprodutível372. Para além desta desvantagem, alguns GEMM, tais como aqueles com 

mutações do gene APC, desenvolvem tumores no intestino delgado e não no cólon, e a 

carga tumoral diminui consideravelmente a vida do animal, limitando a progressão da 

doença e, consequentemente, a maioria dos animais não desenvolve doença à 

distância300,363.  

Limitações adicionais dos GEMM incluem maior heterogeneidade a nível 

tumoral, que poderá ser explicada por uma dieta mais variada e microbioma distinto 

nos humanos, bem como maior exposição a fármacos/toxinas no ser humano373; os 

animais não apresentam a variedade genética populacional presente nos humanos, e 

nos GEMM o tumor surge sempre derivado da mesma mutação genética, limitando as 

vias de sinalização passíveis de estudo363. De acordo com a mutação desenvolvida no 

animal, um viés que pode acontecer é o desenvolvimento de neoplasias noutras 

localizações que não a de interesse, por partilha da mesma mutação promotora374. 

Os GEMM são particularmente eficazes para o estudo nas fases iniciais da 

doença, mas no que respeita a estádios mais avançados os modelos ortotópicos e com 

recurso a enxertos são manifestamente melhores331. Uma representação esquemática 

dos modelos animais pode ser visualizada na figura 23. 
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Figura 23. Tipos de modelos animais utilizados em oncologia. Os modelos podem derivar da injeção 
subcutânea de células tumorais humanas (xenotransplante heterotópico), inoculação de células 

tumorais humanas no local de origem das mesmas (xenotransplante ortotópico), de modificações 
genéticas para que os animais apresentem mutações num gene ou genes de interesse, ou ainda da 
transplantação singénica de células tumorais. No caso do modelo geneticamente modificado está 

representada uma limitação, que se traduziu no desenvolvimento de um tumor primário pulmonar e 
não de uma metástase, por via de mutação do gene KRAS. Adaptado de Francia, G., & Kerbel, R. S. 

(2010). Raising the bar for cancer therapy models. Nature Biotechnology, 28(6), 561–562. 
doi:10.1038/nbt0610-561 

Pelo exposto, de todos os modelos disponíveis, os modelos ortotópicos parecem 

ser os eleitos para o estudo da carcinogénese, permitindo o estudo do microambiente 

e do processo metastático. Devido às características diferentes dos segmentos cólicos, 

a aplicação de modelos ortotópicos de cólon direito e cólon esquerdo, com estudo 

detalhado, permitirá novas considerações acerca da carcinogénese do CRC. 

 

 



 

57 
 

 

 

 

 

 

  

Capítulo III 

Objetivos 



 

58 
 

 



OBJECTIVOS 

59 
 

Objetivos 

O CRC é um problema de saúde pública, sendo atualmente o terceiro tipo de 

cancro mais comum, representando 10,2% da incidência total de cancro, e a segunda 

causa mais comum de morte relacionada com cancro7.  

Os fatores de risco para o desenvolvimento de CRC são conhecidos, podendo ser 

genéticos ou ambientais375. Recentemente, o microambiente tem sido alvo de vários 

estudos com vista à sua caracterização profunda376,377, a nível do tumor primário378,379 e 

secundário380,381, pois a interação tumor-estroma é fundamental para o crescimento e 

invasão tumoral382 e representa um valiosa alvo terapêutico383. 

Assim, o presente trabalho tem como objetivos: 

 

1 – Estudar o efeito do microambiente tumoral no desenvolvimento e agressividade de 

CRC, nomeadamente no contexto de imunossupressão na sequência de transplante 

renal e/ou hepático. 

2 – Estudar o efeito do microambiente tumoral no desenvolvimento e agressividade de 

metástases hepáticas de CRC, através dos seus padrões de crescimento histológicos, 

relacionando com sobrevivência global e implicações clínicas, com posterior 

comparação com os padrões de crescimento histológico das metástases hepáticas de 

carcinoma gástrico. 

3 – Realização de um modelo animal ortotópico de CRC, com recurso a cecostomia – 

estudo do cólon direito, e transversostomia e fístula cutâneo-mucosa distal – estudo do 

cólon esquerdo, com vista a recriar o que se observou no humano. 
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Com vista a cumprir os desafios propostos, o estudo do microambiente tumoral 

e sua influência no carcinoma colorretal (CRC) e metástases hepáticas, o trabalho foi 

estruturado em duas vertentes. 

Uma vertente clínica, contemplando o estudo do microambiente no 

desenvolvimento de CRC primário em doentes imunossuprimidos no contexto de 

transplante de órgão sólido e o estudo do microambiente no CRC metastático com 

abordagem dos padrões de crescimento histológicos.  

O trabalho integra ainda uma vertente pré-clínica, que consiste no estudo de um 

modelo animal ortotópico de CRC, estabelecendo paralelismos com o que acontece na 

doença humana. 

Nesse sentido, os materiais e métodos, assim como os resultados, serão e

 struturados em estudo clínico e em estudo pré-clínico. 
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1. Estudo clínico 

1.1. Carcinoma colorretal e microambiente 

 

A. Amostra em estudo 

 

Foi efetuada uma revisão clínica e patológica de doentes, com diagnóstico de 

carcinoma colorretal (CRC) no Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, no período 

entre janeiro de 2004 e dezembro de 2016, submetidos a transplante renal e/ou 

hepático prévio. Os critérios de inclusão foram idade superior a 18 anos e confirmação 

histológica de CRC. Os doentes que desenvolveram CRC antes do transplante foram 

excluídos. A informação clínica foi obtida através dos registos hospitalares. 

Com base nos critérios estabelecidos foram incluídos no estudo 12 doentes, dez 

do género masculino e dois do género feminino, com mediana de idade de 60,5±13,4 

anos (range 34-78), sendo que destes doentes, apenas três doentes (5%) tinham idade 

inferior a 50 anos. Um doente foi submetido a transplante hepático e renal, e como o 

transplante hepático ocorreu primeiro, foi integrado na coorte dos transplantados 

hepáticos para os efeitos desta investigação. 

Assim sendo, a amostra consistiu em 12 doentes, cinco previamente submetidos 

a transplante hepático e sete a transplante renal.  

No que concerne à localização do tumor, o CRC estava localizado no cólon direito 

em cinco doentes (41,7%) e no cólon esquerdo em sete (58,3%) e não havia tumores 

localizados no reto. Dois doentes (20%) não foram submetidos a cirurgia – diagnóstico 

confirmado por endoscopia e biópsia tumoral.  

Relativamente a procedimentos cirúrgicos, foi realizada hemicolectomia direita 

em cinco doentes, hemicolectomia esquerda em dois, colectomia subtotal em dois e 

proctocolectomia em um. 

A abordagem e tratamento dos doentes com CRC, incluindo tratamentos 

neoadjuvantes e adjuvantes (radioterapia e quimioterapia), bem como o seu follow-up, 

foram efetuados de acordo com o estabelecido nas guidelines internacionais da 

Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO)134,160, National Comprehensive Cancer 

Network384,385, e Sociedade Americana de Cirurgia Colorretal386. 

O estudo teve a aprovação da Comissão de Ética do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra e cumpriu com os princípios da Declaração de Helsínquia.  

 

 

B. Estudo histológico 

 

Foi revisto o material de arquivo de cada doente, disponível sob a forma de 

blocos de parafina, provenientes de peças cirúrgicas. Cada amostra foi revista após 
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coloração de rotina de Hematoxilina e Eosina (H&E), ocultada dos detalhes clínicos de 

cada doente, por dois patologistas experientes na área da patologia gastrointestinal.  

O padrão de crescimento histológico do CRC foi definido de acordo com o 

descrito por Koelzer e Lugli387: padrão infiltrativo, caracterizado por uma disseção das 

estruturas da parede cólica por tecido tumoral com fraca resposta desmoplásica; e 

padrão expansivo, onde existe uma clara demarcação do tecido tumoral na frente 

invasora. Devido à necessidade de avaliar a interação tumor/hospedeiro, esta 

característica foi apenas avaliada em peças cirúrgicas. 

A necrose tumoral foi aferida de acordo com o estipulado por Schneider e 

Langner388: necrose focal (em menos de 10% da área tumoral), moderada (10 a 30% da 

área tumoral) e severa (em mais de 30% da área tumoral). A resposta inflamatória foi 

igualmente alvo de avaliação, a nível do bordo invasor, de acordo com os critérios 

definidos por Klintrup et al191, com categorização em baixo grau (ausência de infiltrado 

inflamatório ou infiltrado inflamatório ligeiro) e alto grau (infiltrado inflamatório de 

intensidade moderada ou severa, normalmente associados a destruição tumoral). Os 

eosinófilos associados ao tumor foram avaliados de acordo com as recomendações de 

Fernández-Aceñero et al389: ausência de eosinófilos – grau 0; baixo número de 

eosinófilos (menos de 10 por campo de grande ampliação) – grau 1; grau intermédio de 

eosinófilos (10 a 50 por campo de grande ampliação) – grau 2; e elevado número de 

eosinófilos (superior a 50 por campo de grande ampliação) – grau 3. Esta avaliação foi 

executada apenas em peças cirúrgicas. 

A instabilidade de microssatélites (MSI) foi testada de acordo com as 

recomendações definidas pelas guidelines clínicas da ESMO para CRC familiar390: um 

painel imuno-histoquímico com recurso a MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 foi utilizado, e 

caso ocorresse perda de MLH1, marcação imuno-histoquímica subsequente com BRAF 

seria efetuada. A avaliação de MSI foi realizada em todos os doentes. 

O estudo da mutação de TP53 nos CRC foi executado com recurso a marcação 

imuno-histoquímica para a proteína P53, de acordo com o definido por Akshatha et al391: 

expressão para P53 em mais de 75% das células tumorais foi considerada um indicador 

de mutação TP53. 

A presença de células Natural Killer (NK) foi avaliada como recurso a marcação 

imuno-histoquímica para CD56, de acordo com as recomendações de Schonoccia et 

al392: contabilizou-se o número de células NK por mm2 e os tumores foram considerados 

positivos para células NK quando a contagem era superior a 4 células NK/mm2. Este 

estudo foi realizado apenas em peças cirúrgicas. 

A expressão de Programmed death-ligand 1 (PD-L1) foi graduada de acordo com 

as guidelines estabelecidas para o carcinoma pulmonar de não pequenas células393–395: 

sem marcação – score 0; marcação membranar e/ou citoplasmática em mais de 1% das 

células tumorais, mas em menos de 50% - score 1; marcação em mais de 50% das células 

tumorais – score 2. Esta marcação foi executada em todas as amostras do estudo 

doentes. 



MATERIAL E MÉTODOS – ESTUDO CLÍNICO 
CARCINOMA COLORRETAL E MICROAMBIENTE 

68 
 

A presença de cancer stem cells (CSCs) foi pesquisada com recurso a marcação 

imuno-histoquímica para CD44, CD133 e ALDH1, tendo-se considerado um número 

elevado de CSCs quando ocorreu expressão dos marcadores referidos em mais de 50% 

das células tumorais. 

As mutações KRAS foram realizadas com recurso à técnica de real-time 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), em cortes de tecido tumoral embebido em 

parafina com 10 μm de espessura, contendo um mínimo de 20% de células tumorais, 

identificadas com recurso a plataforma Idylla (Biocartis, New Jersey, EUA). Se não 

fossem identificadas mutações KRAS, seria executada sequenciação subsequente para 

deteção de mutações NRAS e BRAF. O estudo genético foi efetuado em todos as 

amostras.  
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1.2. Metástases hepáticas de carcinoma colorretal 

 

A. Amostra em estudo 

Para esta tarefa foram revistos os dados clínicos e patológicos de 142 doentes 

submetidos a ressecção hepática por metástase de carcinoma colorretal (CRCLM), no 

período de janeiro de 2010 a julho de 2013, no Centro Hospitalar e Universitário de 

Coimbra, tendo-se recolhido informação clínica e demográfica dos registos hospitalares. 

Doze doentes foram excluídos por informação clínica incompleta e material histológico 

inadequado. Os doentes submetidos a re-hepatectomias (20) foram igualmente 

excluídos.  

Após aplicação dos critérios de inclusão, foram considerados 110 doentes, 81 de 

género masculino e 29 do género feminino, com mediana de idades de 63 ±10 anos 

(range 33-82), registando-se idade superior ou igual a 70 anos em trinta e três doentes 

(30%). Com respeito à localização do tumor primário, registou-se origem no cólon em 

73 doentes (66,4%) e no reto em 32 (29,1%), sendo que cinco doentes (4,5%) 

apresentavam tumores síncronos no cólon e no reto.  

Relativamente ao estadiamento tumoral, 73 (66,4%) doentes tinham doença 

metastática ganglionar. No que se refere à metastização hepática, quarenta e sete 

doentes (42,7%) tinham um único nódulo metastático e sessenta e três (57,3%) 

apresentavam múltiplas metástases, com uma média de 2,62±2,31 metástases por 

doente (range 1-13). Sessenta e dois doentes (56,4%) exibiram metástase hepática com 

diâmetro máximo superior a 3 cm, com diâmetro máximo médio de 4,26±3,15 cm (range 

0,7-17). No que concerne à localização das lesões hepáticas, a distribuição foi unilobar 

em 69 doentes (62,7%) – 38 no lobo direito e 31 no lobo esquerdo hepático, com 

distribuição bi-lobar em 41 (37,3%). 

C inquenta e sete doentes (51,8%) tinham metástases hepáticas síncronas, e 

destes 12 foram submetidos a ressecção hepática síncrona com o carcinoma primário 

colorretal. Os restantes 45 doentes foram submetidos a ressecções metácronas, tendo-

se executado em oito destes doentes (7,3%) uma abordagem cirúrgica “Liver first”.  

Os restantes 53 doentes (48,2%) apresentaram metástases hepáticas 

metácronas. 

As características clínicas destes doentes podem ser consultadas na tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAL E MÉTODOS – ESTUDO CLÍNICO 
METÁSTASES HEPÁTICAS DE CARCINOMA COLORRETAL 

70 
 

Tabela 3. Características clínicas dos doentes submetidos a hepatectomia por metástases hepáticas por 

carcinoma colorretal. 

Parâmetros Número de doentes (%) 

Género 

Feminino 

Masculino 

 

29 (26) 

81 (74) 

Idade inferior a 70 anos 

Idade igual ou superior a 70 anos 

77 (70) 

33 (30) 

Localização do tumor primário 

Cólon 

Reto 

Cólon e Reto 

 

73 (66,4) 

32 (29,1) 

5 (4,5) 

Status ganglionar linfático 

Gânglios linfáticos positivos 

Gânglios linfáticos negativos 

 

73 (66,4) 

37 (33,6) 

Número de metástases hepáticas 

Metástase solitária 

Metástases múltiplas 

 

47 (42,7) 

63 (57,3) 

Maior diâmetro da metástase 

< 3 cm 

≥ 3 cm 

 

48 (43,7) 

62 (56,3) 

Localização 

Unilobar  

Bilobar  

 

69 (62,7) 

41 (37,3) 

Apresentação da metástase hepática 

Síncrona 

Metácrona 

 

57 (52) 

53 (48) 

 

O estudo teve a aprovação da Comissão de Ética do Centro Hospitalar e Universitário 

de Coimbra e cumpriu com os princípios da Declaração de Helsínquia.  

 

B. Quimioterapia neoadjuvante (QTNA) 

 

De acordo com o estipulado por Adam et al.396as principais contra-indicações para 

ressecção hepática são a impossibilidade de obter uma ressecção R0 com mais de 30% 

de volume hepático remanescente, presença de doença extra-hepática não ressecável, 

número de lesões superior a 5, progressão tumoral e ou possibilidade remota de 

conseguir uma ressecção R0 com recurso apenas a procedimentos complexos. 

No entanto, o uso de QTNA veio expandir os limites da ressecabilidade cirúrgica das 

metástases hepáticas de carcinoma colorretal397, especialmente ao possibilitar uma 

ressecção cirúrgica com margens cirúrgicas negativas398. Os doentes são selecionados 

para QTNA em função da sua carga tumoral e do seu estado geral, e avaliados com scores 
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específicos, tais como o score de Karnofsky399 ou o score Eastern Cooperative Oncology 

Group (ECOG)400. 

Mesmo em doentes candidatos a cirurgia, em que esta seja tecnicamente fácil, 

mas cujo prognóstico não seja excelente, o uso de QTNA deverá ser a primeira opção. 

Em doentes oligometastáticos, o uso de QTNA deverá ser considerado para que o 

doente transite para um status cirúrgico, ou seja, tornar um doente inicialmente não 

candidato a cirurgia com potencial curativo num doente com elevada possibilidade de 

cura após cirurgia. Nestas circunstâncias, a quimioterapia com base em oxaliplatina 

(FOLFOX) e com base em irinotecano (FOLFIRI) são as mais utilizadas, isoladas ou em 

combinação com um anti-EGFR (se o CRC for KRAS wyld-type) ou bevacizumab (se o CRC 

exibir mutação do KRAS ou BRAF V600E)401,402. 

No CHUC, o uso de QTNA é decidido em reunião multidisciplinar, caso a caso, 

sendo que normalmente é utilizada em doentes com doença metastática síncrona bem 

como em doentes com elevada carga tumoral (com apresentação síncrona ou 

metácrona), e que sejam potencialmente ressecáveis, mas com necessidade de sacrifício 

cirúrgico de estruturas vasculares e biliares major ou hepatectomia extensa. A escolha 

do agente quimioterápico depende do estado geral do doente, uso de quimioterapia 

prévia, status do gene RAS e preferência do oncologista.  

O uso de QTNA e a escolha dos seus agentes são baseados com o estabelecido 

nas guidelines internacionais da Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO)134,160, 

National Comprehensive Cancer Network384,385, e Sociedade Americana de Cirurgia 

Colorretal386. 

Na nossa coorte, 52 doentes (47,3%) receberam QTNA, com 44 destes doentes a 

serem sujeitos a apenas uma linha de quimioterapia e sete doentes a duas linhas. A 

mediana de ciclos de quimioterapia foi de 11,2±5,5 ciclos (range 4-26).  

A quimioterapia mais utilizada teve por base o irinotecano (FOLFIRI), tendo sido 

utilizada em 37 doentes (33,6%), seguida da quimioterapia baseada em oxaliplatina 

(FOLFOX), utilizada em 15 doentes. A monoterapia com 5-fluoracilo foi utilizada apenas 

em um doente (0,9%). A terapêutica com anticorpos monoclonais, com Bevacizumab foi 

utilizada em 22 casos (20%) e, com cetuximab em 16 (14,5%). Cinquenta e oito doentes 

(52,7%) não foram sujeitos a QTNA. 

O regime de QTNA utilizada nos doentes está resumido na tabela 4. 
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Tabela 4. Regimes de quimioterapia administrados aos doentes submetidos a hepatectomia por 

metástases hepáticas de carcinoma colorretal. FOLFOX – quimioterapia baseada em oxaliplatina; FOLFIRI 

– quimioterapia baseada em irinotecano. 

 Número de doentes (%) 

Quimioterapia neoadjuvante 

Não 

Sim 

 

52 (47,3) 

58 (52,7) 

Uma linha 

Duas linhas 

44 (40) 

7 (6,4) 

FOLFOX 

FOLFIRI 

5-Fluoracilo 

15 (13,6) 

37 (33,6) 

1 (0,9) 

Bevacizumab 

Cetuximab 

22 (20) 

16 (14,5) 

 

 

C. Detalhes operatórios / Procedimentos cirúrgicos 

A realização de hepatectomias foi de acordo com o descrito previamente165. Antes 

da cirurgia foram determinados os marcadores serológicos de função hepática – 

aminotransaminases (aspartato (AST) e alanino aminotransferases (ALT)), bilirrubina, 

gamaglutamil transpeptidase, International Normalized Ratio e contagem de plaquetas. 

Foram ainda determinados a razão AST/ALT, a razão AST/plaquetas e o score fibrose 4, 

de acordo com Ratti et al403. 

A ecografia intraoperatória foi efetuada por rotina em todos os doentes. A secção 

do parênquima foi realizada com disseção ultrassónica – CUSA (Cavitron Ultrasonic 

Surgical Aspirator) ou técnica de Kelly-clamp crush, com modulação do fluxo hepático a 

nível do pedículo – clampagem de 15 min com 5 min de reperfusão, de acordo com o 

descrito por Tralhão et al404. 

Quarenta (36,4%) doentes foram sujeitos a hepatectomia major, definida como a 

ressecção de mais de três segmentos hepáticos e 70 doentes (63,6%) foram submetidos 

a hepatectomia minor, três dos quais por via laparoscópica. 

  As complicações cirúrgicas foram classificadas de acordo com a classificação de 

Dindo-Clavien até ao 90º dia pós-cirúrgico405. Registou-se mortalidade pós-operatória 

em quatro doentes (3,6%), três devido a falência hepática pós hepatectomia, de acordo 

com o descrito por Balzan et al.406 e um por trombose da veia porta. Nove doentes 

apresentaram morbilidade major. O tempo médio de internamento hospitalar foi de 10 

dias (range 3-35). 

 

D. Análise histológica 

Para este procedimento foi efetuada uma revisão de material de arquivo de cada 

doente por dois patologistas experientes na área da patologia hepatobiliar, sem 

conhecimento dos dados clínicos. A revisão teve por alvo o parênquima tumoral – status 
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da margem de ressecção cirúrgica, grau de regressão tumoral, espessura do tumor na 

interface com o parênquima não tumoral e o padrão de crescimento das CRCLM. As 

margens cirúrgicas foram avaliadas para todas as metástases, tendo sido categorizada a 

margem menor em cada doente como: R0 (margem cirúrgica ≥1 mm) e não R0 (R1: 

margem <1 mm ou R2: envolvimento macroscópico da margem cirúrgica).  

O grau de regressão tumoral (TRG) foi avaliado de acordo com o estipulado por 

Rubbia-Brandt et al.256. Este score visa a classificação em 5 TRGs de acordo com a 

percentagem de tumor viável residual e a extensão de fibrose: TRG 1 corresponde à 

ausência de tumor residual, com fibrose abundante; TRG 2 corresponde a escasso tumor 

viável, num estroma com abundante fibrose; TRG 3 a tumor residual mais viável num 

estroma predominantemente fibroso; TRG 4 to tumor residual extensamente viável, 

predominando sobre a fibrose; TRG 5 a tumor extensamente viável com rara fibrose. Os 

tumores foram posteriormente categorizados quanto à pior resposta tumoral em cada 

doente como ausente (TRG5) ou presente (TRG 1 a 4). Um esquema representativo de 

cada TRG pode ser visto na Fig. 24. 

 

 
Figura 24. Esquema representativo de cada grau de regressão tumoral (TRG). TRG1 – ausência 

de tumor residual e grande quantidades de fibrose; TRG2 – raras células tumorais residuais 
dispersas num fundo com fibrose abundante; TRG 3 – maior quantidade de tumor viável, mas a 

fibrose é o achado dominante; TRG 4 – tumor viável predomina sobre a fibrose; TRG 5 – sem 
sinais de regressão. Áreas negras: células tumorais; áreas a cinzento: necrose; fibras: fibrose. 

Figura disponível em: L Rubbia-Brandt et al. Importance of histological tumor response 
assessment in predicting the outcome in patients with colorectal liver metastases treated with 
neo-adjuvant chemotherapy followed by liver surgery Annals of Oncology, Volume 18, Issue 2, 

February 2007, Pages 299–304, https://doi.org/10.1093/annonc/mdl386; © 2006 European 
Society for Medical Oncology 

 

 

A espessura do tumor na interface com o parênquima não tumoral (TTNI) foi 

calculada de acordo com o descrito por Dipen Maru et al.271 – valor da maior espessura 

de tumor contínuo na periferia da lesão tumoral, excluindo áreas de necrose, com 

definição de dois grupos: TTNI<0,5 mm e TTNI≥0,5 mm. 

https://doi.org/10.1093/annonc/mdl386
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No que diz respeito à avaliação do padrão de crescimento das CRCLM, este foi 

definido de acordo com o convencionado por Vermeulen et al.255,268 em quatro grupos: 

expansivo, infiltrativo, desmoplásico e misto. O padrão foi definido como expansivo se 

o tumor induzisse compressão dos hepatócitos adjacentes, sem reação estromal e com 

infiltrado inflamatório ligeiro; infiltrativo quando as células tumorais cresciam de forma 

insinuosa nos sinusoides hepáticos ou nas trabéculas hepatocitárias, substituindo os 

hepatócitos; desmoplásico se estivesse presente uma banda de estroma contendo 

linfócitos e pequenos vasos na interface tumor-parênquima não tumoral. Por forma a 

ser classificado, o padrão deve representar mais de 70% da área tumoral. Se um ou mais 

padrões estivessem presentes e se este critério não se cumprisse, o padrão foi 

designado de misto. A representação esquemática e histológica dos padrões de 

crescimento pode ser visualizada nas figs. 25 e 26. 

 

 
Figura 25. Representação esquemática dos padrões de crescimento das metástases hepáticas 
de carcinoma colorretal – a) Padrão de crescimento desmoplásico: o tumor está separado do 

parênquima hepático por uma banda de tecido fibroso; b) Padrão de crescimento infiltrativo: o 
tumor permeia por entre os hepatócitos, sem disrupção da arquitetura do fígado adjacente; c) 

Padrão de crescimento expansivo: o tumor comprime os hepatócitos adjacentes. 
Reproduzido de Caetano Oliveira R et al. Liver Metastases and Histological Growth Patterns: 

Biological Behavior and Potential Clinical Implications—Another Path to Individualized 
Medicine? Journal of Oncology Volume 2019, Article ID 6280347, 6 pages  
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Figura 26. Padrões histológicos das metástases hepáticas de carcinoma colorretal: A) padrão de 

crescimento infiltrativo – o tumor permeia por entre as trabéculas e sinusoides, mas sem disrupção da 

arquitetura hepática, H&E 100x; B) padrão de crescimento desmoplásico – o tumor está separado por 

uma banda de tecido fibrose, contendo linfócitos, H&E 100x; C) padrão de crescimento expansivo – o 

tumor expande e comprime os hepatócitos adjacentes, H&E 100x. Imagem disponível em: Falcão D. et 

al. Histopathologic patterns as markers of prognosis in patients undergoing hepatectomy for colorectal 

cancer liver metastases: Pushing growth as an independent risk factor for decreased survival. Eur. J. 

Surg. Oncol. (2018). doi:10.1016/j.ejso.2018.03.02. 
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1.3.Metástases hepáticas de carcinoma gástrico 

 

A. Amostra em estudo 

Neste âmbito foi efetuada uma revisão de dados clínicos e patológicos de 

doentes submetidos a ressecção cirúrgica de metástases hepáticas de carcinoma 

gástrico (GCLM), com intenção curativa, no período entre fevereiro de 1997 e novembro 

de 2017. Os doentes foram considerados aptos para hepatectomia após decisão em 

reunião multidisciplinar: performance status aceitável, ausência de doença metastática 

extra-hepática e possibilidade de obtenção de margem de ressecção cirúrgica com 

morbimortalidade mínima.  

No CHUC os casos com bom comportamento biológico, ou seja, com evolução 

clínica favorável e níveis baixos de marcadores tumorais, mesmo em casos de 

apresentação síncrona, a ressecção cirúrgica metácrona foi a abordagem preferencial.  

O estudo teve a aprovação da Comissão de Ética do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra e cumpre com os princípios da Declaração de Helsínquia. 

Foram estudados 19 doentes, 13 do género masculino e seis do género feminino, 

com mediana de idades de 66,3±9,9 anos (range 44-79). Catorze doentes (73,7%) tinham 

idade superior a 60 anos. As metástases foram síncronas em 16 doentes (84,2%), dos 

quais sete foram submetidos a ressecção gástrica e hepática síncrona. A mediana de 

intervalo de tempo entre o diagnóstico e a hepatectomia foi de 5,1±6,2 meses e a 

mediana de intervalo entre a ressecção gástrica e a hepatectomia foi de 6,2±6,7 meses. 

Três doentes (15,8%) apresentavam uma distribuição bilobar das metástases hepáticas. 

A mediana do maior diâmetro das metástases foi de 3,37±2,38 cm. 

No que diz respeito ao tumor primário, um dos doentes (5,3%) apresentava duas 

lesões primárias – localizadas no antro e no cárdia, tendo os restantes 18 doentes lesões 

únicas. Nos doentes com lesões únicas, o tumor encontrava-se na junção 

gastroesofágica (JGE) e fundo gástrico em três (16,6%), no corpo gástrico em dez (55,6%) 

e no antro em cinco (27,8%). Todos os tumores da JGE eram do tipo III de Siewert. A 

mediana de tamanho tumoral foi de 5,8±2,5 cm (range 1,5-10,5). Quatro doentes 

(21,1%) não tinham metástases ganglionares linfáticas e 15 doentes apresentavam 

envolvimento ganglionar da seguinte forma: N1 em dois (10,5%), N2 em seis (31,6%) e 

N3 em sete (36,8%).  

O score da Association Française de Chirurgie (AFC) de acordo com o descrito por 

Adam et al407 foi utilizado, tendo-se obtido uma mediana de cinco (range 4-9). 

 

B. Quimioterapia 

Dois doentes (10,5%) foram submetidos a QTNA previamente à resseção gástrica. 

Doze (63,2%) receberam quimioterapia adjuvante e um (5,3%) foi sujeito a radioterapia 

adjuvante. 

No que diz respeito às metástases hepáticas, a QTNA foi utilizada em 13 doentes 

(64,8%) e em oito doentes (42,1%) foi empregue quimioterapia adjuvante. 
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C. Detalhes operatórios / Procedimentos cirúrgicos 

A técnica cirúrgica para a realização de hepatectomia foi descrita previamente165. 

Hepatectomia major foi efetuada em três doentes (15,8%), com ressecção anatómica 

em dez (52,6%) casos. Não foram efetuadas ressecções laparoscópicas. 

As complicações cirúrgicas foram graduadas de acordo com a classificação de 

Dindo-Clavien até ao 90º dia pós-cirúrgico405, conforme descrito previamente. A falência 

hepática pós hepatectomia foi definida de acordo com o descrito por Balzan et al.406 e a 

sua severidade graduada com o disposto por Rahbari et al408. Biloma ou fuga biliar foi 

definida de acordo com o estipulado por Koch et al.409 e hemorragia pós hepatectomia 

como explanado por Rahbari et al.410. 

 

D. Análise histológica 

A revisão do material de arquivo de cada doente foi efetuada por dois 

patologistas experientes na área da patologia hepatobiliar, sem conhecimento dos 

dados clínicos. O estudo teve por alvo características do tumor primário tais como: 

maior diâmetro, localização, classificação de Lauren, classificação da OMS, profundidade 

de invasão, padrão de crescimento, graduação do tumor, resposta inflamatória e 

invasão linfovascular49. Todos os tumores foram estadiados ou re-estadiados de acordo 

com a classificação TNM, 8ª edição49. 

As características dos tumores gástricos, nomeadamente tamanho, localização, 

subtipos macroscópicos, padrões de crescimento e invasão vascular foram definidas de 

acordo com a 3ª edição da Associação Japonesa de Carcinoma Gástrico411. Os subtipos 

histológicos foram classificados em tubular, papilar, mucinoso, de tipo misto, de células 

pouco coesas e de nenhum tipo especial (NOS), de acordo com o preconizado na 

classificação da OMS49. A expressão do recetor epidermoide humano (HER)-2 foi 

detetada com recurso a imuno-histoquímica e graduada como negativa (score 0 e 1+), 

equívoca (2+) e positiva (3+), de acordo com o descrito na OMS49. 

No que diz respeito ao estudo das metástases, foram avaliadas características 

tais como tamanho da maior lesão, margens de ressecção, padrão de crescimento, 

resposta inflamatória, TRG, TTNI e expressão de Her-2. 

As margens de ressecção foram categorizadas de forma similar ao tumor 

primário em R0, R1 e R2. O estudo do padrão de crescimento foi definido como o 

descrito previamente255,assim como o TRG e o TTNI.  

O estudo da expressão de Her-2 foi efetuado de forma análoga ao tumor primário. 
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2. Estudo pré-clínico 

 

A. Animais para o estudo 

Cinquenta e cinco ratos machos da estirpe RNU, com idades compreendidas 

entre oito e dez semanas, foram adquiridos ao Laboratório Internacional Charles River 

(Espanha). Os animais tinham acesso ilimitado a comida e água, estavam 

acondicionados em jaulas com controlo individual de temperatura e humidade, com 

ventilação, e sujeitos a ciclos de luz/escuridão de 12h. 

Os estudos animais foram aprovados pela Comissão de Ética da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra (ref CE-129/2011) para os estudos animais, em 

conformidade com o disposto para os direitos internacionais de estudos animais para 

investigação biomédica. 

 

B. Linhas tumorais de carcinoma colorretal 

Três linhas distintas de CRC foram obtidas da Coleção de Cultura Americana 

(ATCC): WiDr (CCL-218™), C2BBe1 (CRL-2102™) e LS1034 (CRL-2158™). A linha celular 

WiDr foi obtida de um carcinoma da junção retosigmoide de uma mulher com 78 anos; 

a linha C2BBe1 de um CRC distal de um homem de 72 anos; e a linha LS1034 de um CRC 

em localização proximal de um doente com 54 anos. Todas as linhas foram mantidas a 

uma temperatura de 37ºC, num ambiente com 5% de CO2, em meio de cultura DMEM 

(do inglês, Dulbecco's Modified Eagle Medium) com 10% de soro bovino fetal, 1% de 

solução antibiótica (penicilina e estreptomicina), 1% de solução de L-glutamina e 1% de 

solução de piruvato de sódio. 

Uma vez que todas as linhas celulares utilizadas foram mantidas em condições 

aderentes, para a sua manipulação foi necessário destacar as células dos frascos e 

preparar suspensões celulares. Para tal recorreu-se a tripsina-EDTA (do inglês, 

ethylenediamine tetraacetic acid) a 0,25% (GIBCO 25200, Reino Unido) (20 mg/mL de 

EDTA, 500 mg/mL de tripsina – enzima proteolítica que quebra ligações das proteínas 

de adesão entre células e entre células e matriz extracelular), e uma solução salina de 

tampão fosfato – PBS (do inglês, phosphate buffered saline) (Sigma, USA). 

Para a manutenção da cultura de células foram utilizados diferentes materiais 

tais como frascos de cultura de poliestireno (75 e 175 cm2 – Sarstedt, USA); tubos de 

Falcon (15 e 50 mL; Sarstedt, USA); pipetas de Pasteur; pipetas de vidro graduadas; 

microtubos (1,5 e 2 mL; Eppendorf, Alemanha); micropipetas (Pipetman – Gilson, 

France); pipetador (IBS Integra Biosciences, Alemanha) e bomba de vácuo (IBS Integra 

Biosciences, Alemanha).  

Relativamente ao equipamento utilizado para realizar a cultura celular utilizou-

se uma câmara de fluxo laminar vertical (Steril-Polaris, Itália); centrífuga refrigerada de 

bancada (D-78532 Tuttlingen, Hettich Zentrifugar, Universal 320R; Rotor: 6318, 

Portugal); incubadora (Binder, Portugal); microscópio ótico invertido e direto (Motic 

AE31, Hg 100W, China); sistema de purificação de água SimplicityTM da Millipore S.A., 
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USA; incubadora HeraCell 150 (Alemanha); frigorífico (4°C (Indesit, Polónia)) e arcas 

congeladoras (-20°C (Samsung, Coreia) e -80°C (Snijders Scientific, Holanda)). 

As linhas celulares em estudo são linhas aderentes e crescem em monocamada. 

Durante a manipulação celular, sempre que as culturas atingiam cerca de 90% de 

confluência, foram estabelecidas novas culturas (geralmente a cada 2 semanas) – 

processo designado de “passagem”, visando a manutenção das linhas celulares. Para 

iniciar a cultura celular o frasco contendo a linha celular pretendida foi retirado da arca 

a -80°C ou de azoto líquido, sendo descongelado parcialmente em banho-maria a 37°C. 

Na câmara de fluxo laminar vertical transferiu-se a suspensão celular para um frasco de 

175 cm2 contendo previamente meio DMEM a 37°C de temperatura e 48 horas após o 

descongelamento mudou-se o meio de cultura. Para a manutenção da linha celular 

aspirou-se o meio DMEM consumido do frasco contendo as células e lavou-se o frasco 

de cultura com PBS. Aspirou-se o PBS, adicionaram-se 3 mL de tripsina-EDTA 0,25% e 

colocou-se o frasco de cultura a incubar durante breves minutos a 37°C numa atmosfera 

com 5% de CO2 em ar, por forma a destacar as células. O destacamento celular foi então 

confirmado ao microscópio e adicionado novo meio de cultura, com posterior 

ressuspensão. Distribuiu-se a suspensão por novos frascos de modo a obter uma 

densidade adequada e adicionou-se meio de cultura até perfazer o volume correto 

(consoante o frasco utilizado) e deixou-se a incubar a 37°C numa atmosfera de ar com 

5% de CO2 até à próxima passagem. Nunca foram excedidas as 50 passagens. 

 

C. Caracterização das linhas celulares de CRC 

As linhas celulares de CRC foram submetidas a caracterização morfológica e 

imuno-histoquímica. As células foram centrifugadas numa Citocentrífuga Shandon 

Cytospin II, a 1300 rpm durante 3 min, e posteriormente coradas com Hematoxilina e 

Eosina (H&E) e coloração de Papanicolau; foi efetuada posterior centrifugação do 

material remanescente com recurso a uma Centrífuga Heraeus Sepatech Labofuge Ae, 

a 1500 rpm durante 5 min, com inclusão em parafina para estudos imuno-histoquímicos.  

A expressão de CK20 e CDX2 foi testada por forma a inferir o grau de 

diferenciação tumoral; a expressão de P53 foi avaliada, pois a sua sobrexpressão está 

associada a fases finais da carcinogénese, e consequente a tumores mais agressivos; a 

marcação para o Ki67 representa o índice proliferativo; a expressão de vimentina está 

associada à transição epitélio-mesenquima; a marcação para E-caderina, Beta-catenina 

e antigénio carcino-embriónico (CEA) está associada a ativação de vias de sinalização; a 

expressão de CD44 e CD113 permite a identificação de células estaminais cancerígenas. 

A expressão de CK20 (marcação citoplasmática) e de CDX2 (marcação nuclear) 

foi efetuada de modo qualitativo de acordo com a intensidade e distribuição de 

marcação imuno-histoquímica em focal (F) e difusa (D), fraca (W) e forte (S); expressão 

de P53 foi graduada de acordo com a percentagem de expressão das células neoplásicas: 

0 – sem expressão; 1 – expressão em 1 a 25%; 2 – expressão em 26-50%; 3 – 51-75%; 4 

– 76-100%; a marcação para o Ki67 foi descrita em percentagem de células neoplásicas 
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a expressar o marcador; a marcação para CEA foi avaliada de acordo com a intensidade 

(sem marcação, fraca, moderada ou forte); a marcação positiva para E-caderina foi 

categorizada em ausente, fraca e incompleta ou completa; a marcação para Beta-

catenina foi dicotomizada em membranar ou nuclear; a expressão de vimentina, CD44 

e CD113 foi descrita como presente ou ausente.  

O teste de instabilidade de microssatélites foi efetuado de acordo com as 

guidelines definidas pela Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO) para risco 

familiar de CRC390: a primeira abordagem foi realizada com um painel imuno-

histoquímico com MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2; nos casos de perda da marcação para 

MLH1, marcação subsequente com BRAF V600E foi efetuada. 

 

D. Testes de citotoxidade  

Foram utilizados produtos de leucoferese de sangue periférico de 20 dadores 

saudáveis – homens e mulheres, com idades compreendidas entre os 20 e 40 anos, 

provenientes do Instituto Português do Sangue e da Transplantação, por forma a 

enriquecer as suspensões de células Natural Killer (NK) humanas. Este procedimento 

teve a autorização da Comissão de Ética da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra (CE-025/2016) e foi obtido consentimento informado de todos os dadores. 

As células mononucleadas de sangue periférico foram obtidas por gradientes de 

densidade utilizando Ficoll-Paque® e ressuspensas em meio de cultura celular Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640, suplementado com GlutaMAX (L-glutamine amino 

acid supplement) (Life Technologies, Carlsbad, USA), 10% de soro bovino fetal e 1% de 

penicilina-estreptomicina (10.000 unidades de penicilina e 10 mg de 

estroptomicina/mL). As células NK foram obtidas por seleção negativa via separação 

magnética (magnetic-activated cell sorting – MACS), com recurso a um kit comercial 

Human NK Cell Isolation, de acordo com as instruções do fabricante.  

A estimulação in vitro das células NK foi efetuada com adição de 100 IU/mL de 

interleucina-2 recombinante humana (rhIL-2) (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) 

a 1x106 células NK durante 24h, seguida de co-cultura com as linhas celulares de CRC 

supra descritas e incubadas a 37ºC, em ar com 5% CO2. A expressão da desgranulação 

de CD107a (Lysosomal-associated membrane protein 1; LAMP-1)412,413 foi efetuada em 

co-culturas de células NK com linhas celulares de CRC, não estimuladas (NS) e 

estimuladas com rhIL-2, em placas pré-preparadas de 96 poços, com ratio efetor/alvo 

de 3:1 – incubado por uma hora, com posterior adição de 5 µg/mL de brefeldina A 

(Sigma-Aldrich, Munich, Germany) e incubação com anti-CD107a por 4 horas. 

Posteriormente as células foram recolhidas, fixadas e permeadas, com coloração 

intracelular com anticorpos anti-IFN-γ e marcação membranar com fluorocromos 

conjugados para CD3, CD16 e CD56 (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA). A análise das 

marcações foi efetuada com recurso a citometria de fluxo no citómetro BD FACSCanto 

II (BD Biosciences, San Jose, USA). A aquisição de dados recorreu a software específico 
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BD FACSDiva 6.1.3 e os mesmos foram analisados com software FlowJo 10.0.7 version 

(Tree Star Inc, Ashland, USA).  

 

 

E. Técnica cirúrgica dos modelos ortotópicos de cego e cólon sigmoide 

A técnica cirúrgica para o modelo ortotópico do cólon sigmoide foi baseada na 

inicialmente descrita em 2012349, com as devidas modificações atendendo ao animal 

utilizado nesta experiência. Os 55 animais – ratos RNU, foram submetidos a jejum pré-

operatório de 12h, com registo do peso no dia de cirurgia. A anestesia foi conseguida 

com injeção subcutânea de 2 μL/g de uma solução de ketamina (50 mg/mL) (Ketalar®, 

Parke-Davis, Pfizer Laboratories Ltd., Portugal) e cloropromazina a 2.5 % (Largactil®, 

Rhône-Poulenc Rorer, Victoria Labs, Portugal), num ratio 3:1, recorrendo a uma seringa 

com 1 mL e agulha hipodérmica 25 G. Após avaliação dos indicadores de indução 

anestésica, o animal foi colocado no campo cirúrgico e o abdómen foi esterilizado com 

iodopovidona. 

A derivação do cólon consistiu na confeção de uma colostomia descendente com 

fístula cutâneo-mucosa do cólon sigmoide. Foi efetuada uma incisão mediana no 

abdómen inferior, com 1,5 cm de comprimento. Após a abertura da cavidade 

abdominal, o cego foi exposto permitindo uma melhor visualização do cólon distal – 

normalmente localizado à esquerda da linha média. Se necessário, a confirmação pode 

ser obtida com uma tração ligeira do cólon, induzindo movimento do orifício anal. Na 

grande maioria dos casos uma ansa de intestino delgado está aderente ao mesocólon, 

mas é facilmente destacável com uma tração ligeira – alguma cautela é necessária por 

forma a não lesar as estruturas vasculares. Após a referenciação do cólon distal, o cego 

é recolocado dentro da cavidade abdominal por forma a prevenir desidratação da 

serosa. 

O local ótimo para abertura do cólon é então selecionado tendo em conta o 

comprimento da arcada vascular e dos topos intestinais, por forma atingir o plano 

cutâneo sem induzir tensão. Efetua-se a abertura do mesocólon e clampagem da arcada 

vascular – dois clamps e fio (vicryl 4/0 – Ethicon, New Jersey, EUA), deixando um dos 

topos do fio comprido para referenciação, com posterior secção do cólon e dos vasos. 

O estoma foi construído à esquerda da linha média, em localização abdominal 

média/alta, no que diz respeito ao topo da colostomia; relativamente ao topo retal, o 

estoma foi criado no abdómen inferior, à esquerda da linha média. O estoma retal não 

deverá ser muito lateral e distal, caso contrário dificultará a locomoção do animal. Os 

dois topos tinham sempre uma distância entre si igual ou superior a 1 cm. 

Para o efeito, realizou-se uma incisão circular na pele, com cerca de 0,5 cm de 

diâmetro, com remoção de uma porção de aponevrose e tecido muscular da parede 

anterolateral do abdómen. O fio longo do clamp supra elencado foi utilizado como 

referência, caso os topos caíssem inadvertidamente dentro da cavidade abdominal, mas 

também serviam para uma melhor manipulação e assinalar a orientação natural do 
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cólon, diminuindo a possibilidade de torções e consequente obstrução intestinal. Para a 

fixação do estoma foram utilizados filamentos monosyn 5/0 (Braun, Queluz de Baixo, 

Portugal), normalmente com 4 pontos simples e não contínuos. A agulha penetrou na 

pele cerca de 3 mm, junto com a aponevrose, passando na parede do cólon a cerca de 

4 mm do topo da anastomose, por forma a deixar o topo bem aberto e com eversão da 

mucosa. Após estabelecimento de ambos os topos da anatomose, a cavidade abdominal 

foi encerrada com pontos simples e contínuos – vicryl 4/0 (Ethicon, New Jersey, EUA), 

para o tecido muscular e seda 4/0 (Ethicon, New Jersey, EUA) para a pele, conforme 

exemplificado na figura 27. 

 

 

 

 
Figura 27. Representação esquemática e fotografia de colostomia descendente com fístula 
cutâneo-mucosa do cólon sigmoide – disponível em: Caetano-Oliveira R et al. Revisiting 
colorectal cancer animal model - An improved metastatic model for distal rectosigmoid colon 
carcinoma. Pathophysiology. 2018 Jun;25(2):89-99. doi: 10.1016/j.pathophys.2018.02.002 

 

 

No que diz respeito ao procedimento cirúrgico da cecostomia, foi efetuada 

incisão paramedial direita com cerca de 0,5 cm de comprimento. Após abertura da 

cavidade abdominal foi criado um orifício circular com 0,5 cm de diâmetro com remoção 

de uma pequena porção de pele, aponevrose e músculo. O cego foi facilmente 

identificável e exteriorizado, com realização de uma pequena incisão no apéx, junto ao 

bordo antimesentérico, seguida de fixação do estoma com fio de sutura prolene 5/0, 

com recurso a seis a oito pontos simples e descontínuos, explanado na figura 28. 
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Figura 28. Representação esquemática e fotografia de cecostomia – disponível em: Caetano-
Oliveira R et al. Revisiting colorectal cancer animal model - An improved metastatic model for 
distal rectosigmoid colon carcinoma. Pathophysiology. 2018 Jun;25(2):89-99. doi: 
10.1016/j.pathophys.2018.02.002 
 

 

 

 

Por forma a prevenir a desidratação severa e a que a recuperação animal seja 

rápida, as perdas hemáticas foram compensadas com uma solução salina, ratio 1:4, com 

5% glicose (Braun), a 38ºC, administrada via subcutânea com agulha hipodérmica 27 G. 

Após os procedimentos cirúrgicos e a recuperação da consciência, os animais 

foram colocados em jaulas individuais com ambiente adequado. A monitorização dos 

animais ocorreu diariamente, com muda do fundo das jaulas duas vezes por semana, 

auxiliando a avaliar a função intestinal. O registo do peso foi efetuado a cada dois dias. 

A monitorização animal teve por alvo a deteção de sinais de stresse ou doença tais 

como: desidratação, apatia, indiferença, prostração, dispneia, movimento em círculos, 

cabeça baixa, alterações da diurese, volume fecal, perda de massa corporal e diminuição 

do consumo de água e/ou comida.   

Durante este período, e antes da implantação ortotópica das células tumorais, o 

peso corporal foi monitorizado diariamente, por forma a avaliar a recuperação da 

cirurgia, até atingir um peso similar ao anterior à cirurgia. 

 As células foram implantadas quando se observou a recuperação completa, física 

e fisiológica dos animais. Antes da implantação cada animal foi anestesiado com 

isofluorano a 4% (Abbott Labs, amadora, Portugal). Os animais foram divididos em três 

grupos: os animais do grupo A (n=22 – 6 com cecostomia e 16 com colostomia distal) 

foram implantados com a linha celular WiDr; os animais do grupo B (n=21 – 6 com 

cecostomia e 15 com colostomia distal) foram inoculados coma linha celular C2BBe1; e 

os animais do grupo C (n=12 – 6 com cecostomia e 6 com colostomia distal) foram 

implantados com a linha celular LS1034. 

Para a implantação das linhas celulares, as células tumorais foram destacadas 

dos seus frascos de cultura, com preparação de suspensões celulares. Por forma a 
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assegurar o número correto de células para implantação (1x107 células/animal) e para 

aferir a viabilidade celular, foi utilizado o teste de azul tripano. Após a preparação das 

suspensões celulares, o meio de cultura foi descartado e as células aspiradas com a 

ajuda de uma seringa de 1mL, com agulha hipodérmica 21 G no mínimo volume possível, 

assegurando assim um ótimo sucesso de inoculação e menor risco de derrame. 

Implantação foi efetuada com agulha hipodérmica 30 G, sempre que possível num único 

foco, na submucosa da cecostomia e colostomia distal, numa câmara de fluxo laminar. 

 

F. Estudo necrópsico e histológico 

Assim que os animais atingiam os 60 dias após cirurgia, ou quando os endpoints 

do estudo eram atingidos, os animais foram occisados, após anestesia com isoflurano a 

4% (Abbott Labs, amadora, Portugal), seguido de overdose anestésica. O estudo 

necrópsico foi conduzido em todos os animais, com colheita do local de inoculação das 

células tumorais, fígado, pulmões e qualquer órgão que exibisse alterações.  

Os tecidos foram fixados em formaldeído a 4% e processados durante a noite a 

4ºC. Posteriormente foram incluídos em blocos de parafina, com realização de cortes de 

4μm de espessura e corados com H&E. 

 

 

G. Avaliação imagiológica por medicina nuclear 

Por forma a avaliar o sucesso da xenotransplantação, o crescimento tumoral e 

possíveis metástases à distância, recorreu-se a metodologia de medicina nuclear 

utilizando o radiofármaco 99mTc-MIBI. Para a aquisição de imagens os animais foram 

anestesiados conforme o procedimento descrito para a intervenção cirúrgica, com 

posterior injeção intravenosa do radiofármaco na veia da cauda, tendo este uma 

atividade de 100±15 MBq (STAMICIS ®, Molecular IBA, Spain) ao final de uma, cinco e 

dez semanas após a implantação das linhas celulares nos animais. As imagens foram 

adquiridas numa câmara gama – Millennium 2010 GE-Healthcare, controlada por 

computador – software GenieAcq, e efetuadas em duas fases sequenciais. Durante a 

fase dinâmica as imagens foram adquiridas a cada 30 s, durante 10 min. Posteriormente 

foram adquiridas imagens estáticas aos 10, 30, 60, 90 e 120 min após a administração 

do radiofármaco. As imagens foram então transferidas para uma estação de controlo 

Xeleris (HP xw6400) para processamento. 
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3. Procedimentos gerais 

 

A. Estudos imuno-histoquímicos 

Os controlos adequados, positivos e negativos, para cada anticorpo foram 

utilizados de acordo com as instruções do fabricante, por forma a obter a melhor 

intensidade de sinal. Os controlos positivos foram obtidos em sobrenadantes de 

espécimes cirúrgicos do Serviço de Anatomia Patológica do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra, e para os controlos negativos foi utilizada IgG não imune em 

substituição do anticorpo humano, de acordo com o estipulado por Hewitt et al414. Os 

controlos positivos seguiram as recomendações da American Society of Clinical 

Oncology/College of American Pathologists, no que respeita ao tempo de isquemia fria 

e tempos de fixação dos espécimes cirúrgicos415. Este procedimento reveste-se de 

particular importância, pois só uma seleção criteriosa de tecidos para controlo 

possibilita a avaliação da especificidade e sensibilidade do processo de marcação imuno-

histoquímico416. No Serviço de Anatomia Patológica do CHUC os controlos estão 

disponíveis em bloco multitecidos, construído como os controlos supramencionados e 

de acordo com a metodologia preconizada por Kononen et al417. Os tecidos foram re-

incluidos num bloco recetor de parafina, dispostos numa matriz específica e, antes da 

sua utilização, seccionados e corados com coloração de H&E por forma a aferir a sua 

representatividade, integridade e qualidade morfológica418.  

Os tecidos foram cortados em secções de 4 μm de espessura num micrótomo 

rotativo semiautomatizado de tipo Minot, Leica Biosystems RM2245, sendo colocados 

em lâminas Superfrost Plus (Thermo Scientific, Oeiras, Portugal) – tecido de interesse na 

região central e respetivos controlos no terço inferior da lâmina. Os cortes histológicos 

foram colocados em estufa (Memmerth UFE500) a 60ºC, durante 35 min, por forma a 

facilitar o processo de adesão à lâmina. 

Os tecidos foram posteriormente sujeitos a um processo de desparafinização em 

xilol (VWR, Radnor, EUA) e hidratação, recorrendo a soluções de etanol com 

concentrações progressivamente decrescentes.  

A fixação em formol induz ligações cruzadas em diversos antigénios, incluindo os 

de interesse. A recuperação antigénica foi efetuada com imersão das lâminas em 

solução tampão EDTA-Tris, (CC1, Ventana Medical Systems, Arizona, EUA), à 

temperatura de 95ºC, com pH 8, e durante 8 min, num módulo de pré-tratamento 

específico – PT Link (Dako, Glostrup, Dinamarca). Seguiu-se um período de 

arrefecimento gradual – 20 min – até obtenção de uma temperatura de 60ºC. As lâminas 

foram lavadas com água destilada e as ligações inespecíficas e indesejadas foram 

bloqueadas com solução hiperproteica tamponada durante 4 min – Antibody Diluent 

(Ventana Medical Systems, Arizona, EUA). As lâminas foram finalmente incubadas com 

os anticorpos primários e lavadas com PBS. 

A caracterização imuno-histoquímica foi efetuada numa plataforma Ventana 

Marker Platform Bench Mark ULTRA IHC/ISH, com recurso a um sistema de deteção 
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multimérico indireto, livre de biotina – Optiview DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical 

Systems, Arizona, EUA), com temperatura otimizada em 36ºC.  

A inibição da peroxidase endógena foi efetuada à custa de OptiView Peroxidase 

Inhibitor (Ventana Medical Systems, Arizona, EUA) – uma solução de H2O2 a 3% em 

tampão fosfato, durante 10 min. A deteção dos antigénios baseia-se num cocktail de 

anticorpos secundários IgG e IgM (cabra anti-ratinho e anti-coelho) – OptiView HQ 

Universal Linker (Ventana Medical Systems, Arizona, EUA), conjugados com um hapteno 

não endógeno 3-hidroxi-2-quinoxalina, durante 12 min. As lâminas foram 

posteriormente lavadas com PBS – Reaction Buffer (Ventana Medical Systems, Arizona, 

EUA), sendo utilizado o sistema de deteção suprarreferido, num período de 8 min. O 

anticorpo primário foi revelado após a incubação das lâminas com 3,3’-

diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) a 0,2 % e com H2O2 a 0,04% – OptiView H2O2 

(Ventana Medical Systems, Arizona, EUA) durante 8 min, através de uma coloração 

castanha, intensificada pela adição de sulfato de cobre a 5 %, OptiView Copper (Ventana 

Medical Systems, Arizona, EUA) durante 4 min. As amostras foram posteriormente 

contrastadas com hematoxilina (Ventana Medical Systems, Arizona, EUA) e com 

carbonato de lítio (numa concentração de 0,1 M, Ventana Medical Systems, Arizona, 

EUA) e carbonato de sódio (numa concentração de 0,5 M, Ventana Medical Systems, 

Arizona, EUA), dando uma tonalizada azulada à lâmina. Finalmente as lâminas foram 

lavadas em água corrente, desidratadas em concentrações crescentes de etanol, 

diafanizadas com xilol e preservadas com meio sintético específico – Quick-D mounting 

medium (Klinipath, Breda, Netherland). 

Os anticorpos utilizados nas diversas tarefas, e suas características, podem ser 

consultados na tabela 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAL E MÉTODOS – PROCEDIMENTOS GERAIS 

87 
 

 

 
Tabela 5. Características dos anticorpos utilizados nas diversas tarefas. P53 – proteína 53; CK20 – 
citoqueratina 20; CDX2 - Homeobox protein CDX-2; CD44 – cluster of differentiation 44; CD133 – cluster of 
differentiation 133; CEA – antigénio carcinoembrionario; VEGF – fator de crescimento endotelial vascular; 
MLH1 – homólogo 1 do MutL; MSH2 – homólogo 2 da proteína MutS; - homólogo 6 da proteína MutS; 
PMS2 – homólogo 2 do PMS1; CD68 – cluster of differentiation 68; PD-L1 – ligando de morte programada 
1; HER-2 – Recetor 2 do fator de crescimento epidermoide humano; ALDH1 – Aldehyde dehydrogenase 1. 

Antigénio Clone Diluição Recuperação 

antigénica 

Fonte 

P53 DO-7 1:50 Ultra CC1 Dako 

CK20 KS20.8 1:50 Ultra CC1 Thermo 

Scientific 

CDX2 AMT 28 1:50 Ultra CC1 Leica 

Ki67 MIB-1 1:50 Ultra CC1 Dako 

Vimentina V9 1:50 Ultra CC1 Ventana 

CD44 SP37 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

CD133 17A6.1 1:100 Ultra CC1 Millipore 

E-caderina NCH-38 1:50 Ultra CC1 Dako 

β-catenina Clone 14 Pronto a usar Ultra CC1 CellMarque 

CEA CEA31 Pronto a usar Ultra CC1 CellMarque 

VEGF VG1 1:50 Ultra CC1 Dako 

MLH1 M1 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

MSH2 G219-1129 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

MSH6 44 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

PMS2 EPR3947 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

CD68 KP-1 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

PD-L1 22C3 1:40 Ultra CC1 Dako 

HER-2 4B5 Pronto a usar Ultra CC1 Ventana 

ALDH1 EP1933Y Pronto a usar Ultra CC1 Abcam 

 

 

 

B. Visualização microscópica e aquisição de imagens 

As amostras foram observadas num microscópio ótico – Nikon Eclipse 50i e as 

imagens foram obtidas utilizando uma câmara Nikon-Digital Sight DS-Fi1. 
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4. Análise estatística 

 

4.1. Estudo clínico 

 

 Nesta tarefa o estudo estatístico foi efetuado com recurso ao software SPSS™, 

versão 21.0 para Windows (Chicago, EUA).  

Os dados quantitativos estão expressos em média±desvio padrão e range quando 

apresentam distribuição normal, com expressão em mediana±desvio padrão e range 

quando não se verificou distribuição normal. A distribuição normal foi avaliada de 

acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

As variáveis contínuas em análise foram avaliadas utilizando o teste t de Student 

e variáveis categóricas foram analisadas com recurso ao teste do Chi-quadrado.  

Quando efetuados testes de associação, este foram realizados de acordo com o 

teste de Friedman, teste de log-rank, coeficiente de correlação de Spearman e análise 

de variância (ANOVA).  

As curvas de sobrevivência foram delineadas com o método de Kaplan-Meyer e 

comparadas com o teste de log-rank. As variáveis selecionadas pela análise de Kaplan-

Meyer foram posteriormente incorporadas em estudo multivariado executado com o 

modelo de regressão de Cox, com definição da taxa de risco (HR, do inglês Hazard Ratio) 

e intervalo de confiança (CI, do inglês confidence interval) a 95%. O HR está associado a 

uma variável em estudo, indicando se a mesma está associada a um risco maior ou 

menor de um determinado evento, sendo esse evento definido como morte ou recidiva 

tumoral. O seu cálculo foi efetuado com base no quociente entre o risco de ocorrer 

determinado evento num grupo A (por exemplo morte) e o risco de ocorrer esse evento 

num grupo B. O HR é também denominado de risco relativo, por causa dessa associação, 

pois permite a comparação do risco de um evento ocorrer em dois grupos. Se o HR foi 

superior a um, o risco no grupo A é superior. 

Para efeitos de sobrevivência global (OS), esta foi definida como o espaço de 

tempo entre a cirurgia colorretal (no componente de carcinoma colorretal e 

microambiente) e hepatectomia (no componente de hepatectomia por metástases 

hepáticas de carcinoma colorretal e gástrico) e a morte do doente ou o último registo 

de vida.  

A recorrência tumoral foi definida como lesão ou lesões malignas detetadas por 

métodos imagiológicos/patológicos ou aumento dos valores dos marcadores tumorais 

séricos.  

A sobrevivência livre de doença (DFS) foi definida como o tempo de intervalo 

entre a hepatectomia e a recorrência tumoral ou morte do doente.  

Para os exames supracitados foi definido significado estatístico para p<0,05. 
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4.2. Estudo pré-clínico 

 

No que diz respeito ao estudo pré-clínico, os achados referentes ao modelo 

animal e para cada linha tumoral utilizada, nomeadamente a sobrevivência global aos 

60 dias, a incidência tumoral, a invasão neural e a doença metastática foram analisados 

de forma descritiva e estão expressos em percentagem. 

Para avaliação dos testes de citotoxidade, os dados obtidos foram analisados 

com testes não paramétricos com recurso a software GraphPad Prism version 5.0f, Mac 

OS X (GraphPad Software, La Jolla California EUA).  
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Capítulo V 

Resultados 
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Conforme detalhado no material e métodos, o estudo pré-clínico versou então a 

caracterização do microambiente tumoral em doentes com CRC em situação de 

imunossupressão específica, nomeadamente por transplante hepático e/ou renal.  

Foi ainda avaliado o microambiente das metástases hepáticas, mais 

concretamente sob a forma dos padrões de crescimento histológicos, fenótipo tradutor 

de uma relação específica tumor/parênquima não tumoral, quer no que concerne a 

metástases de carcinoma colorretal, quer em metástases de carcinoma gástrico, 

estabelecendo impacto prognóstico. 

O modelo animal ortotópico de CRC foi realizado com o intuito de recriar esses 

resultados e possibilitar a translação de conhecimento para o mecanismo humano de 

doença. 
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1. Estudo clínico 

1.1 Carcinoma colorretal e microambiente 

A. Amostra em estudo 

Coorte dos doentes submetidos a transplante hepático 

Foram isolados cinco doentes, previamente submetidos a transplante hepático 

(janeiro 1992 – dezembro 2016), num total de 755 doentes submetidos a transplante 

hepático neste período de tempo, perfazendo uma incidência de 1:151, todos do género 

masculino, com idade média de 53,4±8,08 anos aquando do transplante (range 43-62). 

Quatro (83,3%) apresentavam cirrose de etiologia alcoólica; o doente restante (17,7%) 

apresentava cirrose biliar secundária por colangite biliar primária. Um dos doentes com 

cirrose alcoólica tinha um carcinoma hepatocelular (CHC) bem diferenciado, G1, com 2 

cm e sem invasão vascular (pTNM – T1) e outro tinha um nódulo necrótico, sem 

evidência de neoplasia nem história prévia de tratamento. O doente com colangite biliar 

primária apresentava também um historial de colite ulcerosa, sem sinais de displasia em 

estudos endoscópicos prévios e comprovados por biópsia. Ressalva-se que o doente 

com CHC foi submetido a transplante renal oito meses após transplante hepático, por 

falência renal idiopática. Todos os dadores eram AB0 compatíveis, com mediana de 

idades de 50±8,23 anos (range 44-65), três do género masculino e dois do género 

feminino. Todos os doentes cumpriram regime de imunossupressão com prednisolona, 

tacrolimus, everolimus e micofenolato de mofetil. 

O diagnóstico de CRC ocorreu após uma mediana de 55,2±26,13 meses (range 

16-77) após o transplante hepático, tendo os doentes aquando do diagnóstico uma 

mediana de 58±10,19 anos (range 44-69). No que diz respeito à sobrevivência global 

(OS) os doentes apresentaram uma mediana de 28±9,86 meses, com dois doentes 

falecidos nos primeiros dois meses, conforme exemplificado na figura 29. 

 

Figura 29. Curva de sobrevivência de Kaplan-Meyer para a coorte de transplante hepático. 
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Coorte dos doentes submetidos a transplante renal 

Sete doentes, previamente submetidos a transplante renal (janeiro 1992 – 

dezembro 2016), num total de 2662 intervenções, traduzindo uma incidência de 1:380, 

cinco do género masculino (71,4%) e dois do género feminino (28,6%), com média de 

idade aquando da transplantação de 52,75±17,57 anos (range 24-70). Nenhum dos 

doentes tinha hábitos alcoólicos ou tabágicos. No que diz respeito a comorbilidades, 

cinco doentes apresentavam dislipidemia; um deles exibia concomitantemente 

hipertensão arterial. Um doente tinha diabetes mellitus. Todos fizeram diálise antes do 

transplante renal durante uma mediana de 45,43±25,55 meses (range 9-84). 

No que diz respeito à etiologia da falência renal, em dois doentes resultou de 

glomerulonefrites crónicas, dois de doença renal poliquística e um dos doentes realizou 

transplante por nefrotoxicidade; dois doentes tinham falência renal de causa 

indeterminada. Todos os rins transplantados foram provenientes de dadores do género 

masculino, AB0 compatíveis, com mediana de idades de 43,71±17,59 anos (range 27-

57). 

Todos os doentes estiveram sob imunossupressão durante uma mediana de 

10,86±6,37 meses (range 2-17), com uma combinação de pelo menos três fármacos. 

Todos os doentes fizeram prednisolona e dois doentes estiveram também sob 

terapêutica com azatioprina e ciclosporina A. Para além destes fármacos 

imunossupressores outros foram utilizados como a rapamicina (um doente), tacrolimus 

(quatro doentes), micofenolato de mofetil (dois doentes) e globulina antitimócito (um 

doente). 

Nenhum doente teve infeção por vírus Epstein Barr (EBV) e cinco tiveram infeção 

por citomegalovírus (CMV). Apenas em dois doentes se verificaram episódios de rejeição 

aguda e em apenas um doente se observou rejeição crónica. 

O diagnóstico de CRC ocorreu após uma mediana de 117,85±76,97 meses (range 

14-197) após transplante renal, tendo os doentes nesse momento uma mediana de 

61,43±16,65 anos (range 34-78). Os tumores exibiram uma prevalência no cólon direito 

quando comparados com o cólon esquerdo (4:3). 

Relativamente à OS, todos os doentes faleceram, com uma sobrevivência 

mediana de 135,28±67,74 meses (range 36-204) após o transplante renal e 

117,86±76,98 meses (range 14-197) após o diagnóstico de CRC, como é possível 

observar na figura 30.  
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Figura 30. Curva de sobrevivência de Kaplan-Meyer para a coorte de transplante renal. 

 

B. Estudo histológico 

Nos doentes submetidos a transplante hepático, o CRC estava localizado no 

cólon direito em dois doentes e no cólon esquerdo em três, tendo quatro doentes sido 

submetidos a cirurgia. Ao estudo macroscópico, dois tumores eram ulcerados e dois 

eram circunferenciais e estenosantes.  

No que diz respeito à densidade do infiltrado inflamatório associado, em dois 

CRC o infiltrado inflamatório era de baixa densidade, e quanto à sua composição esses 

tumores exibiam baixo número/ausência de eosinófilos. Em duas das neoplasias eram 

evidentes extensas áreas de necrose. 

Na coorte dos doentes com CRC após transplante hepático, dois doentes 

estavam em estádios avançados de doença (Estádio III/IV).  

Quando avaliado o seu padrão de crescimento, três CRC revelaram padrão de 

crescimento de tipo infiltrativo e um de tipo expansivo, representados na figura 31.  
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Figura 31. Crescimento tumoral de tipo infiltrativo, com “linguetas tumorais” que envolvem o 
tecido adjacente, H&E 20x (A); Crescimento tumoral de tipo expansivo, com compressão do tecido 

adjacente, H&E 20x (B). 

 

Dos doentes que desenvolveram CRC após transplante renal, seis doentes foram 

submetidos a cirurgia. Ao estudo macroscópico, quatro tumores eram ulcerados e dois 

eram circunferenciais e estenosantes.  

Ao estudo histológico todos os CRC revelaram um padrão de crescimento de tipo 

infiltrativo e cinco dos doentes estavam em estádios avançados de doença (Estádio 

III/IV). Quando analisada a densidade do infiltrado inflamatório, foi evidente uma baixa 

densidade em três dos doentes e, quando analisada a composição do mesmo, todos os 

tumores exibiam baixo número/ausência de eosinófilos. 

Três tinham infiltrado inflamatório de baixa densidade associado, e todos os cinco 

CRC exibiam extensas áreas de necrose (figura 32). 

 

Figura 32. Carcinoma colorretal com extensa necrose intratumoral, indicador de crescimento rápido 

e agressivo, H&E 20x. 
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Não se obteve diferença estatística entre a mediana de idades dos doentes 

aquando do diagnóstico de CRC, nem entre a mediana de tempo entre o transplante e 

a deteção do CRC nos dois grupos (p=0,182). 

No que diz respeito ao subtipo histológico, todos os tumores de ambas as coortes 

correspondiam a adenocarcinomas de baixo grau, três deles com áreas de produção de 

muco – correspondendo a menos de 50% do volume tumoral. Três em dez tumores não 

registaram invasão linfovascular; os seis restantes tinham uma média de 4,67±4,03 

gânglios linfáticos positivos (range 1-11). 

As características clínicas e patológicas de ambas as coortes podem ser consultadas 

na tabela 6.  
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Tabela 6. Dados clínicos e patológicos dos doentes das coortes de transplantes hepático e renal. 

*parâmetros avaliados apenas nos doentes submetidos a cirurgia. 
 Coorte de transplantação 

hepática 

Coorte de 

transplantação renal 

Número de doentes N = 5 N=7 

Média de idade aquando do transplante ± desvio 

padrão (anos) 

53,4±8,08 52,75±17,57 

Género 

Masculino 

Feminino 

 

5 

 

5 

2 

História prévia de colite ulcerosa 

Não 

Sim 

 

4 

1 

 

- 

Mediana de tempo de desenvolvimento de 

carcinoma colorretal após transplante ± desvio 

padrão (meses) 

55±10,19 

 

117,85±76,97 

Mediana de idade do diagnóstico de carcinoma 

colorretal ± desvio padrão (anos) 

55,2±26,13 61,43±16,65 

Localização do tumor 

Cólon direito 

Cólon esquerdo 

 

2 

3 

 

3 

4 

Número de doentes submetidos a cirurgia de 

carcinoma colorretal 

4 6 

Estádio tumoral (AJCC)* 

Estádio II 

Estádio III/IV 

 

2 

2 

 

1 

5 

Padrão de crescimento* 

Infiltrativo 

Expansivo 

 

3 

1 

 

6 

0 

Metástases linfáticas* 

Não 

Sim 

 

2 

2 

 

2 

4 

Infiltrado inflamatório* 

Baixo grau 

Alto grau 

 

2 

2 

 

3 

3 

Número de eosinófilos* 

Baixo/Ausente 

Intermédio/Alto 

 

2 

2 

 

6 

0 

Necrose* 

Focal/Intermédia 

Alta 

 

2 

2 

 

1 

5 

Instabilidade de microssatélites 

Instável 

Estável 

 

2 

3 

 

2 

5 

Status TP53 

Wild type 

Mutado 

 

2 

3 

 

4 

3 

Expressão de cancer stem cells 

CD44 

ALDH1 

CD133 

 

3 

4 

5 

 

4 

5 

7 

Presença de células Natural Killer*  

Negativo 

Positivo 

 

4 

0 

 

6 

0 

Expressão de PD-L1  

Negativo 

Positivo 

 

5 

0 

 

7 

0 

Status KRAS 

Wild-type 

Mutado 

 

2 

3 

 

5 

2 
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No que diz respeito ao estudo imuno-histoquímico e genético os resultados foram 

os seguintes: 

a) Instabilidade de microssatélites 

O estudo da instabilidade de microssatélites (MSI) revelou perda de expressão para 

as proteínas de reparação do DNA em dois doentes da coorte de transplantação 

hepática (33,3%) e em dois doentes da coorte de transplantação renal (28,6%). Dois 

doentes revelaram perda isolada de MSH6 e um doente exibiu perda de MSH2 e MSH6, 

conforme se exibe na figura 33A. 

 

Figura 33. Estudos imuno-histoquímicos: A – perda de expressão para MSH2 nas células tumorais, 
com positividade nos linfócitos (controlo interno), 100x; B – sobre-expressão para P53 na maioria 
das células tumorais, 100x; C – elevada expressão de CD44 nas células tumorais, sob a forma de 
padrão membranar, 200x; D – ausência de células NK no infiltrado inflamatório intra tumoral, 
avaliada com anticorpo anti-CD56, com positividade nas fibras neurais aprisionadas (controlo 

interno), 100x. 

b) Status TP53 

A avaliação de mutações TP53, por via de estudo imuno-histoquímico, foi detetada 

em três doentes (60%) da coorte de transplantação hepática e em três doentes (42,9%) 

da coorte de transplantação renal. Um exemplo da sobre-expressão de P53 pode ser 

visto na figura 33B. 

A B 

C D 
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c) Expressão de cancer stem cells  

Nos dois grupos identificou-se elevada expressão de marcadores de cancer stem 

cells. Todos os tumores expressavam CD133, elevada expressão de CD44, como 

exemplificado na figura 33C, em 60% e 57,1%, e expressão de ALDH1 em 80% e 71,4%, 

na coorte de transplantação hepática e renal, respetivamente. 

d) Avaliação de células NK e expressão de PD-L1 

Em todos os tumores não foram identificadas células NK (positivas para CD56), com 

os respetivos controlos extrínsecos e intrínsecos (componente neural) positivos, com 

representação na figura 33D.  

No que diz respeito à expressão de PD-L1, não se obteve expressão nas células tumorais 

em nenhum dos CRC – score 0. 

e) Avaliação da mutação KRAS 

O estudo genético revelou mutação no gene KRAS em três doentes (60%) na coorte 

de transplantação hepática e em dois doentes (28,6%) na coorte de transplantação 

renal. Nos doentes sem mutação KRAS identificada, o estudo genético incluiu pesquisa 

NRAS e BRAF, que foi negativa. 

O estudo imuno-histoquímico e genético, conjuntamente com as características 

clínicas e patológicas podem ser consultadas na tabela 6. 
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1.2 Metástases hepáticas de carcinoma do cólon 

 

A. Amostra em estudo 

Após uma mediana de 31,7 meses (range 0-72) de follow-up, 74 doentes (67%) 

desenvolveram recidiva tumoral, estando os restantes 36 doentes (33%) livres de 

recorrência neoplásica. A mediana de OS após hepatectomia por metástase hepática de 

CRC (CRCLM) foi de 52 meses, com OS de 68,5% e 47,5% aos 3 e 5 anos, respetivamente. 

A sobrevivência livre de doença (DFS) foi, respetivamente, de 29,9% e 21,7% aos 3 e 5 

anos. Quarenta doentes (36%) morreram de doença, 29 dos quais (73%) por recorrência 

intra-hepática e 9 (23%) por recorrência à distância. À data do último follow-up 48 

doentes estavam vivos, 27 dos quais (56%) com registo de recidiva neoplásica e 21 (44%) 

sem evidência de doença. Recorrência intra-hepática foi identificada em 48 doentes 

(44%) e em outras localizações em 24 doentes (22%). 

As curvas de sobrevivência global e de sobrevivência livre de doença estão 

representadas na figura 34. 

 

Figura 34. Curvas de Kaplan-Meier referentes à sobrevivência global (A) e à sobrevivência livre de 

doença (B). 

B. Quimioterapia neoadjuvante (NAC) 

 

O uso de quimioterapia neoadjuvante não se associou a pior sobrevivência global 

(p=9,395), mas a sobrevivência livre de doença foi menor no grupo submetido a NAC (9 

vs. 23 meses, p<0,001), quando comparado com o grupo submetido apenas a cirurgia, 

conforme se demonstra na figura 35. 

 

 



RESULTADOS – ESTUDO CLÍNICO 
METÁSTASES HEPÁTICAS DE CARCINOMA DO CÓLON 

103 
 

 
 

Figura 35. Curvas de Kaplan-Meier comparando a sobrevivência global (A) e a sobrevivência livre de 

doença (B) entre o grupo submetido apenas a cirurgia e o grupo submetido a quimioterapia 

neoadjuvante. É possível observar uma diferença estatisticamente significativa na sobrevivência livre de 

doença (p<0.001) com menor sobrevivência no grupo submetido a quimioterapia neoadjuvante. 

 

Esta diferença não foi significativa para a sobrevivência livre de recorrência 

hepática (p=0,179). 

Uma comparação entre os dois grupos, um grupo submetido a QTNA e cirurgia e 

outro grupo apenas a cirurgia, revela que os doentes do grupo submetido a 

quimioterapia neoadjuvante tinham mais frequentemente apresentação síncrona 

(71,9% vs. 28,1% p< 0,001), múltiplas metástases hepáticas (63,5% vs. 36,5%, p < 0,001), 

distribuição bilobar (63,4% vs. 36,6%, p=0,009) e foram submetidos mais 

frequentemente a ressecção síncrona do tumor primário e das metástases hepáticas 

(19,2% vs. 3,4%, p = 0,008). 

Estes achados estão refletidos na tabela 7. 
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Tabela 7. Comparação das caraterísticas clínicas entre o grupo de doentes submetido a quimioterapia 

neoadjuvante e cirurgia e o grupo de doentes sujeito apenas a cirurgia. QTNA – quimioterapia 

neoadjuvante. 

Parâmetros Grupo QTNA 

(n =52) 

Grupo cirúrgico 

(n = 58) 

Valor de 

p 

Idade dos doentes (anos) 62,13 ± 9,21 64,50 ± 10,94 0,226 

Localização do tumor primário 

Cólon (%) 

Reto (%) 

Cólon e Reto (%) 

 

32 (61,5) 

19 (36,5) 

1 (1,9) 

 

41 (70,7) 

13 (22,4) 

4 (6,9) 

 

0,156 

Gânglios linfáticos positivos (%) 

Gânglios linfáticos negativos (%) 

37 (71,2) 

15 (28,8) 

38 (65,5) 

20 (34,5) 

0,513 

Apresentação síncrona (%) 

Apresentação metácrona (%) 

41 (78,8) 

11 (21,2) 

16 (27,6) 

42 (72,4) 

< 0,001 

Metástase única (%) 

Múltiplas metástases (%) 

12 (23,1) 

40 (76,9) 

35 (60,3) 

23 (39,7) 

<0,001 

Mediana do maior diâmetro da 

metástase hepática (range) 
47,84 ± 38,99 37,93 ± 22,52 0,118 

Distribuição unilobar (%) 

Distribuição bilobar (%) 

26 (50) 

26 (50) 

43 (74,1) 

15 (25,9) 

0,009 

Ressecção síncrona (%) 

Ressecção metácrona (%) 

10 (19,2) 

42 (80,8) 

2 (3,4) 

56 (96,9) 

0,008 

Hepatectomia minor (%) 

Hepatectomia major (%) 

29 (55,8) 

23 (44,2) 

41 (70,7) 

17 (29,3) 

0,104 

 

 

C. Análise histológica 

Observou-se uma ressecção tumoral completa (R0) em sessenta e cinco doentes 

(59,1%) e em 45 doentes uma margem cirúrgica positiva (R1 ou R2). A maioria dos 

doentes registaram resposta patológica à NAC (TRG1-4), mas em apenas 4 (4%) dos 

doentes se observou resposta patológica completa (TRG1). A espessura tumoral na 

interface tumor-parênquima hepático (TTNI) foi superior a 0,5 mm em 68 doentes 

(61,8%).  

Relativamente ao padrão de crescimento tumoral, o mais frequente foi o 

expansivo (30%), seguido do padrão desmoplásico (21%), sendo o infiltrativo o menos 

frequente (18%). 

 A percentagem de CRCLM a exibir resposta histológica foi significativamente 

superior em doentes submetidos a NAC do que nos doentes apenas submetidos a 

intervenção cirúrgica (HR 1,667, 95% CI 1,043-2,663, p=0,022). No grupo dos doentes 
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tratados com FOLFOX registou-se uma predominância do padrão expansivo (HR 2,438, 

95% CI 1,087-5,470, p=0,031). 

 Na análise univariada os seguintes fatores foram preditores de pior 

sobrevivência global: idade superior ou igual a 70 anos (HR 5,520, p=0,019), metástase 

ganglionar linfática aquando da ressecção do tumor primário (HR 5,746, p=0,017), 

metástase hepática maior com diâmetro máximo superior ou igual a 3 cm (HR 4,578, 

p=0,032) e morbilidade major (HR 4,516, p=0,034).  

 Estes resultados estão resumidos na tabela 8. 

Tabela 8. Características clínicas e patológicas com impacto na sobrevivência global, mais concretamente 

associadas a pior sobrevivência global. HR – Hazard Ratio. 

Características Número de doentes 

(%) 

Sobrevivência 

global 

Valor de p HR 

Idade (anos) 

≥ 70  

< 70 

 

77 (70) 

33 (30) 

 

0,019 

 

5,520 

Status ganglionar linfático 

Positivo 

Negativo 

 

73 (66,4) 

37 (33,6) 

 

0,017 

 

5,746 

Número de metástases hepáticas 

Múltiplas 

Única 

 

63 (57,3) 

47 (42,7 

 

0,007 

 

7,365 

Maior diâmetro da metástase hepática (cm) 

≥ 3  

< 3  

 

62 (56,4) 

48 (43,6) 

 

0,032 

 

4,578 

Complicações pós-operatórias 

Morbilidade major 

Morbilidade minor 

 

9 (8,2) 

97 (88,2) 

 

0,034 

 

4,516 

Padrão de crescimento expansivo da metástase 

hepática 

Sim 

Não 

 

 

33 (30) 

77 (70) 

 

 

0,014 

 

 

6,029 

 

No que diz respeito a fatores associados a menor sobrevivência livre de doença, 

a presença de múltiplas metástases hepáticas (HR 17,049, p<0,001), apresentação 

síncrona de CRC e CRCLM (HR 9.982, p=0.002), lesões metastáticas com distribuição 

bilobar (HR 8,082, p=0,004), ressecção hepática major (HR 4,294, p=0,038) e 

morbilidade pós-operatória major (HR 4,170, p=0,041) foram associadas a menor 

sobrevivência livre de doença. 

No que respeita à sobrevivência livre de recorrência hepática, esta foi 

influenciada negativamente por diagnóstico síncrono de CRC e CRCLM (HR 5,850, 

p=0,016) e por metástases hepáticas com distribuição bilobar (HR 6,041, p=0,014). 
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Estes fatores com influência na sobrevivência livre de doença e na sobrevivência 

livre de recorrência hepática estão expostos na tabela 9. 

Tabela 9. Fatores clínicos e patológicos com influência na sobrevivência livre de doença e na sobrevivência 

livre de recorrência hepática. HR – Hazard Ratio. CRCLM – metástases hepáticas de carcinoma colorretal.  

Características  Número de 

doentes 

(%) 

Sobrevivência livre 
de doença 

Sobrevivência livre de 
recorrência hepática 

Valor de 

p 

HR Valor de p HR 

Apresentação das CRCLM 

Síncronas  

Metácronas 

 

57 (51,8) 

53 (48,2) 

 

0,002 

 

9,982 

 

0,016 

 

5,850 

Número de metástases 

Múltiplas 

Solitária 

 

63 (57,3) 

47 (42,7) 

 

< 0,001 

 

17,049 

 

0,126 

 

- 

Distribuição das CRCLM 

Bilobar  

Unilobar 

 

41 (37,3) 

69 (62,7) 

 

0,004 

 

8,082 

 

0,014 

 

6,041 

Quimioterapia neoadjuvante 

Sim 

Não 

 

52 (47,3) 

58 (52,7) 

 

< 0,001 

 

13,767 

 

0,179 

 

- 

Hepatectomia 
Major 
Minor 

 
40 (36,4) 
70 (63,6) 

 
0,038 

 

4,294 

 

0,838 

 

- 

Complicações pós-operatórias 

Morbilidade major 

Morbilidade minor 

 

9 (8,2) 

97 (88,2) 

 
0,041 

 

4,170 

 

0,719 

 

- 

Margem cirúrgica hepática 

Positiva 

Negativa 

 

65 (59,1) 

45 (40,9) 

 
0,029 

 

4,776 

 

0,584 

 

- 

Padrão de crescimento expansivo 

da metástase hepática 

Sim 

Não 

 

 

33 (30) 

77 (70) 

 
 

0,004 

 

 

8,274 

 

 

0,296 

 

- 

Padrão de crescimento 

desmoplásico da metástase 

hepática 

Sim 
Não 

 
 

 

23 (20,9) 

87 (79,1) 

 
 
 

0,012 

 
 
 

6,310 

 
 
 

0,891 

 
- 

 

 A margem de ressecção cirúrgica livre de neoplasia não teve impacto significativo 

na OS quando comparada com os doentes com margem cirúrgica positiva (HR 2,093, 

p=0,148), no entanto os doentes com margem cirúrgica positiva exibiram uma 

diminuição significativa da DFS (HR 4,774, p=0,029). Não se obteve diferenças entre 

recidiva intra e extra-hepática nos dois grupos (p=0,584). 
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A regressão patológica do tumor não teve associação significativa com OS 

(p=0,144), DFS (p=0,488) ou sobrevivência livre de recorrência hepática (p=0,158) como 

é possível observar na figura 36. 

 

Figura 36. Diversos graus de regressão tumoral patológicos (TRG), das metástases hepáticas de carcinoma 
colorretal. TRG 1 corresponde à ausência de tumor residual, com fibrose abundante; TRG 2 corresponde 
a escasso tumor viável, num estroma com abundante fibrose; TRG 3 a tumor residual mais viável num 
estroma predominantemente fibroso; TRG 4 to tumor residual extensamente viável, predominando sobre 
a fibrose; TRG 5 a tumor extensamente viável com rara fibrose. Imagem disponível em: Falcão D. et al. 
Histopathologic patterns as markers of prognosis in patients undergoing hepatectomy for colorectal 
cancer liver metastases: Pushing growth as an independent risk factor for decreased survival. Eur. J. Surg. 
Oncol. (2018). doi:10.1016/j.ejso.2018.03.023. 

 

Quando avaliada a determinação do TTNI, a mesma não revelou impacto na 

sobrevivência global (p=0,463) e na sobrevivência livre de recorrência hepática 

(p=0,375) para doentes com TTNI superior ou igual a 0,5 mm.  

Quando avaliado o impacto do TTNI na sobrevivência livre de doença verificou-

se que esta era inferior em doentes com TTNI superior ou igual a 0,5 mm, mas sem 

significado estatístico (p=0,086), conforme se pode verificar na figura 37. 



RESULTADOS – ESTUDO CLÍNICO 
METÁSTASES HEPÁTICAS DE CARCINOMA DO CÓLON 

108 
 

 

Figura 37. Curvas de Kaplan-Meier referentes à sobrevivência livre de doença das metástases hepáticas 
de carcinoma colorretal com a espessura do tumor na interface com o parênquima não tumoral (TTNI) 

nos grupos com espessura inferior a 0,5 mm e igual ou superior a 0,5 mm. 

 

Duas representações da medição do TTNI podem ser vistas na figura 38. 

 

Figura 38. Dois exemplos da medição da espessura na interface tumor-parênquima hepático (TTNI), 
ambas com TTNI superior a 0,5 mm. Medição efetuada com recurso a software especializado e 

devidamente calibrado, H&E 40x (á esquerda) e 20x (à direita). 

 

Relativamente ao estudo do padrão de crescimento histológico, observou-se que 

este tinha impacto na sobrevivência global e na sobrevivência livre de doença.  

O padrão de crescimento expansivo foi associado a pior OS (HR 6,029, p=0,014), 

assim como efeito significativo e deletério, com consequente pior DFS (HR 8,274, 

p=0,004), conforme demonstrado na figura 39. 
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Figura 39. Curvas de Kaplan-Meier refletindo a associação estatisticamente significativa do padrão de 

crescimento expansivo. Observa-se uma menor sobrevivência global nos doentes com metástases 

hepáticas de carcinoma colorretal de padrão expansivo (A) e menor sobrevivência livre de doença (B). 

 

Nem todas as associações dos padrões de crescimento tiveram impacto 

negativo. Conforme se poderá verificar na figura 40, observou-se associação do padrão 

de crescimento desmoplásico com melhor DFS (HR 0,16, p=0,012), no entanto tal efeito 

não teve significado estatístico na OS (p=0,280).  

 

Figura 40. Curvas de Kaplan-Meier representativa do efeito do padrão de crescimento desmoplásico de 

metástases hepáticas de carcinoma colorretal. É possível observar uma associação estatisticamente 

significativa entre o padrão de crescimento desmoplásico e melhor sobrevivência global. 
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Quando analisados os fatores preditores independentes em análise multivariada, 

identificou-se invasão ganglionar linfática como fator para pior OS (p=0,037). Uma 

margem cirúrgica positiva em hepatectomia exibiu associação com menor DFS 

(p=0,018). O padrão de crescimento expansivo demonstrou impacto deletério na OS e 

DFS (p=0,007 e p=0,004, respetivamente). No que diz respeito à sobrevivência livre de 

recorrência hepática encontrava-se diminuída pela apresentação síncrona de CRC e 

CRCLM (p=0,044) e na ausência de resposta histológica tumoral (TRG5) (p=0,018).  

Estes fatores estão sumariados nas tabelas 10 e 11. 

Tabela 10. Fatores clínicos e patológicos com influência na sobrevivência global após análise multivariada. 

HR – Hazard Ratio. CI – confidence interval. 

 Sobrevivência global 

 Valor de p HR 95% CI 

Gânglios linfáticos positivos 0,037 2,590 1,061-6,324 

Padrão de crescimento expansivo 0,007 2,850 1,328-6,117 

 

Tabela 11. Fatores clínicos e patológicos com influência na sobrevivência livre de doença e na 

sobrevivência livre de doença hepática após análise multivariada. HR – Hazard Ratio. CI – confidence 

interval. 

 Sobrevivência livre de 

doença 

Sobrevivência livre de doença 

hepática 

 Valor 

de p 

HR 95% CI Valor 

de p 

HR 95% CI 

Apresentação síncrona - - - 0,039 2,168 1,038-4,528 

Margem de ressecção 

cirúrgica positive em 

hepatectomia 

0,018 1,908 1,119-3,254 - - - 

Padrão de crescimento 

expansivo 

0,004 2,344 1,323-4,155 - - - 

Ausência de resposta 

tumoral (metástase 

hepática)  

- - - 0,021 2,434 1,146-5,172 
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1.3 Metástases hepáticas de carcinoma gástrico 

 

A. Amostra em estudo 

Mortalidade pós-operatória ocorreu em um doente (3,5%) após gastrectomia 

total, esofagectomia distal e segmentectomia hepática devido a deiscência 

anastomótica, com consequente sépsis e disfunção multiorgânica.  

Em quatro (21,1%) doentes foi registada morbilidade major (graus IIIa-IVb de 

Dindo; fístula biliar, biloma, efusão pleural e hemoperitoneu) e em dois dos doentes 

(10,5%), observou-se morbilidade minor (graus I e II de Dindo) mais concretamente com 

infeção superficial do local cirúrgico e abcesso intraperitoneal. A mediana de 

internamento foi de 10 dias (range 4-35) 

O follow-up decorreu durante uma mediana de 17 meses (range 0,5-135) e a OS 

aos 3 e 5 anos foi de 33,3% e 26,7%, respetivamente. A mediana de sobrevivência global 

foi de 17 meses (range 0,5-135). Dois doentes sobreviveram mais de dez anos após 

hepatectomia. A sobrevivência livre de doença aos 3 e 5 anos foi de 23,8%, 

representadas na Figura 41.  

 
 

Figura 41. Curvas de Kaplan-Meier relativamente à sobrevivência geral (OS) e à sobrevivência livre 
de doença (DFS) dos doentes submetidos a hepatectomia por metástases hepáticas de carcinoma 

gástrico. 

Em dez dos doentes foi detetada recorrência de doença (52,6%), nomeadamente 

a nível hepático em oito (42,1%), cutâneo em um (5,3%) e peritoneal em um (5,3%). Em 

seis (31,6%) dos doentes esta recorrência tumoral foi detetada no primeiro semestre 

após hepatectomia. Um dos doentes (5,3%) foi submetido a re-hepatectomia para 

ressecção de recorrência intra-hepática.  

A recorrência tumoral foi a causa de morte de oito doentes (42,1%), sendo que 

apenas um doente (5,3%) faleceu por causa não tumoral. Os restantes seis doentes 
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(31,6%) faleceram por causas não determinadas. À data do último follow-up, quatro 

doentes (21,1%) estavam vivos e um (5,3%) tinha desenvolvido recorrência tumoral. 

 

B. Estudo histológico 

A gastrectomia conseguiu uma excisão completa da neoplasia (R0) em 18 casos 

(94,7%) e incompleta (R1) em um caso (5,3%). No âmbito da doença metastática, as 

margens cirúrgicas foram classificadas como R0 em 11 doentes (57,9%), R1 em cinco 

doentes (26,3%) e R2 em um (5,3%). 

Um tumor primário (10%) e quatro metástases hepáticas (30,1%) revelaram 

positividade para HER-2 (score 3+). Em dois casos o score HER-2 foi positivo nas 

metástases com negatividade no tumor primário. 

No que diz respeito ao padrão de crescimento das metástases, observou-se 

padrão infiltrativo em seis (31,6%), expansivo em cinco (26,3%) e desmoplásico em seis 

(31,5%), representados na figura 42.  

 
Figura 42. As metástases hepáticas de carcinoma gástrico exibem um padrão de crescimento 

sobreponível às metástases hepáticas de carcinoma colorretal: A) padrão de crescimento infiltrativo 
– o tumor permeia por entre as trabéculas e sinusoides, mas sem disrupção da arquitetura 

hepática, H&E 40x; B) padrão de crescimento desmoplásico – o tumor está separado por uma banda 
de tecido fibroso, contendo linfócitos, H&E 40x; C) padrão de crescimento expansivo – o tumor 

expande e comprime os hepatócitos adjacentes, H&E 40x. 

 

Quando se analisaram os fatores clínicos e histológicos com impacto na OS, foi 

possível identificar que a ausência de morbilidade major (HR 13,183; p<0,001) e mais de 

oito meses entre gastrectomia e hepatectomia (HR 5,516; p=0,019) foram fatores de 

maior OS. A ressecção metácrona teve impacto favorável na DFS (HR 4,064; p=0,044), 

bem como intervalo entre cirurgias superior a oito meses (HR 8,50; p=0,004). 

 A análise univariada identificou fatores associados a melhor OS, nomeadamente 

no tumor primário: localização no corpo e antro (HR 8,065; p=0,005), subtipo histológico 

papilar e adenocarcinoma, NOS (HR 5,845; p=0,016), tipo intestinal de Lauren (HR 

13,333; p<0,001), estádios T1 e T2 (HR 5,997; p=0,014) e tumores de baixo grau (G1 e 

G2) (HR 5,113; p=0,024). 
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Relativamente às metástases os fatores associados a melhor OS foram: 

metástase maior com tamanho igual ou inferior a 2 cm (HR 3,927, p=0,048) e padrão de 

crescimento desmoplásico (HR 4,741, p=0,029), conforme se pode observar na figura 

43.  

 

Figura 43. Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para a sobrevivência global (OS) para os 
doentes submetidos a hepatectomia por metástases hepáticas de carcinoma gástrico: OS do grupo 

com padrão desmoplásico vs. outros (p=0,029). 

 

No que respeita à DFS, o estudo das características histológicas evidenciou que 

o subtipo histológico papilar e adenocarcinoma, NOS (HR 11,895; p=0,001), estádio T1 e 

T2 (HR 4,749; p=0,029), ratio de gânglios linfáticos metastizados/gânglios linfáticos 

totais <0,5 (HR 4,076; p=0,043), padrão de crescimento desmoplásico das metástases 

hepáticas (HR 5,013; p=0,025) e tamanho da maior metástase hepática igual ou inferior 

a 2 cm (HR 3,871; p=0,049) apresentaram valor significativo para melhor DFS. 

Estas associações podem ser consultadas na tabela 12. 
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Tabela 12. Características clínicas e patológicas da população em estudo – doentes submetido a ressecção 
hepática por metástases de carcinoma gástrico, com os respetivos preditores de sobrevivência global e 
livre de doença (p<0,05). HR – hazard ratio; GCLM – metástase hepática de carcinoma gástrico; N0 – 
gânglios linfáticos sem metástase; N+ - um ou mais gânglios linfáticos com doença metastática; G1 – bem 
diferenciado; G2 – moderadamente diferenciado; G3 – pouco diferenciado; R0 – margem livre; R1 – 
margem livre inferior a 1 mm; R2 – compromisso macroscópico do plano operatório; TRG – grau de 
regressão tumoral; TTNI – espessura do tumor na interface tumor/parênquima não tumoral. 

Parâmetros 
No. de doentes 

(%) 

Sobrevivência 

global 

Sobrevivência livre 

de doença 

HR 
Valor 

de p 

HR Valor de 

p 

Género 

Masculino 

Feminino 

 

13 (68,4%) 

6 (31,6%) 

1,544 0,214 3,038 0,081 

Idade 

≤60 

>60 

 

14 (73,7%) 

5 (26,3%) 

0,121 0,728 0,347 0,556 

Distribuição das metástases 

Unilobares 

Bilobares 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

0,271 0,603 0,095 0,758 

Número de metástases 

     ≤2 

     >2 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

1,350 0,245 1,799 0,180 

Tamanho da maior GCLM 

     ≤20 

     >20 

 

7 (36,8%) 

12 (63,2%) 

3,927 0,048 3,871 0,049 

Diagnóstico 

Síncrono 

Metácrono 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

0,081 0,776 0,661 0,416 

Intervalo entre diagnóstico e 

hepatectomia 

≤6 meses 

     >6 meses 

 

 

14 (73,7%) 

5 (26,3%) 

0,831 0,362 1,598 0,206 

Intervalo entre cirurgias 

≤8 meses 

>8 meses 

 

10 (52,6%) 

9 (47,4%) 

5,516 0,019 8,505 0,004 

Hepatectomia 

Síncrona 

Metácrona 

 

7 (36,8%) 

12 (63,2%) 

3,473 0,062 4,064 0,044 

Extensão da hepatectomia 

Minor 

Major 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

0,282 0,596 0,000 0,984 

Quimioterapia neoadjuvante para o 

tumor primário 

      Sim 

      Não 

 

 

2 (10,5%) 

17 (89,5%) 

0,283 0,595 1,400 0,237 

Quimioterapia neoadjuvante para o 

tumor secundário 

Sim 

Não 

 

 

12 (63,2%) 

7 (36,8%) 

0,004 0,947 0,281 0,596 

Quimioterapia adjuvante para o 

tumor primário 

Sim 

Não 

 

 

1 (5,2%) 

18 (94,8%) 

0,386 0,534 0,017 0,895 
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Quimioterapia adjuvante para o 

tumor secundário 

Sim 

Não 

 

 

13 (68,4%) 

6 (31,6%) 

0,031 0,860 0,591 0,442 

Situação pós-operatória 

Morbilidade major 

Morbilidade minor 

 

5 (26,3%) 

14 (73,7%) 

13,183 <0,001 3,150 0,076 

Localização do tumor primário 

      Proximal 

      Distal 

 

4 (21,1%) 

15 (78,9%) 

8,065 0,005 2,057 0,151 

Estádio do tumor primário 

      ≤T2 

      >T2 

 

3 (15,8%) 

16 (84,2%) 

5,997 0,014 4,749 0,029 

Metástases ganglionares linfáticas 

      N0 

      N+ 

 

4 (21,2%) 

15 (78,9%) 

1,726 0,189 1,520 0,218 

Ratio gânglios linfáticos 

metastizados/totais 

      <0.5 

      ≥0.5 

 

13 (76,5%) 

4 (23,5%) 
1,799 0,18 4,076 0,043 

Grau do tumor primário 

     G1/G2 

     G3 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

5,113 0,024 1,945 0,163 

Tipo de Lauren 

     Difuso/Indeterminado 

     Intestinal 

 

3 (15,8%) 

16 (84,2%) 

13,333 <0,001 2,583 0,108 

Subtipo histológico 

     Papilar/adenocarcinoma, NOS 

     Outro 

 

11 (57,9%) 

8 (42,1%) 

5,845 0,016 11,895 0,001 

Invasão vascular tumor primário 

     Ausente 

     Presente 

 

1 (6,7%) 

14 (93,3%) 

3,088 0,079 0,005 0,945 

Status das margens da metástase 

      R0 

      R1/R2 

 

12 (66,7%) 

6 (33,3%) 

0,180 0,671 0,347 0,556 

Padrão de crescimento das 

metástases 

     Desmoplásico 

     Não desmoplásico 

 

6 (35,3%) 

11 (64,7%) 
4,741 0,029 5,013 0,025 

TRG 

     ≤3 

     ≥4 

 

4 (33,3%) 

8 (66,7%) 

2,188 0,139 2,668 0,102 

TTNI 

     <5 mm 

     ≥5 mm 

 

3 (30%) 

7 (70%) 

0,051 0,822 0,301 0,583 

 

Quando analisados os fatores independentes de prognóstico em análise 

multivariada, a ausência de morbilidade major, localização do tumor primário no corpo 

e antro e padrão de crescimento desmoplásico das metástases hepáticas revelaram-se 

como fatores independentes preditivos de maior OS (p<0,005). 
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2. Modelo animal 

 

A. Caracterização das linhas celulares 

A caracterização morfológica das células das linhas celulares LS1034, C2BBe1 e 

WiDr revelou, tanto pela coloração de H&E quer pela coloração de Papanicolau, células 

com marcada variabilidade na forma e tamanho, com multinucleação, núcleos 

hipercromáticos e pleomorfismo nuclear severo, bem como citoplasma vacuolizado de 

acordo com o observado na figura 44. 

 
Figura 44. Aspetos morfológicos das células das linhas celulares tumorais utilizadas: nas células das três 
linhas é evidente marcada anisocitose e anisocariose, com núcleos hipercromáticos e multinucleação. A 
– linha celular C2BBe1, H&E 400x; B – linha celular C2BBe1, coloração Papanicolau 400x; C – linha celular 

WiDr, H&E 400x; D – linha celular WiDr, coloração Papanicolau 400x. 

Nos estudos imuno-histoquímicos, as células da linha celular C2BBe1 apresentavam 

marcação focal, mas forte, para CK20, expressão forte e difusa para CDX2, ausência de 

marcação para P53, conforme representado na figura 45A, com um índice proliferativo 

de 90%. Para as células da linha celular WiDr obteve-se um padrão forte e difuso para 

CK20, difuso e de intensidade fraca para CDX2, marcação nuclear para P53 em cerca de 

80% das células neoplásicas, exposto na figura 45B e um índice proliferativo de cerca de 

80%. Por último, as células da linha celular LS1034 exibiram marcação forte e difusa para 

CK20, difusa e de fraca intensidade para CDX2, expressão nuclear para P53 em 50-75% 

das células tumorais e um índice proliferativo de 80%. A expressão de vimentina foi 
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negativa em todas as células das três linhas celulares. A expressão de E-caderina foi forte 

e completa e a marcação para beta-catetina foi membranar nas células de todas as 

linhas celulares. As células das três linhas celulares expressavam marcação para CEA. O 

estudo com MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 revelou preservação da expressão nuclear para 

as 4 proteínas de reparação do DNA em todas as linhas celulares, indicando uma baixa 

probabilidade de instabilidade de microssatélites. No que diz respeito à expressão de 

CD44, esta foi positiva nas células da linha celular WiDr, indiciando a presença de cancer 

stem cells, representada na figura 45C. Não se obteve expressão para CD133 nas células 

das linhas celulares estudadas. A marcação para VEGF foi forte nas células da linha 

celular WiDr, revelada na figura 45D, com expressão muito ténue e focal nas células das 

restantes linhas celulares.  

Figura 45. Estudos imuno-histoquímicos: ausência de expressão para P53 nas células da linha celular 
C2BBe1, 400x (A); marcação nuclear forte e difusa para P53 nas células da linha celular WiDr, 400x (B); 
expressão membranar de CD44 nas células da linha celular WiDr, 400x (C); expressão membranar forte 

para VEGF nas células linha celular WiDr, 400x (D). 
 

 As características imuno-histoquímicas das células das três linhas celulares estão 

resumidas na Tabela 13.  
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Tabela 13. Resumo dos resultados imuno-histoquímicos nas células de cada uma das respetivas linhas 
celulares. F: expressão focal (em menos de 50% das células); D: expressão difusa (em 50% ou mais das 
células); S: marcação de intensidade forte; W: marcação de fraca intensidade; 0: sem marcação nuclear; 
3: expressão nuclear em 50-75% das células; 4: marcação nuclear em mais de 75% das células; N: negativo; 
P: positivo; Mb – marcação membranar; E-c: E-caderina; B-c: beta-catenina; sIMS – status de instabilidade 
de microssatélites; MSS – estabilidade de microssatélites. 

 
 

B. Testes de citotoxicidade 

Por forma a avaliar a sensibilidade e a citotoxicidade específica a células NK das 

linhas celulares de CRC utilizadas neste estudo, foi utilizado um teste de desgranulação 

comparando o aumento reativo de CD107a após co-cultura das três linhas tumorais com 

células NK provenientes de dadores humanos saudáveis. Como referência foi utilizada 

uma linha celular sensível a citotoxicidade NK, mais concretamente a linha K562, obtida 

através de cultura de uma leucemia mieloide crónica. As linhas celulares revelaram 

sensibilidade diminuída a morte celular induzida por células NK, patente na figura 46A, 

e baixa secreção de IFN-γ, conforme se poderá ver na figura 46B.  

 

 

 

 

 

Linha 

celular 

CK20 CDX2 P53 Ki67 VMT CD44 CD133 CEA E-c Β-c sIMS 

LS1034 D/S W/D 3 80% N N N S/D S Mb MSS 

C2BBe1 F/S D/S 0 90% N N N S/D S Mb MSS 

WiDr D/S F/S 4 80% N P N W/D S Mb MSS 
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Figura 46. (A) Dot plots obtidos por citometria de fluxo revelando desgranulação (percentagem (%)) de 
células NK com CD107a após co-cultura com linhas celulares de carcinoma colorretal (CRC), sem 

estimulação (NS) e com estimulação com IL-2 recombinante humana (rhIL-2) por 24h proveniente de 
dadores saudáveis. Os dot plots comparam a percentagem de expressão de CD107a com o número de 
linfócitos CD3 negativos e CD56 positivos (CD3-/CD56+) e representam cada linha celular, incluindo a 

linha de referência K562, e condição, não estimulada (NS) e estimulada com rhIL-2. 
(B) Representação gráfica da análise da desgranulação de células NK obtidas de 20 dadores saudáveis. 
Observou-se diminuição significativa da sensibilidade para a lise celular induzida por células NK para as 

três linhas celulares de CRC, quando comparadas com a linha sensível K562. A estimulação com IL-2 
aumenta a percentagem de células tumorais mortas para todas as linhas celulares, no entanto, as linhas 

celulares de CRC continuam a exibir uma sensibilidade inferior e estatisticamente significativa para 
morte celular induzida por células NK. 
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 A estimulação com rhIL-2 durante 24h promoveu a restauração parcial das 

capacidades citotóxicas das células NK, embora num nível inferior ao observado na linha 

celular de controlo K562, demonstrado na figura 47. 

Figura 47. Representação gráfica das células NK secretoras de IFN-γ obtidas de 20 dadores 
saudáveis, após co-cultura com as linhas tumorais de CRC A habilidade para induzir a produção de 

citocinas das células NK está significativamente reduzida por todas as linhas celulares. As linhas 
LS1034 e C2BBe1 aparentam uma resposta significativa após estimulação com rhIL-2, quando 

comparadas com a linha WiDr. NK – células natural killer. IFN-γ – Interferão gama. 

 

 As células NK após interação com as células alvo realizam secreção de citocinas, 

efeito esse observado para o IFN-γ – quando comparado com os testes de 

desgranulação, tendo-se verificado um potencial equivalente das linhas celulares 

LS1034 e C2BBe1. As comparações entre as três linhas celulares permitiram estabelecer 

uma hierarquia no que diz respeito à capacidade de resistência à morte por células NK 

e de produção de citocinas. 

C. Modelo ortotópico de carcinoma do cego e da transição retossigmoide 

A mortalidade perioperatória foi nula, mas após a cirurgia e antes da inoculação 

das células de CRC – 18º dia, a mortalidade foi de 9% (n=2 do grupo A), deixando um 

total de 20 animais do grupo A vivos a essa data. No grupo B e grupo C não se registaram 

mortes.  

Relativamente às taxas de sobrevivência após inoculação das linhas celulares, até 

aos 60 dias após implantação, registou-se uma sobrevivência global de 90,9% (50 de 55). 
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A taxa de sobrevivência por grupo foi de 90,9% (20 de 22, grupo A), 85,7% (18 de 21, 

grupo B) e 100% (12 de 12, grupo C), conforme retratado na tabela 14. 

 

 

 

Tabela 14. Taxas de sobrevivência global, desenvolvimento tumoral local e à distância dos animais de 

acordo com as três diferentes linhas tumorais inoculadas. 

 Linha celular 

WiDr C2BBe1 LS1034 

Cego Retossigmoide Cego Retossigmoide Cego Retossigmoide 

Sobrevivência global 

(%) aos 60 dias de 

estudo 

6/6 

(100) 

14/16 (87,5) 6/6 

(100) 

12/15 (80) 6/6 

(100) 

6/6 (100) 

       

Incidência tumoral (%) 3/6 

(50) 

10/16 (62,5) 0/6 

(0) 

8/15 (53,3) 0/6 

(0) 

0/6 (0) 

Invasão neural (%) 0/6 

(0) 

1/16 (6,25) 0/6 

(0) 

0/15 (0) 0/6 

(0) 

0/6 (0) 

Metástases linfáticas 

(%) 

0/6 

(0) 

0/16 (0) 0/6 

(0) 

0/15 (0) 0/6 

(0) 

0/6 (0) 

Metástases 

hepaticas/pulmonares 

(%) 

0/6 

(0) 

0/16 (0) 0/6 

(0) 

0/15 (0) 0/6 

(0) 

0/6 (0) 

 

D. Análise histológica 

A análise histológica revelou resultados diferentes para cada uma das três linhas 

celulares inoculadas, com diferentes arquiteturas e padrões morfológicos. 

No grupo A, após inoculação da linha WiDr, 59% dos animais (13 de 22) 

desenvolveram tumores primários – 3 de 6 no cego (representado na figura 48) e 10 de 

16 na colostomia distal.  
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Figura 48. Colostomia com lesão nodular (seta negra), submucosa, que ao estudo histológico 
correspondia a adenocarcinoma. 

 

Os tumores foram maioritariamente classificados como adenocarcinomas 

moderadamente/pouco diferenciados, reproduzidos na figura 49, com morfologia 

similar à observada no ser humano, sem evidência de doença metastática.  

Figura 49. Imagens representativas de uma amostra histológica isolada de um estoma colorretal 
após inoculação com 1x107 células da linha celular WiDr: A – tumor desenvolvido na parede do 

cólon, com um padrão expansivo, H&E 40x; B – arquitetura tumoral: tumor sólido com focos 
cribriformes e esboço de lúmen glandular, com elevado número de mitoses, incluindo formas 

atípicas (setas negras), H&E 400x. 
 

Foram observadas ainda características de invasão local, nomeadamente 

disseminação neural via plexo mioentérico, exibida na figura 50. 
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Figura 50. Imagem representativa de uma amostra histológica isolada de um estoma colorretal após 
inoculação com 1x107 células da linha celular WiDr: invasão neural do plexo mioentério (seta negra), 

sendo possível visualizar ainda reação de corpo estranho, reação comum neste tipo de modelos animais 
(ponta de seta vermelha), H&E 40x. 

 

Relativamente ao grupo B, onde os animais foram inoculados com a linha 

tumoral C2BBe1, 38% dos animais (8 de 21) desenvolveram tumores primários, apenas 

a nível da colostomia distal. Os tumores foram classificados como 

moderadamente/pouco diferenciados, por vezes exibindo arquitetura mucinosa e 

micropapilar, sobreponível à que se observa em pacientes humanos, conforme se 

poderá observar na figura 51. 

Figura 51. Imagens representativas de amostras histológicas isoladas de um estoma colorretal após 
inoculação com 1x107 células da linha celular C2BBe1: tumor com padrão mucinoso e micropapilar, H&E 

40x (à esquerda) e 20x (à direita). 

 No grupo C, nenhum dos animais inoculados com a linha celular LS1034 

desenvolveu tumor primário. 

A taxa de desenvolvimento de tumores primários e secundários pode ser 

consultada na tabela 14. 

No que diz respeito aos estudos imuno-histoquímicos complementares, obteve-

se marcação para P53 e CD44 nos animais inoculados com a linha celular WiDr, quer no 

tumor primário quer nos implantes neurais, representadas na figura 52, bem como 
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expressão de VEGF na periferia do tumor, evidente na figura 53. Estes achados são 

consistentes com os obtidos na caracterização das linhas celulares. 

 

Figura 52. Imunomarcação para P53 (A) e CD44 (B) nos implantes neurais de adenocarcinoma do cólon 
obtidos com a inoculação da linha celular WiDr, 100x. 

 

 

Figura 53. Imunomarcação para VEGF, evidente na periferia do adenocarcinoma do cólon obtido com a 
inoculação da linha celular WiDr, 40x. 

 

 

E. Avaliação in vivo por métodos de medicina nuclear 

No que diz respeito às técnicas de medicina nuclear utilizadas, observou-se 

captação de 99mTc-MIBI nas áreas de projeção correspondentes ao local de inoculação 

das linhas celulares nos animais. Estes achados estavam em relação com o estudo 

anatomopatológico. 
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O carcinoma colorretal (CRC) é uma neoplasia com elevada incidência. Em 2018 

foi o segundo cancro mais comum na Europa, com cerca de 500.000 novos casos419, e 

no que respeita a mortalidade foi responsável por 9,2% de todas as mortes relacionadas 

com cancro, ocupando assim o segundo lugar nesta categoria7. Apesar de todos os 

esforços na promoção de um estilo de vida saudável, rastreio e campanhas de 

prevenção de CRC, a incidência deste tumor tem aumentado, especialmente em 

doentes mais jovens420, muito provavelmente em associação com o denominado “estilo 

de vida ocidental”, com consequências a nível de saúde pública e encargos 

financeiros421. Estudos epidemiológicos estimam que a incidência de CRC irá aumentar 

até 2030 em cerca de 60%, com mais de 2 milhões de novos casos e mais de um milhão 

de mortes3. 

A grande causa de morte nestes doentes deve-se a doença disseminada161. A 

grande maioria das metástases de CRC estão localizadas no fígado, com cerca de 25% 

dos doentes a apresentarem-se com doença síncrona e cerca de 70% dos doentes a 

desenvolverem metástases hepáticas metácronas422,423. Em pacientes com doença 

hepática localizada, a cirurgia apresenta-se como a única opção curativa, com bons 

resultados aos 5 e 10 anos, atingindo sobrevivências globais respetivamente de 40% e 

25%424; em coortes selecionadas de doentes com CRCLM a sobrevivência livre de doença 

pode atingir os 97% aos 10 anos após cirurgia425, embora, apesar destes cenários 

favoráveis, nem todos os doentes são candidatos a cirurgia. 

O desenvolvimento de agentes de quimioterapia mais eficazes e o refinar de 

técnicas cirúrgicas levou a um aumento do número de doentes passíveis de cura, no 

entanto a importância da correta seleção de doentes deverá ser efetuada com maior 

tenacidade. Nem todos os doentes revelam benefício a longo prazo da cirurgia, exibindo 

recorrência hepática de CRCLM nos primeiros dois anos após cirurgia426. Para além disso, 

a cirurgia hepática está associada a riscos de morbilidade e mortalidade peri-operatória, 

com compromisso da qualidade de vida427,428. Estes dados revestem-se de importância 

acrescida quando atualmente há opções menos invasivas e com menor morbilidade 

quando comparadas com a hepatectomia, como por exemplo a ablação térmica, 

podendo competir com a ressecção hepática a nível da sobrevivência global429. 
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1. Carcinoma colorretal e microambiente 

 

O contexto no qual o CRC se desenvolve é igualmente de importância. Conforme 

pudemos observar, doentes que desenvolveram CRC após transplante hepático e renal, 

revelaram uma doença muito agressiva, com elevada mortalidade, devido a baixa 

atividade do sistema imune, limitando algumas terapias. Mais uma vez a deteção 

precoce e a correta seleção de doentes para cirurgia é fundamental. Um conhecimento 

mais detalhado do microambiente tumoral deverá permitir uma seleção mais 

personalizada dos doentes. Novos genes de fusão têm sido identificados nos CRCs, com 

terapêuticas dirigidas a alvos moleculares eficazes, tal como o NTRK. Este tem revelado 

particulares associações com o microambiente tumoral tais como a instabilidade de 

microssatélites, a produção de mucina pelo tumor, denso infiltrado inflamatório 

tumoral e lateralidade (cólon esquerdo), abrindo possibilidades de terapia 

personalizada228. Estas alterações genéticas, embora menos frequentes no CRC, podem 

ser importantes em contextos específicos, nomeadamente imunossupressão. 

Neste âmbito, o trabalho visou uma caracterização detalhada do CRC e do seu 

microambiente tumoral, num cenário específico de imunossupressão. 

Os nossos resultados confirmam que o CRC, numa situação de imunossupressão, 

neste caso após transplante de órgão sólido, apresenta uma mortalidade elevada, 

tendo-se observado que os doentes da coorte de transplante renal faleceram todos após 

uma mediana de 8 meses.  

Ambas as coortes apresentaram uma incidência elevada de CRC, mais 

concretamente, de 1:151 na coorte do transplante hepático e de 1:380 na coorte do 

transplante renal, quando comparadas com a população geral1,3. Os doentes de ambas 

as coortes apresentavam CRC com uma idade mediana de 55 anos, no que diz respeito 

à coorte hepática, e 61 anos relativamente à coorte dos doentes com transplante renal, 

contra a idade mediana de 67 anos, descrita em seer.cancer.gov (acedido em 

fevereiro/2019)430.  

No que diz respeito à localização do CRC, ambas as coortes exibiam uma 

preferência para o cólon esquerdo, no entanto o reduzido número de doentes não 

permitiu retirar conclusões. Não obstante, esta preferência poderá traduzir-se em 

opções terapêuticas diferentes, uma vez que doentes com CRC do cólon esquerdo estão 

descritos na literatura como beneficiários de terapia adjuvante com regimes baseados 

em 5-FU e terapias com anti-EGFR, estando associados com melhor prognóstico; já os 

doentes com CRC do cólon direito não respondem bem à quimioterapia convencional, 

mas poderão beneficiar de terapias imunes com base na sua carga mutacional 

elevada275 
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Do ponto de vista histológico os tumores apresentavam características de maior 

agressividade biológica, com extensa necrose em sete dos dez doentes submetidos a 

cirurgia, atributo que tem sido apontado como indicador de pior prognóstico431. A 

grande maioria dos doentes apresentou-se em estádios avançados de doença, 

nomeadamente estádio III e IV em sete de dez doentes submetidos a cirurgia, e nove 

destes apresentavam um crescimento de tipo infiltrativo associado a alto grau de tumor 

budding e disrupção tecidular, e consequentemente, pior prognóstico, conforme o 

descrito por Koelzer et al.387 

O microambiente tumoral exibiu, em 50% dos tumores, uma baixa atividade 

inflamatória, e em oito dos dez doentes submetidos a cirurgia o número de eosinófilos 

era baixo ou mesmo ausente. Estes achados estão em consonância com uma maior 

agressividade tumoral, visto que um elevado número de eosinófilos está normalmente 

associado a um microambiente com capacidade de modulação tumoral432. A densidade 

do infiltrado inflamatório também é um bom biomarcador de melhor prognóstico, com 

maior sobrevivência global e livre de doença nos doentes que apresentavam um 

infiltrado inflamatório mais denso no estroma peritumoral433. Os doentes estudados 

neste trabalho apresentaram inflamação do estroma peritumoral de baixa densidade, 

em relação com o estado de imunossupressão e consequente modulação do 

microambiente. Ainda em associação com estes achados, o número de células Natural 

Killer (NK) estava igualmente diminuído, sem células NK detetáveis por imuno-

histoquímica. As células NK são capazes de reconhecer as células tumorais e promover 

a sua destruição, especialmente as células promotoras de crescimento tumoral434. Por 

outro lado, tem sido reconhecida a capacidade das células tumorais iludirem este 

mecanismo de defesa, como um evento promotor do crescimento tumoral; assim, as 

terapias que visam estimular as células NK têm vindo a ser desenvolvidas e descritas 

como eficazes no tratamento do CRC435–437. Ambas as coortes de doentes apresentavam 

depleção de células NK, podendo indicar que em situação de imunossupressão as 

terapias com base em células NK não serão eficazes. 

Ainda no âmbito do microambiente tumoral, os tumores da amostra de doentes 

estudada não expressaram programmed death ligand 1 (PD-L1). A expressão de PD-L1 

tem vindo a ser reportada, nos últimos anos, como um marcador para terapêutica com 

inibidores dos checkpoints imunes no CRC438. A expressão de PD-L1 pelas células 

tumorais induz a supressão do eixo PD1/PD-L1 e a sua deteção por métodos de imuno-

histoquímica constitui um bom marcador de provável resposta à terapêutica com 

inibidores dos checkpoints imunes; estes fármacos potenciam a capacidade do sistema 

imune de interagir com as células tumorais e promover a sua destruição231,439. Em 

doentes imunossuprimidos, como neste caso, cada estratégia anti-tumoral será de 

considerar, sendo que, normalmente, um elevado número de linfócitos intratumorais 

está associado a sobre-expressão de PD-L1440. No entanto, na totalidade dos doentes 

estudados, o sistema imune apresentou uma atividade reduzida e sem expressão de PD-
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L1, o que permite inferir que esta abordagem terapêutica não parece ser eficaz. Apesar 

do exposto, a terapia com inibidores dos checkpoints imunes pode ser uma 

possibilidade, mesmo com ausência de expressão para PD-L1, desde que outros fatores 

estejam presentes, nomeadamente instabilidade de microssatélites (MSI) e alta carga 

mutacional tumoral441. 

No que diz respeito às características intrínsecas do tumor, registou-se uma 

frequência aumentada de MSI, mais concretamente de 40%, quando comparada com os 

10-15% descritos na literatura para CRC442. Isto poderá ser consequência de um erro de 

amostragem, consequência da escolha de CRC após transplante, ou estar em associação 

com um subgrupo de CRC definido por características moleculares246 que poderá 

beneficiar do estado de imunossupressão para se desenvolver. O conhecimento do 

estado de MSI é deveras importante, pois pode abrir uma janela terapêutica com 

fármacos anti-PD-L1, mesmo na ausência de expressão de PD-L1439,440,443. Associação 

com síndrome de Lynch nos doentes com MSI foi excluída através da consulta dos 

registos médicos dos doentes. 

Em ambas as coortes, os CRC exibiram ainda sobre-expressão de cancer stem 

cells (CSC), através da avaliação imuno-histoquímica com CD133, CD44 e ALDH1. A 

presença de CSC é um fator bem conhecido de agressividade tumoral e de resistência à 

terapia329,444–446. Desta forma, a sobre-expressão destes marcadores, nas coortes de 

doentes estudadas, poderá estar associada a um microambiente deficitário em 

atividade imune, incapaz de ter sob controlo a evolução clonal das células tumorais. 

A avaliação da expressão de P53 revelou mutação em 50% dos doentes, o que 

está de acordo com o descrito na literatura447, representando um comportamento mais 

agressivo e associado a resistência às terapias antitumorais convencionais448. Por 

último, foram encontradas mutações KRAS em cinco doentes (41,7%), frequência em 

consonância com o descrito na literatura449. A pesquisa de mutações do gene KRAS é 

efetuada de forma rotineira de doentes com CRC em estádio avançado, visto que são 

sinónimas de resistência aos fármacos anti-EGFR e estão associadas a uma doença mais 

agressiva450. 

Este estudo apresenta algumas limitações, nomeadamente a natureza 

retrospetiva e uni institucional das coortes clínicas.  

No que diz respeito à coorte de doentes que desenvolveram CRC após transplante 

hepático e/ou renal é preciso ter em consideração que alguns doentes que foram 

transplantados na nossa instituição são seguidos noutros centros hospitalares, com 

perda de follow-up, pelo que a nossa coorte de doentes com CRC após transplante 

poderá ser ainda superior. No entanto, não há muitas coortes acerca deste assunto, e 

no caso de CRC após transplante hepático, a maioria das publicações foca-se nos 

doentes submetidos a transplante hepático por colangite esclerosante primária, 

representando um conjunto muito específico de doentes, normalmente com colite 
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ulcerosa associada e, consequente, risco aumentado de CRC451,452. Os estudos referidos 

na literatura exibem números similares aos das nossas coortes452–458, no entanto apenas 

descrevem incidência, localização de CRC e estádio tumoral, sem uma classificação 

detalhada do tumor, nomeadamente a presença de MSI, mutações TP53, cancer stem 

cells e a descrição do microambiente tumoral. 
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2. Metástases hepáticas de carcinoma do cólon e gástrico 

 

A disseminação metastática para o fígado é ainda um desafio terapêutico. 

Fatores relativos ao hospedeiro e ao próprio tumor necessitam de ser tomados em 

consideração para uma intervenção multidisciplinar e personalizada.  

Não obstante a importância do CRC primário, atendendo a que a mortalidade se 

deve na sua maioria a lesões secundárias, a necessidade de uma abordagem 

personalizada para as CRCLM é de uma importância fulcral, com discussão de doentes 

em estádio IV em reunião multidisciplinar459. A decisão por uma opção cirúrgica deverá 

ter por base não apenas a possibilidade de ressecção da lesão, mas também a biologia 

do tumor e do doente, necessitando por isso de biomarcadores específicos e sensíveis, 

capazes de auxiliar essa decisão multidisciplinar460. 

Os níveis elevados de marcadores tumorais séricos, nomeadamente o CEA, têm 

sido ligados a pior prognóstico461,462. Outros fatores igualmente reconhecidos como 

associados a pior prognóstico são: o tamanho da maior CRCLM; a evidência de doença 

extra-hepática – mais concretamente pulmonar e peritoneal; um menor tempo entre a 

apresentação do CRC primário e a CRCLM; e apresentação síncrona do tumor primário 

e da metástase424. A caracterização mais frequente de mutações RAS em doentes com 

CRC tem sido de valor acrescido, com identificação de menor sobrevivência global em 

doentes com mutações KRAS463. O valor prognóstico isolado de cada fator é limitado e 

vários scores têm sido propostos para providenciar uma avaliação de risco, no entanto 

estes scores, embora úteis, podem ser limitados para uma decisão denominada de 

individualizada464. Estes critérios representam ainda apenas a agressividade tumoral e 

não traduzem a tão desejada interação tumor / hospedeiro, essencial para compreender 

a relação entre estes dois compartimentos e progredir no caminho da medicina 

personalizada. 

A ressecção hepática é o gold standard de tratamento de doentes com CRCLM e 

é a intervenção aceite em metástases hepáticas de outras localizações; mesmo doentes 

considerados inicialmente irressecáveis podem ser tratados com quimioterapia 

neoadjuvante e posterior hepatectomia, com baixa morbilidade407,465. 

Nos últimos anos várias técnicas cirúrgicas para o tratamento de CRCLM têm 

emergido250, desde hepatectomias a dois tempos466,467 a intervenções poupadoras de 

parênquima468, com ou sem termodestruição469. Recentemente, e em situações 

selecionadas, o transplante hepático tem vindo a ser uma possibilidade, aumentando o 

leque terapêutico470. De uma forma geral podemos encarar as metodologias cirúrgicas 

em dois grandes grupos: um que contempla cirurgias radicais, a dois tempos, com 

hipertrofia hepática acelerada, tal como a Associating Liver Partition with Portal Vein 

Ligation for Staged Hepatectomy, que defende que as metástases na proximidade de 

pedículos vásculo-biliares devem ser submetidas a ressecções completas (R0), com o 
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sacrifício inevitável de grandes volumes de parênquima hepático. Normalmente 

necessitam de modulações do fluxo venoso hepático466,471,472, e embora atrativas, 

apresentam elevada morbilidade e mortalidade e baixa probabilidade de re-

hepatectomia em caso de recorrência hepática; o outro grupo contempla ressecções a 

tempo único, poupadores de parênquima, ainda que à custa de margens cirúrgicas 

positivas (R1). Esta última estratégia preserva uma maior quantidade de tecido hepático 

e apresenta menor morbilidade, permitindo ainda uma maior taxa de re-hepatectomias 

em caso de recorrência intra-hepática. Neste contexto estudos têm demonstrado que a 

ressecção cirúrgica justa estruturas vasculares (R1) apresenta uma sobrevivência global 

similar às ressecções radicais (R0), desafiando o dogma de que as CRCLM devem ser 

ressecadas com margem cirúrgica idealmente superior a 1 mm473. 

Estas estratégias são concetualmente diferentes, mas nenhuma tem conseguido 

demonstrar superioridade evidente sobre a outra, com resultados muito sobreponíveis 

em termos de sobrevivência global474. Podemos inferir que, mais do que a técnica 

cirúrgica, é o comportamento biológico da neoplasia e a sua interação com o 

hospedeiro, que determinam o prognóstico. 

Algumas características biológicas, tais como mutações dos genes RAS e BRAF, 

ou origem do tumor primário no intestino médio (do inglês midgut) e no intestino distal 

(do inglês hindgut) têm demonstrado associação forte com prognóstico. Estes atributos 

têm implicações precisas na seleção de terapias biológicas e, só recentemente, surgiram 

estudos a correlacionar com técnicas cirúrgicas. Nesse sentido, um estudo recente 

demonstrou que uma ressecção hepática não anatómica está associada a pior 

prognóstico em doentes com mutações KRAS475 e, num estudo de 2019, foi 

demonstrado um maior risco de recorrência local após uma ressecção R1 em doentes 

com mutações KRAS476. 

Recentemente, um fator de prognóstico muito interessante emergiu na 

literatura médica – o padrão de crescimento histológico (PC) das CRCLM255. Trata-se de 

uma característica reprodutível e de fácil avaliação, passível de ser categorizada em 

lâmina corada pela hematoxilina e eosina (H&E) sem necessidade de testes adicionais. 

Um estudo macroscópico cuidado, com amostragem adequada e inclusão total para 

nódulos com tamanho inferior a 3 cm, possibilitará uma avaliação eficaz477. Após 

avaliação histológica o patologista deverá classificar o PC, de acordo com o estabelecido 

em consensos recentes478 em desmoplásico – quando está presente uma banda densa 

de estroma, rica em linfócitos e em vasos sanguíneos, entre o tumor e o parênquima 

não-tumoral; em expansivo – quando as células tumorais crescem e comprimem os 

hepatócitos adjacentes; e em padrão infiltrativo – quando as células tumorais crescem 

de forma algo irregular, substituindo os hepatócitos não tumorais. 
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O PC representa mais que um fenótipo histológico, exibindo impacto na 

sobrevivência global255, com padrões associados a pior prognóstico479 e outros a um 

prognóstico mais favorável480. 

Com este estudo procurou-se identificar fatores patológicos de prognóstico para 

doentes com metástases hepáticas e discutir o seu valor em decisões terapêuticas, mais 

concretamente o efeito do microambiente tumoral no desenvolvimento e agressividade 

de metástases hepáticas de CRC, através do seu PC histológico, relacionando com 

sobrevivência global e implicações clínicas. Posteriormente foi efetuada comparação 

com os padrões de crescimento histológico das metástases hepáticas de carcinoma 

gástrico. 

Estudos recentes demonstraram a importância da quimioterapia neoadjuvante 

(NAC)481,482, no entanto, nas nossas coortes a NAC foi realizada em doentes com doença 

mais avançada, quando comparados com os doentes submetidos diretamente a cirurgia, 

especialmente na coorte de doentes com metástases hepáticas de carcinoma colorretal 

(CRCLM). Apesar destas diferenças entre os dois grupos, a realização de NAC não esteve 

associada a diminuição da OS, e o seu impacto adverso na sobrevivência livre de doença 

não foi consistente após análise multivariada. No entanto há que ter em consideração o 

efeito deletério da NAC no parênquima hepático não tumoral165,483 e cada caso deverá 

ser ponderado individualmente. 

Sendo o CRC muito prevalente na realidade atual7, as características dos doentes, 

atributos do tumor primário, dados operatórios e achados patológicos e seus efeitos na 

OS dos doentes têm sido o foco de diversos estudos484–487. Este estudo revelou, na 

coorte de doentes com CRC, que doentes com idade superior ou igual a 70 anos, gânglios 

linfáticos metastizados, múltiplas metástases hepáticas e metástases hepáticas com 

tamanho superior ou igual a 3 cm apresentavam pior OS. Adicionalmente  a 

apresentação síncrona de metástases hepáticas, múltiplas metástases e distribuição 

bilobar das metástases hepáticas foram identificadas como preditores de recorrência 

tumoral, em conformidade com o descrito na literatura486,488. Apesar deste valor 

prognóstico é preciso encarar estes dados com cautela, pois podem negar a 

hepatectomia a doentes com fatores de risco clínicos, mas com um tumor com 

comportamento biológico menos agressivo. 

A ressecção cirúrgica apresentou-se também como uma opção válida no 

tratamento de metástases hepáticas de carcinoma gástrico (GCLM), tendo-se obtido, na 

nossa amostra, uma OS mediana de 17 meses aos cinco anos, que está em consonância 

com os outros estudos disponíveis na literatura489–491, bem superior à OS mediana de 

sete meses obtida num estudo que analisou doentes com GCLM não submetidos a 

cirurgia492. 

No que diz respeito a fatores clínicos de prognóstico na coorte de doentes com 

carcinoma gástrico, descrevemos que um intervalo superior a oito meses entre a 
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ressecção do tumor primário e do tumor secundário foi associado a melhor OS, achado 

suportado por um estudo de Montagnani et al. que associou a ressecção metácrona à 

maior OS491. Tal poder-se-á dever a uma seleção de doentes tendo em conta o 

tratamento de quimioterapia realizado, sendo apenas propostos para ressecção 

cirúrgica os doentes que responderam melhor à terapêutica. Outros estudos suportam 

este facto493,494, no entanto, em algumas revisões sistemáticas não foi possível 

comprovar este efeito benéfico das ressecções metácronas490,495,496.  

Estas revisões e meta-análises sugerem como fatores preditivos para melhor OS, 

metástase hepática solitária e ressecção hepática minor, no entanto tais fatores não 

tiveram impacto estatístico no nosso estudo, surgindo a dimensão da metástase, ou 

seja, metástases com tamanho inferior a 20 mm, como fator de melhor OS, com 

significado estatístico, concordante com o descrito por Kinoshita et al.497 e Ohkura et 

al.498. Estes achados confirmam que doentes com baixa carga tumoral e curso clínico 

indolente são os melhores candidatos para hepatectomia. Relativamente ao tumor 

primário, características como o tipo histológico, o tipo intestinal de Lauren, melhor 

diferenciação, localização do tumor no corpo e antro e profundidade de invasão do 

tumor foram características preditoras de melhor OS, em relação com estudos 

anteriores489,491,495,497 

Observou-se uma correlação forte entre morbilidade major e menor OS nos 

doentes com CRCLM. Este achado foi previamente descrito499 e tem sido explicado pelo 

efeito imunossupressor, a nível do microambiente induzido pelos processos 

inflamatórios e alterações de hipoxia, efeitos esses com potenciação da angiogénese e 

micrometastização500,501. A morbilidade pós hepatectomia está atualmente validada 

como fator de pior prognóstico em doentes com CRCLM499, no entanto, à exceção do 

estudo de Tatsubayashi et al.502, não tem sido investigada em doentes com CGLM Na 

amostra estudada, os doentes submetidos a hepatectomia por GCLM a morbilidade 

major revelou-se determinante, a longo prazo, no curso da doença. Uma morbilidade 

major poderá limitar o acesso dos doentes a quimioterapia adjuvante, ocorrendo mais 

tarde ou, até mesmo, impedindo-a. 

No que diz respeito à ressecção das CRCLM, o efeito negativo de uma margem 

positiva macroscópica é geralmente aceite, no entanto a quantidade mínima de 

parênquima hepático livre é ainda foco de discussão473,503–506. Este estudo demonstrou 

que uma margem cirúrgica positiva, definida como tumor a menos de 1 mm do plano 

operatório, aumenta o risco de recidiva tumoral, mas não tem efeito deletério na OS,  

efeito que tem sido descrito na literatura507,508.  

O uso de NAC teve um impacto na histologia tumoral, com melhor resposta de 

acordo com os critérios definidos por Rubbia-Brandt et al.256 Esta resposta tumoral, TRG, 

tem sido identificada como fator prognóstico em vários estudos, mas com categorização 

de resposta variável256,509,510. Este estudo dicotomizou a resposta tumoral em presente 
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ou ausente. Em análise multivariada os resultados demonstram claramente que doentes 

sem resposta tumoral patológica (TRG5) têm sobrevivência livre de doença diminuída. 

Para os doentes com GCLM o status das margens cirúrgicas e o grau de resposta 

tumoral não revelaram associação com prognóstico, achado algo surpreendente. Seria 

espectável que uma margem cirúrgica negativa e um maior grau de resposta tumoral 

estivessem em associação com melhor prognóstico, de forma análoga ao que acontece 

nas CRCLM256,505, no entanto tal não se verificou, podendo estar em relação com o 

tamanho da amostra. 

Em 2010, Dipen Maru et al.271 apresentaram um novo fator patológico com 

impacto na sobrevivência livre de doença, a espessura tumoral na interface tumor-

parênquima não tumoral. No estudo realizado não se obteve significância estatística que 

permitisse a validação deste parâmetro, no entanto, não se pode ignorar o facto de que 

este fator poderá ter um papel importante no prognóstico destes doentes. 

Nos últimos anos o estudo dos padrões de crescimento das metástases hepáticas 

tem atraído interesse da comunidade científica e vários estudos demostraram o seu 

efeito no prognóstico268,511–513. No entanto, este estudo estuda a importância do PC em 

doentes com CRCLM e tratados com NAC.  O PC com padrão expansivo foi identificado 

como o PC com o pior prognóstico, enquanto que o PC desmopásico foi associado a um 

melhor prognóstico. 

Doentes com PC de tipo desmoplásico na maior CRCLM tinham uma redução do 

risco de recorrência com significado estatístico (p=0,012). Este valor prognóstico foi 

previamente descrito na literatura511 e, muito provavelmente, deve-se ao papel da 

banda de estroma rico em colagénio que pode representar uma barreira à expansão 

tumoral e conferir assim um melhor prognóstico255. O PC desmoplásico pode ainda ser 

um indicador de um estado de imunidade celular aumentada do hospedeiro em 

resposta à neoplasia.  

O nosso estudo identificou ainda o PC de tipo expansivo como um fator 

independente de pior OS (p=0,007) e sobrevivência livre de doença (p=0,004).  

De acordo com o estipulado na literatura, o padrão expansivo apresenta 

propriedades biológicas distintas no que diz respeito à vascularização, nomeadamente 

elevados níveis de proliferação de células endoteliais258,513, evidência de capilarização, 

aumento de atividade do fator de crescimento básico dos fibroblastos (bFGF) e fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF)514, criando um perfil angiogénico que de certa 

forma mimetiza o que se passa a nível do CRC primário261. Para além disto, o ambiente 

hipóxico das metástases, caracterizado por elevados níveis de fator induzido por hipoxia 

(HIF)261, vai contribuir para um aumento do VEGF de forma sinérgica515. 
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O PC das metástases hepáticas tem sido estudado amplamente nas CRCLM e, 

recentemente, noutro tipo de tumores, tendo inclusive sido demostrada correlação com 

prognóstico em metástases hepáticas de melanoma uveal270.  

Nesse âmbito, este estudo demostrou pela primeira vez o impacto do PC das 

GCLM. O padrão desmoplásico foi associado de modo independente com melhor OS, de 

forma análoga ao que acontece com as CRCLM261.  

Isto reforça a necessidade de um conhecimento mais amplo sobre as interações 

tumor-hospedeiro, visto que este PC está certamente relacionado com uma maior 

reação imune do hospedeiro ao tumor. O hospedeiro não é um agente passivo, ou seja, 

é capaz de ativar uma resposta com intenção de contenção tumoral.  

De acordo com o preconizado por Vermeulen et al.255, o PC de tipo desmoplásico 

está associado com um estado pró-apoptótico, sendo caracterizado por dois grandes 

mecanismos de defesa – menor proporção de células endoteliais, quando comparado 

com o número de células endoteliais do PC de tipo expansivo e de tipo infiltrativo, e 

elevada densidade de linfócitos intratumorais, que conjuntamente com os hepatócitos 

adjacentes à banda de tecido fibroso, expressam grandes quantidades de Fas-ligand, um 

marcador de apoptose. Esta apoptose ocorre nas células tumorais e nas células peri-

tumorais do hospedeiro, contribuindo assim para um fenótipo mais indolente, 

minimizando a disseminação tumoral; a própria banda de estroma cria uma 

pseudocápsula255. Este tipo de PC poderá possibilitar uma oportunidade para uma 

menor margem de ressecção cirúrgica, no entanto, tal facto ainda carece de validação. 

Neste trabalho podemos verificar o impacto do PC, observando-se melhor 

prognóstico nos doentes com PC de tipo desmoplásico em CRCLM, estando o PC de tipo 

expansivo associado a pior sobrevivência global e sobrevivência livre de doença. De 

forma muito interessante obtivemos ainda um fenótipo similar nas metástases 

hepáticas de carcinoma gástrico – desmoplásico, expansivo e infiltrativo, e, igualmente, 

uma associação entre melhor prognóstico e PC de tipo desmoplásico, descrito pela 

primeira vez neste trabalho. O estudo e descrição detalhados desta interface e 

consequente microambiente tumoral é crucial para o prognóstico, permitindo 

selecionar doentes com doença menos agressiva e com melhores hipóteses de 

sobrevivência pós cirurgia, refletindo o impacto da biologia tumoral no comportamento 

das neoplasias. 

Os resultados aqui traduzidos, associados aos descritos na literatura, desafiam a 

noção que uma metástase hepática não é mais do que um grupo de células neoplásicas 

sem interações com o parênquima envolvente. Processos biológicos tais como 

angiogénese, cooptação vascular, efeitos autócrinos e parácrinos de fatores de 

crescimento e interação com o sistema imune, ocorrem na interface tumor-hospedeiro. 

Estes eventos explicam os diferentes fenótipos – padrões de crescimento das CRCLM e 

terão consequentemente implicações distintas na abordagem cirúrgica.  
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Nesta linha de pensamento, um estudo de 2018 revelou uma taxa superior de 

ressecções cirúrgicas completas – R0, em doentes com PC de tipo desmoplásico 516. Isto 

indicia que a presença de uma banda fibrótica, com infiltrado inflamatório, em redor da 

CRCLM, poderá ser protetora contra uma margem cirúrgica positiva. Se esta banda não 

estiver presente, no caso dos PC de tipo expansivo e infiltrativo, o doente poderá estar 

num risco potencialmente acrescido de uma ressecção cirúrgica marginal, com risco 

aumentado de recorrência intra-hepática. É de crer, que nestas situações, uma margem 

cirúrgica mais alargada será necessária. Este assunto carece ainda de comprovação, no 

entanto a possibilidade de prever pré-operatoriamente o PC poderá permitir uma 

abordagem cirúrgica personalizada.  

No entanto, este conhecimento tem ainda apouco impacto em reuniões 

multidisciplinares de decisão terapêutica, visto que o PC é apenas conhecido após 

ressecção cirúrgica. O conhecimento deste fator de prognóstico num contexto pré-

operatório seria um valor acrescido, permitindo uma decisão terapêutica 

individualizada. 

Uma implicação clínica pertinente do PC de CRCLM é a associação do PC de tipo 

desmoplásico com sobrevivência livre de doença e padrão de recorrência de doença. 

Num estudo bem desenhado e muito provocativo, conduzido por Nierop et al.517 em 690 

doentes com CRCLM, é descrito que doentes com PC de tipo desmoplásico exibem mais 

recidiva limitada ao fígado, contrastando com os padrões não desmoplásicos que 

demonstram recorrência sistémica mais frequente. Estes padrões não desmoplásico – 

expansivo e infiltrativo, demonstraram ainda uma menor possibilidade de re-

hepatectomia. Uma vez mais, o conhecimento pré-cirúrgico do PC poderia auxiliar na 

estratificação de risco de recorrência de doença de forma individualizada, ou seja, 

permitiria evitar a escolha de ressecções com elevado potencial de morbilidade e 

privilegiar modalidades menos invasivas, tal como termodestruição, em doentes com PC 

não desmoplásico e consequentemente com maior risco de recidiva. A ablação local 

teria ainda o benefício de não adiar os tratamentos oncológicos, um efeito indesejado e 

inevitável de uma cirurgia hepática agressiva e com efeitos deletérios no prognóstico518. 

Para além disto, doentes com PC de tipo expansivo e infiltrativo beneficiarão de regimes 

neoadjuvantes mais agressivos. 

O PC das CRCLM poderá ter ainda repercussões no contexto de transplante 

hepático. Este método de tratamento de doença metastática tem ganho interesse em 

casos muito selecionados e poderá ser uma opção válida quando a hepatectomia parcial 

não é possível519. Para que o transplante ocorra alguns critérios têm de ser cumpridos, 

nomeadamente o tumor primário tem de já ter sido removido, o doente tem de exibir 

resposta a quimioterapia sistémica (não progressão de doença) e doença confinada ao 

fígado520,521. Neste contexto o papel dos padrões de crescimento poderá ser fulcral, 

permitindo a seleção de doentes mais propensos a doença confinada ao fígado, mais 

concretamente os doentes com PC de tipo desmoplásico. Os estudos efetuados nesta 
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área, não referem o PC das CRCLM nos fígados removidos. O estudo desta característica 

e suas implicações prognósticas nestes doentes específicos será deveras interessante, 

especialmente porque não são conhecidos os efeitos da imunossupressão no tipo 

histológico da recidiva no fígado enxertado.  

Se o impacto dos PC das metástases hepáticas está relativamente bem 

estabelecido no que concerne ao carcinoma colorretal, o seu papel prognóstico em 

metástases de outros órgãos encontra-se menos explorado. Os padrões são um evento 

presente em metástases hepáticas de outras neoplasias, nomeadamente melanoma 

uveal e carcinoma da mama270,513,522. Este estudo aponta pela primeira vez os padrões 

de metástases hepáticas de carcinoma gástrico e seu consequente impacto em termos 

de prognóstico, de forma análoga ao que acontece nas CRCLM. 

Curiosamente, na nossa experiência clínica, é possível observar que as 

metástases hepáticas de adenocarcinomas com origem pancreatobiliar também exibem 

os mesmos padrões observados, conforme se representa na figura 51. Contudo o seu 

impacto prognóstico ainda tem de ser determinado. Sendo esta situação uma indicação 

rara para ressecção hepática, com consequentes coortes clínicas de pequenas 

dimensões, pelo que estudos multicêntricos serão seguramente uma mais-valia neste 

contexto. 

 

Figura 51. Metástases hepáticas de adenocarcinoma pancreatobiliar. É possível observar os padrões de 

crescimento descritos para as metástases hepáticas de carcinoma colorretal: desmoplásico (à esquerda), 

infiltrativo (ao centro) e expansivo (à direita), H&E 40x. 

No que concerne às metástases hepáticas de carcinoma da mama269,513, cujos 

padrões se representam na figura 52, e de melanoma uveal270, parece existir um 

predomínio do padrão infiltrativo, com uma menor percentagem do padrão expansivo. 

Curiosamente, na nossa experiência o padrão desmoplásico parece estar menos 

representado. Uma vez mais estudos multicêntricos serão fundamentais na avaliação 

desta característica.  
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Figura 52. Padrões de crescimento histológico de metástases hepáticas de carcinoma da mama: padrão 

infiltrativo (à esquerda) e expansivo (à direita). 

As indicações para hepatectomia são menos lineares nestes casos, e 

possivelmente, a previsão com segurança dos PCs poderá selecionar os doentes que 

beneficiem mais de ressecção hepática e poupar outros a ressecções menos eficazes e 

com potencial de morbilidade, considerando outras alternativas. 

A disseminação do estudo do PC das metástases hepáticas de neoplasias não 

colorretais adiciona novas possibilidades ao tratamento dos doentes e invoca um 

interesse acrescido. No entanto, os mecanismos biológicos envolvidos não são 

necessariamente os mesmos. Por exemplo, uma eventual associação entre mecanismos 

genéticos seria menos consistente, esperando-se uma relação entre mutações nos 

genes BRCA 1/2 (do inglês Breast Cancer) e BRAF e padrão de crescimento em 

metástases hepáticas de carcinoma da mama e melanoma, respetivamente, atendendo 

à importância que estes genes têm no desenvolvimento dos respetivos tumores523,524. 

Será, contudo, de esperar que as propriedades biológicas, nomeadamente no que 

concerne à vascularização, ou seja, angiogénese e cooptação de vasos, sejam 

similares269, no entanto tal necessita de ser provado. 

Outra implicação clínica muito pertinente destes padrões de crescimento é a sua 

influência na seleção de terapias dirigidas a alvos moleculares. O tratamento standard 

de CRCLM é baseado no bloqueio do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) 

e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), este último com recurso a 

bevacizumab, um agente antiangiogénico402. A presença de mutações RAS, que 

pressupõe resistência aos agentes anti-EGFR, normalmente favorece o uso de agentes 

anti-VEGF525. Não obstante este facto, dado que o PC de tipo desmoplásico está 

associado a um perfil angiogénico, a previsão deste padrão permitirá auxiliar a escolha 

do agente biológico. Um estudo conduzido por Lazaris et al.526, que descreve uma 

diminuição da densidade microvascular em CRCLM após terapia com bevacizumab em 

doentes com PC desmoplásico, é muito promissor neste sentido. Os restantes padrões, 

ao utilizarem mecanismos de cooptação vascular seriam resistentes a estes fármacos – 

o mecanismo de cooptação vascular é já um processo conhecido de resistência a agentes 

anti-angiogénicos no carcinoma hepatocelular527.  
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Ainda no âmbito das terapias dirigidas a alvos moleculares, o estudo de Wu et 

al.528 descreve uma associação entre mutações PIK3CA no CRC primário e padrão 

desmoplásico das CRCLM. Seria muito pertinente averiguar se a metástase hepática 

apresenta igualmente mutação PIK3CA. No contexto de quimioterapia, as mutações do 

PIK3CA têm vindo a ser descritas como mecanismos de resistência aos agentes de 

primeira linha, através de mecanismos de sobrevivência e proliferação celulares529. As 

recentes descobertas no carcinoma da mama530,531 abriram perspetivas e possibilidades 

terapêuticas com a utilização de inibidores PI3K532. Racionalizando estes achados, o PC 

da CRCLM seria, uma vez mais, uma indicação para terapia individualizada, contudo esta 

linha de pensamento necessita de confirmação. 

Nos últimos anos, o desenvolvimento da nanotecnologia tem vindo a ser 

registado com curiosidade e interesse no campo médico. Os chamados nanocarriers, 

transportadores de fármacos de minúsculas dimensões, poderiam realizar a entrega do 

fármaco diretamente no local de interesse (tumor), ultrapassando os efeitos colaterais 

normalmente registados com os agentes convencionais533,534. Os padrões de 

crescimento podem ter impacto neste campo, uma vez que o padrão desmoplásico 

poderá representar uma barreira física para estes agentes535, no entanto tal necessitaria 

de ser confirmado em estudos prospetivos. 

Dadas as implicações clínicas relevantes destes padrões de crescimento das 

metástases hepáticas, será muito interessante e útil, prever de forma eficaz e num 

contexto pré-cirúrgico. Assim, este conhecimento biológico, resultante da interação 

tumor-hospedeiro, seria integrado em decisões clínicas em sede de reunião 

multidisciplinar de decisão terapêutica. 

Será lógico e expectável que algumas das características do tumor primário 

sejam as responsáveis pelo comportamento biológico da metástase hepática e 

consequente padrão de crescimento. Muitos dos doentes com CRC desenvolvem 

doença metácrona, pelo que o estudo adequado e detalhado do tumor primário poderá 

ser uma ferramenta valiosa536.  

Vários estudos registaram que o CRC também exibe padrões de crescimento 

diferentes. Koelzer e Lugli definiram um crescimento de tipo infiltrativo, quando ocorre 

disseção das estruturas parietais do cólon pelo tumor, e um crescimento do tipo 

expansivo quando existe uma frente invasiva bem delimitada387. Este achado está em 

concordância com outros estudos, que identificaram os mesmos padrões, com o padrão 

infiltrativo a ser associado a doença mais agressiva e a pior prognóstico, e com risco mais 

elevado de metástases ganglionares linfáticas537–541. Também no tumor primário, este 

padrão de crescimento representa uma interação tumor-hospedeiro, regulada por 

alterações moleculares, expansão e invasão tumoral, e diferenças na densidade 

microvascular542. Um estudo de 2007, por Rajaganeshan et al.512, descreveu que um CRC 

com crescimento expansivo apresentava preferencialmente CRCLM capsuladas, ao 
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passo que um CRC com padrão infiltrativo exibia CRCLM de limites pouco definidos. 

Nesta época os critérios para classificação das CRCLM não se encontravam ainda 

definidos478, mas estes achados sugerem uma associação do padrão de crescimento 

histológico do tumor primário com o secundário. Ainda no estudo de Koelzer e Lugli387, 

foi descrita no CRC primário uma associação entre mutações do BRAF e o padrão 

infiltrativo, assim como associação entre alterações nas proteínas de reparação do 

DNA/instabilidade de microssatélites e o padrão expansivo. Esta associação dos padrões 

de crescimento com características moleculares distintas e específicas fornece evidência 

de que alterações genéticas desempenham um papel fundamental na dinâmica de 

crescimento tumoral, com implicações prognósticas e terapêuticas. 

Mais recentemente, em 2019, num estudo interessante por parte de Wu et al.528, 

esta associação foi explorada. Numa coorte de 29 doentes com CRC primário e 

consequente CRCLM, a presença de um padrão expansivo do tumor primário, baixo grau 

de tumor budding e reação inflamatória Crohn-like foram associadas a um PC de tipo 

desmoplásico da CRCLM. Um crescimento infiltrativo do CRC primário, grau intermédio/ 

alto de tumor budding e ausência de reação inflamatória Crohn-like estavam associadas 

a um PC do tipo infiltrativo da CRCLM, conforme se retrata nas figuras 52 e 53. 

 

 

Figura 52. Crescimento infiltrativo do carcinoma colorretal primário, com invasão ampla do tecido 

adiposo (A), H&E 20x; Crescimento expansivo do carcinoma colorretal primário, com compressão 

dos tecidos adjacentes (B), H&E 20x.  
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Figure 53. Reação inflamatória Crohn-like num carcinoma colorretal, traduzida por agregados 

linfoides proeminentes evidentes no lado esquerdo da figura, H&E 40x. 

Métodos de imagem poderão ser usados para explorar a previsão destas 

características. Estudos pré-operatórios com recurso a modalidades imagiológicas são 

obrigatórios em oncologia. A tomografia computorizada (CT) e a ressonância magnética 

(MR) com recurso a contraste fornecem informação valiosa sobre o número de nódulos, 

localização, relações vasculares e parênquima hepático remanescente, auxiliando na 

decisão cirúrgica.  

Neste âmbito, o uso de CT tem providenciado ainda indicadores prognósticos 

relevantes, nomeadamente na análise da interface tumor-fígado. Dois estudos 

relataram uma clara delimitação radiológica na interface tumor-parênquima 

hepático543,544, mas não foi efetuada correlação com o padrão de crescimento 

histológico. Um estudo recente revelou que o PC de tipo desmoplásico apresenta 

características de imagem distintas em estudos de CT, tais como margem bem definida 

e realçada em fase portal, entre o nódulo e o parênquima hepático545, com maior 

sensibilidade utilizando algoritmos de análise de imagem.  

A obtenção de imagens utilizando RM com contraste hepato-específico é, 

atualmente o gold standard para avaliação de doentes com CRCLM. Providencia uma 

sensibilidade acrescida para nódulos de pequenas dimensões, permite a avaliação de 

lesões hepáticas associadas à quimioterapia e avalia a função hepática pré-

operatória546–548. Atendendo ao seu uso rotineiro, e superioridade na avaliação de 

tecidos moles, a RM com contraste hepato-específico poderá prever com grande 

precisão o PC de uma CRCLM, tornando-se um marcador de prognóstico não invasivo e 

pré-operatório. Estudos prospetivos terão de ser conduzidos neste sentido, com 

integração e validação dos dados de imagem e correlação com os achados histológicos. 

Exemplos destes achados podem ser vistos na Figura 54. 



DISCUSSÃO 
METÁSTASES HEPÁTICAS DE CARCINOMA COLORRETAL E GÁSTRICO 

144 
 

 

Figura 54. Alterações imagiológicas de padrão de crescimento histológico de uma metástase hepática de 

carcinoma colorretal (doentes diferentes): A – tomografia computorizada com contraste em fase venosa 

portal exibindo um realce periférico em anel, correspondendo à reação desmoplásica; B e C – 

ressonância magnética, fase T1 com supressão de gordura, antes (B) e 20 minutos após (C) injeção de 

ácido gadoxético (fase hepatobiliar), demonstrando uma clara retenção intratumoral de contraste, 

atribuída ao componente desmoplásico. Imagens gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Filipe 

Caseiro Alves. 

 Um achado interessante dos estudos sobre os padrões de crescimento e CRCLM 

em doentes com múltiplas metástases, incluindo o efetuado no âmbito desta 

dissertação, é que a maioria dos nódulos exibem o mesmo padrão549, reforçando a 

teoria de que o PC é o resultado fenotípico de uma interação tumor-hospedeiro. Tendo 

isto em consideração, será expectável que em hepatectomias subsequentes, o PC está 

igualmente sobreponível. O estudo de Galjart et al.480 comparou o PC da primeira 

hepatectomia com o da segunda hepatectomia, numa coorte de 66 doentes, e observou, 

na globalidade, uma manutenção do padrão. Este achado poderá ser útil na seleção 

correta de doentes para uma segunda hepatectomia, ou modulação terapêutica de 

acordo com o PC identificado na primeira metástase.  

 Atualmente os doentes são selecionados para segunda hepatectomia em sede 

de reunião multidisciplinar de decisão terapêutica, com base do status do doente e 

resposta à quimioterapia. No correto contexto uma segunda, e mesmo terceira, 

hepatectomia é considerada exequível e segura550–552. A possibilidade de prever o 

padrão de crescimento, com base nos resultados da hepatectomia prévia, permitirá a 

seleção do melhor agente neoadjuvante, mais concretamente com o uso de anti-

angiogénicos nos doentes com PC de tipo desmoplásico. 

 No que diz respeito à avaliação dos doentes com CRCLM, estas raramente são 

biopsadas, sendo maioritariamente definidas e caracterizadas por técnicas de 

imagem553; no entanto, em alguns casos, uma lesão hipervascular, nomeadamente um 

hemangioma, especialmente a sua variante esclerótica, poderá afigurar-se um desafio 

diagnóstico e uma biópsia afigurar-se-á como necessária554. Nestas circunstâncias, o 

material obtido representa uma oportunidade valiosa para análise de biomarcadores, 

mais concretamente o estudo de mutações RAS555, mas também poderá adicionar 

conhecimento relativamente aos padrões de crescimento.  
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Embora, o padrão de crescimento não possa ser determinado em biópsia478, esta 

pode fornecer informação pertinente. Em 2012, Eefsen et al.258, estudaram 24 CRCLM e 

identificaram um aumento de expressão do recetor ativador do plasminogénio, de tipo 

urocinase – do inglês urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR), em 

metástases com padrão desmoplásico. A expressão de uPAR tem vindo a ser associada 

a ativação de vias celulares específicas, em vários tipos de tumores e não apenas em 

CRC, e poderá representar um alvo terapêutico556,557. O mesmo grupo, em 2015, numa 

coorte de 254 CRCLM, confirmou essa expressão aumentada de uPAR em metástases 

com padrão desmoplásico, e identificou ainda uma expressão aumentada de CD68 em 

doentes submetidos a quimioterapia; verificou-se também uma expressão diminuída de 

CD3 em padrões de tipo misto e não se observaram diferenças em doentes não 

submetidos a quimioterapia neoadjuvante259.  

Estes achados são potencialmente extrapolados para uma biópsia, e a 

caracterização da população imune poderá desempenhar um papel adicional visto que 

prevê a resposta aos denominados inibidores dos checkpoints imunes376. O PC de tipo 

desmoplásico é caracterizado por uma expressão aumentada de genes relacionados 

com imunidade, nomeadamente CD8A (do inglês, Cluster of Differentiation 8a), CD8B 

(do inglês, Cluster of Differentiation 8b), GZMA (do inglês, Granzyme A), GZMB (do 

inglês, Granzyme B) e PRF1 (do inglês, Perforin 1), quando comparados com o PC de tipo 

infiltrativo558, representando por isso um biomarcador valioso para terapia 

imunomoduladora.  

A análise detalhada da composição do infiltrado imune e da expressão génica 

permitirá uma caracterização adequada do microambiente tumoral, com quantificação 

de níveis de citocinas, libertadas por células tumorais e fibroblastos associados ao 

tumor559. O papel dos macrófagos nas metástases tumorais é igualmente importante. 

Uma mudança do fenótipo M2 (pró-tumoral) para um fenótipo M1 (anti-tumoral) induz 

normalização vascular e estimula respostas imunes antineoplásicas560. Há vários estudos 

sobre o papel das citocinas no CRC. Numa revisão efetuada por Bazzichetto561, altos 

níveis de interleucina 8 (IL-8) estão associados a progressão de doença e a metástases 

hepáticas, bem como mutações BRAF e PTEN. Em 2019, uma revisão sobre 

microambiente tumoral e organotropismo metastático, levada a cabo por Pretzch et 

al.161, salienta o papel do microRNA (miRNA). Os níveis de determinados miRNA estavam 

ligados à disseminação do CRC para órgãos específicos, nomeadamente aumento da 

expressão de miRNA-31-5p e existência de metástases peritoneais, com níveis mais 

baixos do mesmo miRNA e a presença de metástases hepáticas. Seria interessante 

verificar se existe uma associação entre um miRNA e um PC específico, permitindo a sua 

determinação serológica. 

O estudo das diferenças na vascularização dos vários PC tem sido alvo de 

caracterização. Em 2018, Lazaris et al.526 demonstraram uma maior densidade 

microvascular no padrão infiltrativo, quando comparado com o padrão desmoplásico, a 
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nível da interface tumor-parênquima hepático. No padrão infiltrativo, estes vasos eram 

contínuos com a vascularização sinusoidal, comprovando um mecanismo de cooptação 

vascular e, no padrão desmoplásico, eram contínuos com as arteríolas, representando 

angiogénese. Estes achados podem ser replicados numa biópsia, desde que exista 

representação de tecido não tumoral. Um achado interessante neste estudo foi que, 

quando analisada a densidade microvascular do tumor, esta era inferior nos doentes 

com padrão desmoplásico após tratamento com bevacizumab, reforçando o papel deste 

agente no tratamento de CRCLM e a necessidade de prever o padrão para uma decisão 

terapêutica personalizada. Em consonância, Ibrahim et al.562, descrevem que a 

expressão de angiopoietina 1, associada com mecanismos de cooptação vascular, está 

expressa em maiores quantidades em hepatócitos adjacentes à CRCLM de padrão 

infiltrativo, mesmo após tratamento com quimioterapia e / ou bevacizumab.  

De forma complementar a estes achados, Stremitzer et al.563 estudaram uma 

coorte de 118 doentes e verificaram uma associação entre PC desmoplásico e 

comportamento angiogénico, com um fenótipo imune inflamatório, ou seja, mais ativo, 

sugerindo que o padrão de crescimento de CRCLM não seja apenas um biomarcador 

para terapias com bevacizumab, mas também para tratamentos imunomoduladores. 

Outros marcadores têm sido descritos no CRC associados com angiogénese e 

hipoxia, nomeadamente expressão dos fatores indutores da hipoxia564,565 e da anidrase 

carbónica 9566,567. Estes marcadores têm potencial para serem aplicados em biópsias. 

Nos últimos anos, a biópsia líquida tem emergido e ganho interesse no âmbito 

do CRC241. O seu principal papel é provavelmente a determinação do status RAS em 

doentes em estádio IV, quando tecido não está disponível, com uma concordância 

líquido-tecido de cerca de 90%240. Terá também uma função importante na 

monitorização e follow-up de doentes com CRC sem mutações RAS (wild type), ao ser 

capaz de diagnosticar mudanças dinâmicas do status RAS568. Integrando os achados de 

Wu et al.528, mutações específicas tais como PIK3CA podem ser caracterizadas por 

biópsia líquida e relacionadas como o PC das CRCLM. Esta correlação representaria uma 

informação importante, obtida de forma menos invasiva, especialmente em doentes 

submetidos a cirurgia noutra instituição e cuja informação que pudesse prever o PC 

estivesse inacessível ou fosse difícil de obter. 

Os padrões de crescimento têm granjeado interesse crescente da comunidade 

científica e surgem estudos em outros órgãos parenquimatosos. O pulmão é o segundo 

local mais comum de metástases de CRC, contabilizando cerca de 33% de todas as 

metástases de CRC, especialmente em doentes com cancro do reto569. Assim, há um 

potencial para a aplicação dos padrões de crescimento histológicos no pulmão e 

consequente implicação clínica. Em 2017, Welter et al.570 caracterizaram 459 

metástases pulmonares de diferentes origens e observaram diferentes padrões 

histológicos: pseudocápsula, crescimento intersticial, difusão aerogénea de células 
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tumorais (do inglês, aerogenous spread of floating cancer cell clusters – ASFCs), 

crescimento pleural, perivascular, entre outros. É descrito que as metástases 

pulmonares de CRC e de outros tumores epiteliais exibem mais frequentemente ASFCs, 

quando comparados com metástases de melanoma e sarcoma recomendando, por isso, 

nos primeiros uma ressecção cirúrgica com margem mais alargada e circular.  

Este assunto foi novamente abordado em 2018, por Yeong et al.571 numa coorte 

de 92 doentes submetidos a ressecção parenquimatosa pulmonar por metástases de 

CRC. Neste estudo são descritos três diferentes padrões de crescimento histológicos, 

dois deles similares aos hepáticos: 1) um padrão expansivo, com compressão do 

parênquima pulmonar adjacente; 2) um padrão desmoplásico, com uma banda de 

fibrose contendo linfócitos, na interface do tumor com o tecido pulmonar não tumoral; 

e 3) um padrão aerogéneo, no qual as células tumorais, isoladas ou em pequenos 

agregados / ninhos, se difundem pelos espaços alveolares, sem disrupção da arquitetura 

pulmonar e com ausência de infiltrado inflamatório, de forma análoga ao padrão 

infiltrativo observado nas CRCLM558, conforme se verifica na figura 55.  

 

Figura 55. Representação de dois padrões histológicos de metástases pulmonares por carcinoma 

colorretal: padrão desmoplásico com pseudocápsula fibrosa na interface tumor – parênquima não 

tumoral (à esquerda), H&E 100x; padrão aerogéneo com escassa resposta inflamatória e disseminação 

tumoral nos espaços aéreos alveolares (à direita), H&E 40x. 

Estes achados tiveram significado clínico. As metástases com padrão aerogéneo 

apresentavam tamanho inferior às restantes, mas foram associadas a pior prognóstico 

com mais risco biológico e menor sobrevivência global. Mesmo num órgão diferente, os 

padrões de crescimento surgem como um fator autoritário de prognóstico e, uma vez 

mais, com necessidade de previsão pré-operatória. No estudo de Yeong et al.571, o 

padrão aerogéneo ocorreu mais em doentes com CRC do reto, no entanto, esta 

associação não teve significado estatístico; apesar disso, isto pode sugerir que o local de 

origem do tumor tem implicações do padrão histológico da metástase, podendo ser um 

fator extra a considerar. 

 As metástases cerebrais também entram nestas equações, sendo o tumor mais 

comum do sistema nervoso central572. Poucos fatores de prognóstico são conhecidos, 

sendo os mais comuns o número e o tamanho das lesões, assim como a história de 

quimioterapia prévia573. Nos CRC, as metástases cerebrais ocorrem em cerca de 3,2% 

dos doentes, com complicações severas574. Em 2013, Berghoff et al.575 efetuou um 
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estudo em 57 cérebros de autópsia, de diferentes tumores primários e demonstrou três 

diferentes padrões microscópicos: 1) um crescimento bem demarcado do parênquima 

cerebral; 2) um padrão de opção co-vascular; e 3) um padrão com infiltração difusa do 

parênquima adjacente. Havia concordância entre os padrões das várias metástases do 

mesmo doente e as metástases de melanoma exibiam mais frequentemente um 

mecanismo de co-opção vascular. Os padrões de crescimento refletem diferentes 

interações tumor – parênquima não tumoral, com deteção de níveis aumentados de 

integrinas αvβ6 no grupo com padrão bem demarcado. O padrão de crescimento das 

metástases cerebrais pode ser difícil de avaliar em ressecções cirúrgicas devido à 

fragmentação, e o seu impacto na sobrevivência global não pode ser determinado em 

estudos necrópsicos, mas de forma similar aos outros órgãos, poderá ser previsto em 

exames de imagem576 e guiar decisões terapêuticas. 

Uma vez mais as limitações do nosso estudo prendem-se com a natureza 

retrospetiva e uni institucional das coortes clínicas.  

No que diz respeito à coorte de doentes com GCLM a população em estudo é 

pequena e o longo período de tempo determina sempre diferenças técnicas na 

abordagem cirúrgica do tumor primário e das metástases hepáticas, bem como nos 

métodos de deteção imagiológicos, estadiamento tumoral e heterogeneidade no que 

diz respeito a agentes de NAC. No CHUC recomenda-se NAC como abordagem 

complementar para cura nestes doentes. Poderá ainda ter existido alguma discrepância 

no acesso a tomografia por emissão de positrões, a ressonância magnética nuclear e a 

laparoscopia de estadiamento.  

Finalmente, tanto na coorte de doentes com GCLM como na coorte de doentes com 

CRCLM, o tratamento de tumor primário nem sempre foi efetuado no CHUC, pelo que 

os princípios de tratamento e vigilância podem ter sido diferentes dos que aplicamos, 

apresentando provável implicação no timing da hepatectomia e respetivos tempos de 

OS. 
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3. Modelo animal 

 

A ideia de utilizar modelos animais com recurso a estomas para o estudo de CRC 

não é propriamente uma novidade, tendo sido utilizada pela primeira vez em 1994, em 

ratos Fisher577. Neste estudo os animais foram sujeitos a uma dupla colostomia no cólon 

transversos e depois tratados com 1,2-dimetilhidrazina e acetato de metilazoximetanol 

com posterior estudo histológico das lesões – 48,1% foram classificados como 

adenomas e 51,9% como adenocarcinomas578. 

Em 2009 foi apresentado um modelo de CRC, em murganhos atímicos Balb/c 

submetidos a cirurgia com criação de um estoma no cego, com subsequente 

implantação de fragmentos tumorais obtidos de animais da mesma espécie 

previamente inoculados no dorso, a nível subcutâneo, com células tumorais com 

mutação no gene MSH2, correspondentes à linha celular LoVO579. No entanto não 

existem modelos de CRC na porção do cólon sigmoide, principalmente porque a 

implantação das células tumorais no cólon distal ou reto é acompanhada de rápido 

crescimento tumoral com desenvolvimento de obstrução intestinal. Esta obstrução 

intestinal determina a morte precoce do animal, maioritariamente antes do 

desenvolvimento de estádios avançados de doença, conforme se verifica nos modelos 

ortotópicos transanais de CRC580,581. 

Neste trabalho descrevemos melhorias evidentes do modelo ortotópico de CRC 

do cólon sigmoide, baseado no trabalho descrito em 2012349, através de uma colostomia 

descendente com fístula cutâneo-mucosa do cólon sigmoide. Embora se trate de um 

modelo cirúrgico, a baixa taxa de mortalidade e a rápida recuperação do animal, tornam 

este modelo reprodutível e fiável, apresentando vantagens quando comparado com os 

descritos na literatura577,579. Neste modelo é possível a indução de CRC utilizando linhas 

celulares tumorais e apresenta o potencial de se poder utilizar fragmentos tumorais 

provenientes de dadores humanos. Para além disto possibilita o desenvolvimento de 

CRC no cólon sigmoide e monitorização através da observação do seu desenvolvimento, 

apresentando ainda características de invasão local que poderão representar uma via 

para o desenvolvimento de lesões secundárias, situação que não ocorre em 

praticamente nenhum dos modelos de CRC disponíveis.  

Assim, e dados os resultados obtidos, verificou-se que nos animais inoculados 

com a linha celular WiDr, o desenvolvimento de CRC foi mais agressivo, especialmente 

quando inoculados a nível da colostomia distal, com desenvolvimento de invasão neural, 

abrindo caminho a uma via metastática importante. Isto pode ser explicado pela elevada 

expressão de VEGF na periferia tumoral, mas também pela expressão de CD44 nos 

implantes neurais, conforme observado no nosso trabalho, traduzindo um papel ativo 

das CSC na invasão local e disseminação à distância. A elevada expressão de VEGF e de 

CD44 foi apenas identificada na linha celular WiDr, linha essa que se mostrou mais 
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resistência à morte celular induzida por células NK, características que podem explicar 

a sua maior agressividade.  

O desenvolvimento de metástases constitui uma característica importante na 

escolha dos modelos animais de cancro, visto que a maioria dos carcinomas se 

apresenta em estádio avançado aquando do diagnóstico e, por isso, a procura de um 

modelo que mimetize o que acontece no humano. As metástases com compromisso de 

órgãos vitais determinam o curso clínico da doença e a morte na maioria dos doentes. 

Nesta perspetiva, um bom modelo de CRC deverá replicar a morfologia e o 

desenvolvimento de metástases para os gânglios linfáticos locorregionais, fígado e 

pulmão, mas também deverá exibir atributos de invasão local, ou seja, invasão 

linfovascular e invasão neural. 

O local de inoculação das células tumorais pode alterar a sensibilidade a agentes 

terapêuticos, de forma reversível, sugerindo uma interação importante entre as células 

tumorais e o microambiente tumoral. Deste modo, os modelos subcutâneos não se 

afiguram como a melhor opção para a seleção de agentes terapêuticos582–588. 

Com o modelo que realizámos foi possível observar infiltração tumoral local, com 

compromisso das diferentes túnicas parietais do cólon, bem como invasão neural, 

característica comum no CRC e representando doença avançada. Os animais que 

desenvolveram tumores primários exibiram um padrão morfológico similar à doença 

humana, o que associado aos atributos de invasão local reforçam a ideia de que este 

modelo é um modelo fidedigno para o estudo de CRC a nível da região distal do cólon, 

com ênfase na importância do microambiente tumoral. Ressalva-se ainda que nos 

animais inoculados com a linha tumoral C2BBe1, embora não se tenha identificado 

invasão neural nem doença metastática, foi possível visualizar morfologias peculiares, 

nomeadamente mucinosa e micropapilar, conhecida pela sua agressividade49. 

Os estudos de imagem com recurso a 99mTc-MIBI revelaram uma captação 

heterogénea, o que pode estar relacionado com a presença de necrose tumoral, já que 

os tumores com maior percentagem de necrose no estudo histológico foram aqueles 

que exibiram menor captação do radiofármaco. 

Os modelos animais são uma ferramenta útil e frequentemente utililizada no 

estudo em oncologia. Por forma a terem uma eficiência adequada, um modelo animal 

deverá cumprir um requisito fundamental – ser similar à doença humana..A maioria dos 

modelos animais tem uma baixa frequência de metástases hepáticas589 e nenhum dos 

modelos animais descritos até à data exibe um padrão de crescimento desmoplásico nas 

metástases hepáticas, a não ser que ocorra modificação genética da linha tumoral267. 

Este facto é uma limitação major no uso dos modelos animais no estudo dos padrões de 

crescimento.  
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Não obstante, no nosso trabalho introduzimos uma nova e melhorada 

abordagem do modelo ortotópico de CRC previamente descrito, utilizando um roedor 

diferente – o rato, e três linhas celulares de CRC, com origem e características 

morfológicas e funcionais distintas, capazes de gerar aspetos histológicos diferentes, 

mas também com capacidade de indução de invasão neural, de forma semelhante ao 

que acontece no humano. Este modelo poderá ser utilizado para compreensão dos 

mecanismos moleculares in vivo e comportamento dos CRC retossigmoides, e elucidar 

os mecanismos de metástase, a causa principal de morte em doentes com CRC. Embora 

não se tenha registado desenvolvimento de metástases hepáticas, a semelhança 

histológica com a doença humana é notável, com observação de infiltração tumoral 

local, invasão das túnicas parietais do cólon e invasão neural – uma via metastática 

importante e traduzindo agressividade tumoral. Estas características reforçam a 

capacidade deste modelo para o estudo do CRC a nível retossigmoide. Para além disto, 

a morfologia das lesões foi sobreponível à observada e descrita para o ser humano, 

replicando o adenocarcinoma convencional, mas também a diferenciação mucinosa e 

micropapilar – morfologias peculiares e com comportamentos biológicos próprios49. 

Possivelmente com o uso de diferentes linhas celulares, o modelo poderá apresentar 

metástases hepáticas com os diferentes padrões de crescimento. 

O modelo permitiu ainda assinalar a importância de mecanismos responsáveis 

por maior agressividade do CRC a nível clínico, como é o caso da sobre-expressão de 

VEGF e de CD44 nos tumores induzidos pela linha celular WiDr e que manifestaram 

invasão neural, traduzindo um efeito importante das células tumorais cancerígenas e da 

angiogénese, na metastização. Curiosamente, esta linha celular foi também aquela que 

nos estudos in vitro, demonstrou maior resistência à morte celular induzida por células 

NK – células imunes presentes nestes animais, e que poderá estar relacionada com a sua 

maior agressividade. 

Adicionalmente, este modelo ortotópico poderá funcionar como um modelo 

pré-clínico, com translação dos resultados potenciais, observados muitas vezes in vitro, 

mas raramente eficazes quando aplicados a doentes. O modelo representa uma solução 

fácil e reprodutível, ultrapassando a maioria das limitações presentes nos modelos 

existentes de CRC. A inoculação das células tumorais no local de interesse é um fator 

essencial, pois permitirá reproduzir, o máximo possível, a interação tumor e 

microambiente tumoral observada no humano. Tal não acontece nos modelos 

subcutâneos, limitando a sua utilidade como modelos de seleção de agentes 

terapêuticos582–588. 

Nos últimos anos vários tipos de modelos animais, utilizando ratos e ratinhos, 

têm sido desenvolvidos para o estudo do CRC. Na era da sequenciação e manipulação 

genética, pareceria que os modelos geneticamente modificados fossem os melhores 

para essa tarefa, mas apresentam grandes limitações para o estudo do processo 

metastático e para fases avançadas da doença. A adição de novas tecnologias de edição 
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genética, nomeadamente a tecnologia CRISPR-Cas9, especialmente quando associada 

com organoides de CRC590, poderá ser promissora nesse sentido, no entanto, não é uma 

ferramenta disponível na maioria dos laboratórios.  

Cada modelo animal tem as suas vantagens e desvantagens e, em alguns casos, 

mais do que uma forma de indução de CRC é necessária591. O modelo deverá ser 

escolhido de acordo com o tipo de estudo, mais concretamente as suas expetativas e 

objetivos, por forma a maximizar o seu potencial592.  

Assim, dos modelos atualmente disponíveis, o modelo ortotópico parece estar 

na liderança para a investigação em cancro, pois permite o estudo detalhado do 

microambiente in vivo e das etapas que conduzem ao desenvolvimento de metástases. 

Devido às diferentes características dos segmentos cólicos, a criação e desenvolvimento 

de um modelo para o estudo da carcinogénese do cólon esquerdo é de uma elevada 

importância e apresenta uma solução para as limitações técnicas de outros modelos. 

A demanda por investigação translacional em CRC está a aumentar, com 

necessidade de modelos apropriados para análise das interações complexas in vivo. A 

aplicação do modelo aqui proposto para o estudo da carcinogénese de tumores 

retosigmoides será um auxílio precioso nesse sentido. A sua exequibilidade técnica, 

baixa mortalidade, rápida recuperação e facilidade de inoculação de células ou tecido 

tumoral será sem dúvida uma mais-valia, com clara vantagem sobre os modelos 

descritos na literatura577,579. O modelo apresenta ainda a possibilidade de monitorização 

do desenvolvimento tumoral com recurso a técnicas de medicina nuclear, 

nomeadamente, com estudos com 99mTc-MIBI. 

Será interessante ver o comportamento do modelo quando utilizadas outras 

linhas celulares que não as descritas neste manuscrito, nomeadamente linhas mais 

agressivas e com potencial metastático – HCT116 e SW620593, bem como utilizar 

enxertos derivados de doentes humanos311,594, e observar as alterações morfológicas 

nestes animais, sempre comparado com o que acontece no humano. 
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Ao longo dos diferentes capítulos desta Tese foram descritos, interpretados e 

discutidos os resultados obtidos, visando a caracterização do papel do microambiente 

tumoral e a sua influência no carcinoma colorretal primário e secundário. 

Nos capítulos V e VI, foi possível visualizar os resultados de ambas as vertentes, 

as componentes clínica e pré-clínica, bem como efetuar a sua discussão, retirando 

implicações clínicas e ideias a desenvolver no futuro. 

Foi possível averiguar alterações profundas do microambiente tumoral em 

doentes com imunossupressão induzida devido a transplantação hepática e/ou renal, e 

as alterações fenotípicas das metástases hepáticas, expressas pelo seu padrão de 

crescimento, correspondendo a mecanismos biológicos distintos e tradutores de 

interações diferentes, conforme descrito no componente clínico deste estudo. 

Na constituinte pré-clínica, desenhada com o objetivo de compreender os 

mecanismos envolvidos na vertente clínica, foi evidenciado o papel do modelo animal 

no estudo das doenças humanas, com reprodução da fisiopatologia humana e 

desenvolvimento de uma via metastática importante, mais concretamente de invasão 

neural. 

Desta forma, neste último capítulo, serão destacadas as conclusões de maior 

importância. Ressalva-se ainda que o estudo deste tema não se encontra esgotado no 

âmbito desta Tese, pelo que serão ainda enunciadas as perspetivas futuras mais 

relevantes. 

No que concerne a conclusões destacam-se: 

 

1. O carcinoma colorretal desenvolvido após transplante hepático e/ou renal 

apresentou alterações profundas do seu microambiente, com provável 

relação com o status de imunossupressão. 

2. A maior agressividade do carcinoma colorretal pós-transplante refletiu-se 

nas características histológicas, como elevada percentagem de necrose, 

menor atividade imune, ausência de células natural killer, maior expressão 

de marcadores de cancer stem cells e inexistência de expressão de PD-L1, 

limitando as terapêuticas alvo, nestas situações. 

3. A presença de instabilidade de microssatélites poderá representar um alvo 

terapêutico valioso nestes doentes. 

4. A cirurgia hepática é o gold standard para o tratamento de metástases 

hepáticas, com ou sem quimioterapia associada, e as características 

histológicas revelaram influência, quer em termos de sobrevivência global, 

quer em sobrevivência livre de doença. 

5. O padrão de crescimento histológico surgiu como fator de prognóstico 

reprodutível, com claras implicações, quer no prognóstico, quer na 

terapêutica dos doentes submetidos a ressecção de metástases hepáticas. 

6. Estes padrões de crescimento histológicos são o resultado fenotípico de uma 

interação tumor/parênquima não tumoral. 



CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 
 

156 
 

7. O padrão de crescimento histológico desmoplásico exibiu um efeito 

favorável, representando uma tentativa de contenção tumoral pelo 

hospedeiro. 

8. Os padrões de crescimento histológicos não desmoplásicos, ou seja, padrão 

expansivo e infiltrativo, são padrões com pior prognóstico, tendo-se 

verificado, neste trabalho, uma associação significativa entre padrão 

expansivo e pior sobrevivência. 

9. Tanto as metástases hepáticas de carcinoma colorretal como as metástases 

hepáticas de carcinoma gástrico exibiram os mesmos tipos de padrões de 

crescimento histológicos, com prognósticos similares para cada tipo, 

reforçando o papel dessa interação tumor/hospedeiro. 

10. Cada padrão de crescimento histológico apresentou implicações clínicas 

distintas, pelo que deverão fazer parte das reuniões multidisciplinares de 

decisão terapêutica. 

11. O valor dos padrões de crescimento histológicos terá ainda mais impacto se 

for possível a sua previsão num contexto pré-operatório. 

12. O modelo animal proposto com recurso a de colostomia descendente com 

fístula cutâneo-mucosa do cólon sigmoide é exequível e reprodutível. 

13. Este modelo permitiu uma reprodução locorregional do comportamento de 

carcinomas colorretais humanos, retratando a morfologia e mecanismos de 

invasão, tal como invasão neural. 

14. Foi possível a monitorização do crescimento tumoral por técnicas não 

invasivas, nomeadamente com recurso a técnicas de medicina nuclear. 

15. Observou-se que, após inoculação das células tumorais, o modelo recriou o 

comportamento registado nos estudos in vitro, com as células da linha celular 

de maior agressividade, mais concretamente a linha WiDr, a exibir 

comportamento mais agressivo. 

16. O modelo permitiu ainda o estudo detalhado de características imuno-

histoquímicas associadas a maior agressividade, nomeadamente sobre-

expressão de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e marcadores 

de cancer stem cells.  

17. O modelo ultrapassou a maioria das limitações existentes nos restantes 

modelos animais de carcinoma colorretal e, sendo um modelo ortotópico, 

poderá funcionar como uma modelo pré-clínico eficaz e permitir translação 

de resultados pré-clínicos. 

 

De acordo com o trabalho desenvolvido, este estudo representa um contributo 

inovador na área do carcinoma colorretal. 

O efeito do microambiente tumoral no carcinoma colorretal é um fator de amplo 

interesse, e a sua compreensão e modulação terapêutica será fundamental para uma 

terapia individualizada. 



CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 
 

157 
 

Assim, e de acordo com os resultados obtidos, esta Tese levanta algumas 

questões a serem esclarecidas em estudos futuros, mais concretamente: 

  

1. Previsão dos padrões de crescimento histológicos de metástases hepáticas 

de carcinoma colorretal, possibilitando a sua identificação num contexto pré-

operatório, auxiliando assim na seleção criteriosa de doentes para cirurgia e 

seleção de fármacos adequados. Para este efeito, várias estratégias seriam 

exequíveis, tais como: a) estudo detalhado das características patológicas e 

moleculares do carcinoma colorretal primário, com identificação de 

marcadores associados a um padrão de crescimento específico; b) estudo 

imuno-histoquímico e molecular das metástases visando, uma vez mais, a 

associação com determinado padrão de crescimento histológico e 

possibilitando a sua identificação em biópsia; c) caracterização detalhada do 

microambiente imune, com quantificação da população linfocitária e sua 

atividade, correlacionando a existente a nível sérico com um padrão de 

crescimento histológico específico, permitindo uma determinação sérica do 

padrão; d) utilização de metodologias de imagem, com recurso a algoritmos 

de inteligência artificial, tornando possível a identificação radiológica pré-

operatória dos padrões. 

2. Adaptação dos padrões de crescimento histológicos a outras metástases 

hepáticas, nomeadamente metástases hepáticas de carcinoma da mama e 

de carcinoma pancreatobiliar. 

3. Estudo dos padrões de crescimento das metástases de tumores sólidos em 

outros órgãos parenquimatosos. Sendo o pulmão o segundo local mais 

frequente de metástases de carcinoma colorretal, seria interessante a 

avaliação dos padrões de acordo com o estipulado na literatura e a 

correlação com a sobrevivência. 

4. Será interessante ver o comportamento do modelo animal descrito quando 

utilizadas outras linhas celulares que não as descritas neste manuscrito, 

nomeadamente linhas mais agressivas e com potencial metastático – HCT116 

e SW620, bem como utilizar enxertos derivados de doentes humanos, e 

observar as alterações morfológicas nestes animais, sempre comparando 

com o que acontece no humano. 
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7. Prémios e Distinções 

 

1. Travel Grant para o UEG Basic Science Course on animal models, Munique, 

Alemanha 

2. Travel Grant para o 26th European Congress of Pathology, Londres, Reino Unido 

3. Travel Grant para o 28th European Congress of Pathology/XXXI International 

Congress of the IAP, Colónia, Alemanha 

4. Travel Grant para o 29th European Congress of Pathology, Amsterdão, Holanda 

5. Travel Grant para ESMO Symposium on Signalling Pathways in Cancer 2016, Sitges, 

Espanha (3 e 4.03.2016) 

6. Travel Grant para ESMO Symposium on Signalling Pathways in Cancer 2018, 

Barcelona, Espanha (23 e 24.03.2018) 

7. Vencedor do 1º Prémio a “Ciência e os Internos” no valor de 5,000€ em 2018, com 

o tema “Carcinoma colorretal de novo após transplante hepático e renal” 

8. João Martins, Henrique Alexandrino, Rui Caetano Oliveira, Daniela Falcão, Maria 

Augusta Cipriano, Luís Ferreira, Ricardo Martins, César Carvalho, Marco Serôdio, 

Mónica Martins, José Guilherme Tralhão, Francisco Castro e Sousa “Síndrome de 

Obstrução Sinusoidal aumenta a Morbilidade após Ressecção Hepática por 

Metástases de Cancro Colorrectal" XXXVI Congresso Nacional de Cirurgia, Figueira 

da Foz, Portugal (03 a 05.03.2016) – Melhor Comunicação Oral 

9. Rui Caetano Oliveira, Daniela Falcão, Henrique Alexandrino, João Martins, Maria 

Augusta Cipriano, Luís Ferreira, Ricardo Martins, César Carvalho, Marco Serôdio, 

Mónica Martins, José Guilherme Tralhão, Francisco Castro e Sousa “Padrões 

histológicos como marcadores de prognóstico em doentes submetidos a 

hepatectomia por metástases de carcinoma colorretal” – Encontros da Primavera 

2017, Évora, Portugal (20 a 22.04.2017) – vencedor do prémio Melhor Comunicação 

Oral no valor de 1,500€ 

10. Rui Caetano Oliveira, Vítor Sousa, Paula Neto, Ângela Jesus, Ricardo Vieira, Maria 

José Julião, José Guilherme Tralhão, Maria Augusta Cipriano “Metástase cutânea 

por adenocarcinoma mucinoso com células em anel de sinete – relato de dois casos” 

– XXXIX Congresso Nacional de Cirurgia, Tomar, Portugal (21 a 23.03.2019) – eleito 

para os melhores posters do congresso 

11. Seleção para participação na 1st European Society of Pathology Academy, 

Waterloo, Bélgica (23 a 26.06.2018) 
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8. Submissão de projetos a financiamento  

 

1. Submissão de projeto à Fundação para a Ciência e Tecnologia através do “'Concurso 

para Financiamento de Projetos de Investigação Científica e Desenvolvimento 

Tecnológico em Todos os Domínios Científicos – 2020” para o estudo do padrão de 

crescimento das metástases hepáticas de carcinoma colorretal por imagem 

(ressonância magnética) com aplicação de algoritmos de imagem, sob a designação 

“B-Liver – Biomarkers in LIVER” – “Colorectal Cancer Liver metastases subtypes and 

Prognostic Stratification with Magnetic Resonance Imaging-Derived Biomarkers” 

(refª. PTDC/MEC-NUC/6013/2020) 

 

 


