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RESUMO

Silva AFL. Imunoexpresséo de Claudinas nos carcinomas endometriais
e sua correlacdo com aspectos histopatolégicos e clinicos. 2010.
[Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introducéo: As Claudinas, proteinas trasmembrana recentemente descritas,
sdo as principais proteinas constituintes das Tight Junctions e estudos
sugerem que estdo envolvidas na carcinogénese e progressao tumoral em
varios tumores, incluindo os canceres ginecolégicos. Objetivos: Caracterizar
a expressado das Claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 7 no endométrio normal em varias
fases, hiperplasias e polipos endometriais adenocarcinomas tipo | e Il e
carcinossarcomas. Estabelecer comparacbes entre a intensidade de
expressdo das Claudinas e caracteristicas clinicas e histopatologicas.
Material e métodos: Estudo de coorte retrospectivo em que foram
selecionadas 192 pacientes com diagndstico de carcinoma endometrial e
132 pacientes sem diagnéstico de cancer (endométrio em véarias fases,
hiperplasico e polipos), cujas amostras foram avaliadas segundo a
expressdo de Claudinas por estudo imuno-histoquimico em tissue
microarrays. Resultados e Concluséo: A expressao da Claudina 1 associa-
se aos tipos histoldégicos mais agressivos clinicamente (carcinomas tipo Il e
carcinossarcomas), assim como maior grau histoldégico, presenca de
metéstases linfonodais e invaséo linfovascular. Além disso, a diferenca de
expressdo entre o endométrio normal, hiperplasico e adenocarcinomas
endometridides podem sugerir um possivel papel desta molécula da via de
carcinogénese dos carcinomas tipo I. A expressao da Claudina 3 associa-se
com a presenca de infiltracdo miometrial, podendo ser um preditor de
comportamento mais agressivo das diversas categorias diagndsticas. A
importancia clinico-epidemiolégica desta constatacdo se deve ao fato de
estudos utilizando a CPE mostram que ha afinidade entre esta e o dominio
externo das Claudinas 3 e 4, podendo assim tornar-se uma opcao
terapéutica nos casos que expressam de forma moderada a intensa a
Claudina 3.



SUMMARY

Silva AFL. [Claudin immunoexpression in endometrial carcinomas and
its correlation with histopathological and clinical factors]. Sado Paulo;
2010. [Dissertacao de Mestrado-Fundacéao Antonio Prudente].

Introduction: Claudins, proteins trasmembrane described recently, are the
major protein constituent of tight junctions and studies suggest they are
involved in carcinogenesis and tumor progression in various tumors,
including gynecologic cancers. Objectives: To characterize the expression of
claudins 1, 2, 3, 4, 5, 7 in normal endometrium at various stages,
hyperplasia, endometrial polyps, type | and Il carcinomas and
carcinosarcomas. Comparisons between the intensity of expression of
claudins and clinical and histopathological features. Methods: A
retrospective cohort study in which were selected 192 patients with
endometrial carcinoma and 132 patients without cancer (endometrium at
various stages, hyperplastic endometrium and polyps), whose samples were
evaluated according to the expression of claudins by immunohistochemistry
on tissue microarrays. Results and Conclusion: The expression of Claudin
1 is associated with clinically more aggressive histologic types (type Il
carcinomas and carcinosarcomas), and higher histological grade, presence
of lymph node metastasis and lymphovascular invasion. Furthermore, the
difference in expression between normal endometrium, hyperplastic and
endometrioid adenocarcinomas may suggest a possible role of this molecule
on the pathway of carcinogenesis carcinoma type |. The expression of
Claudin 3 is associated with the presence of myometrial infiltration and may
be a predictor of more aggressive behavior of the various diagnostic
categories. The clinical and epidemiological importance of this finding is
because of studies using the CPE show that there is affinity between it and
the external domain of claudins 3 and 4 can thus become a therapeutic

option in cases involving moderately or intense expression of Claudin 3.
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1  INTRODUCAO

O carcinoma endometrial € a malignidade mais prevalente do trato
genital feminino nos paises desenvolvidos (SOBEL et al. 2006). O carcinoma
de endométrio pode ser classificado biologica e histologicamente em dois
grupos distintos, com patogéneses distintas (SOBEL et al. 2006). A forma
mais comum que compreende cerca de 80% dos carcinomas endometriais é
o chamado endometrioide ou tipo | (SOBEL et al. 2006; PAN et al. 2007)
que, de forma geral é de baixo grau, estrogénio dependente e usualmente
associado a hiperplasia complexa e atipica, com melhor prognéstico. Os
carcinomas mais agressivos, ndo dependentes de estrogénios, chamados
tipo Il, ocorrem em mulheres mais velhas, p6s menopausa, sendo de alto
grau e ndo se associam a hiperplasia. Os tipos histolégicos mais comuns
sdo os carcinomas seroso e células claras (KOUL et al. 2002; LAX 2004;
ZORN et al. 2005; HECHT e MUTTER 2006; SOBEL et al. 2006). Por outro
lado, ha casos em que se observa uma sobreposicao de padrdes clinico,
morfologico, imuno-histoquimico e molecular entre os dois tipos (KOUL et al.
2002; LAX 2004; ZORN et al. 2005; HECHT e MUTTER 2006; SOBEL et al.
2006).

O modelo de carcinogénese estrogénio dependente nos carcinomas
tipo | denota a progressdao de endométrio normal, hiperplasia complexa
atipica e carcinoma. Isso ndo ocorre com os tumores tipo Il. Diferentes

anormalidades genéticas tém sido detectadas nos carcinomas do



endométrio como instabilidade de microssatélites, mutaces nos genes
PTEN, KRAS, Beta-catenina e TP53, perda de heterozigose em varios
cromossomos, acrescentando novas informacdes ao modelo dualistico para
a carcinogénese endometrial (KOUL et al. 2002; LAX 2004; ZORN et al.
2005; HECHT e MUTTER 2006; SOBEL et al. 2006).

Devido ao curso mais agressivo dos tumores tipo Il, uma detalhada
caracterizacdo das caracteristicas celulares e histogénese dos dois tipos
pode facilitar o diagnostico e até mesmo proporcionar um tratamento mais
efetivo além de novas formas de tratamento (SOBEL et al. 2006; PAN ET
AL. 2007).

As Claudinas, proteinas trasmembrana recentemente descritas, sao
as principais proteinas constituintes das Tight Junctions e estudos sugerem
que estdo envolvidas na carcinogénese e progressao tumoral em varios
tumores, incluindo os canceres ginecoldgicos (SWISSHELM et al. 2005;

SOBEL et al. 2006; OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007; PAN et al. 2007).

1.1 TIGHT JUNCTIONS

A estrutura molecular das tight junctions (TJ) tem sido objeto de
extensos estudos que mostram que as TJ sdo constituidas por proteinas
periféricas e integrais da membrana plasmatica. Porém, o seu papel nos
eventos patofisiologicos incluindo o desenvolvimento dos carcinomas
humanos comecgou a ser estudado recentemente (OLIVEIRA e MORGADO-

DIAZ 2007). Tem-se buscado compreender o envolvimento destas proteinas



no estabelecimento da polaridade das células, controle do transporte
paracelular, transducdo de sinais e tumorigénese (OLIVEIRA e MORGADO-
DIAZ 2007).

As TJ sao parte de um complexo juncional apical e sdo intimamente
envolvidas na permeabilidade e polaridade celular. Sdo juncdes ocludentes e
servem como uma membrana de permeabilidade seletiva (ALBERTS et al.
2002) agindo como uma barreira entre os tecidos e regulando os
movimentos paracelulares de solutos de acordo com gradientes osmoticos.
Possuem também funcédo de rede mantendo a composicao diferencial entre
os dominios apical e basolateral por prevenir a livre difusdo de lipidios e
proteinas entre os compartimentos (OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007).
Enquanto as juncOes aderentes e desmossomos sao primariamente
envolvidas na adesao célula a célula e as juncdes GAP, na comunicacéo
célula a célula, as TJ tém uma funcdo de selo entre as por¢cdes apicais
adjacentes as membranas celulares basolaterais (KOMINSKY 2006).

Cada TJ é composta por proteinas de adesdo transmembrana e 0s
dominios extracelulares dessas proteinas interagem entre si para ocluir o
espaco intercelular (ALBERTS et al. 2002). Varios constituintes moleculares
das TJ tém sido identificados sendo os mais importantes: Claudinas,
Ocludinas, Moléculas de Adesao Juncional (JAM) (OLIVEIRA e MORGADO-
DIAZ 2007). e os mais recentemente descritos tricelulinas e Coksakie e
Adenovirus Receptor (CAR) (TSUKITA et al. 2008). As Claudinas, Ocludinas
e Tricelulinas possuem quatro dominios transmembrana e as JAM e CAR

sdo proteinas transmembrana isoladas ou com apenas um dominio. A



organizacdo e funcdo destes componentes isolados ou em conjunto é
complexa e € uma das principais linhas de estudo de grupos que buscam
entender os papéis destas moléculas na regulacdo do microambiente das
células epiteliais e de funcbes biolégicas como controle de proliferacéo
celular auxiliando, em ultima instancia, na busca por novos tratamentos anti-
cancer (TSUKITA et al. 2008). Figuras 1, 2, 3.

As TJ sao encontradas principalmente nas células epiteliais e
endoteliais (SOINI 2005). Acredita-se que a perda das fun¢des normais das
TJ constituam a marca dos carcinomas humanos (SWISSHELM et al. 2005;

OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007).

1.2 CLAUDINAS

Desde a sua descoberta em 1998 muitas pesquisas mostram que as
Claudinas sao as principais proteinas constituintes das TJ (OLIVEIRA e
MORGADO-DIAZ 2007). As Claudinas sdo membros de uma familia de
multiplos genes com cerca de 24 membros em humanos e camundongos
apresentando padrdes individuais de expressado nos tecidos (SWISSHELM
et al. 2005; OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007) isto é, exibem padrdes
especificos de distribuicdo entre tecidos normais e tumores correspondentes
(PAN et al. 2007). Células individuais podem expressar multiplos membros
dessa familia ou um Unico tipo (KOMINSKY 2006). Devido a sua
versatilidade as Claudinas parecem ser mais importantes para as fungdes

seletivas e sitio especificas das TJ (SOINI 2005). As Claudinas sao



proteinas transmembrana com quatro regides mantidas na membrana, duas
alcas extracelulares, uma intracelular e dominios citoplasmaticos N e C
terminais, ver Figura 3 (RANGEL et al. 2003; HEWITT et al. 2006; OLIVEIRA
e MORGADO-DIAZ 2007).

O alto grau de organizacao celular tipicamente observado em tecidos
normais diferenciados sdo frequentemente perdidas no cancer. As células
tumorais exibem deficiéncias nas funcbes das TJ, responsaveis pela
diferenciacéo e polaridade celular. A perda da integridade das TJ pode ser
particularmente importante na difusdo de nutrientes e outros fatores
necessarios para a sobrevida e crescimento tumoral. A diminuicdo da
polaridade e diferenciacdo podem ser importantes no fendtipo metastatico. A
relacdo entre a expresséo de Claudinas e iniciagdo ou progressao do cancer
permanece pouco clara (RANGEL ET AL. 2003). Recentemente tem-se
observado que os niveis de expressdo de algumas Claudinas estédo
alterados em canceres se comparados as células normais (TSUKITA et al.
2008). A superexpressao ou subexpressdo de um mesmo tipo de Claudina
variam dependendo do tipo de cancer (TSUKITA et al. 2008).

A perda de funcbes das TJ pode estar relacionada a progressao
tumoral especialmente através da perda da adesdo célula a célula e
diferenciacéao celular. Alguns estudos tém mostrado que as Claudinas séo
subexpressas em alguns tipos de cancer. Por exemplo, a Claudina 1 esta
reduzida no cancer de mama onde parece ter uma potencial funcdo de
supressdo tumoral, assim como no carcinoma colbénico em que esta

associada a recorréncias e diminuicdo da sobrevida. A Claudina 7 tem sido



relatada como subexpressa no carcinoma de mama invasivo,
correlacionando-se com o grau histologico e metastases, assim como nos
carcinomas da cabeca e pescoco, corroborando com a hipétese de que a
expressdo de proteinas relacionadas a adesao esta reduzida no cancer. A
diminuicdo da expressao de proteinas relacionadas a TJ, especialmente as
Claudinas esta em concordancia com a hipétese de que a tumorigénese é
acompanhada pela rotura de TJ e perda de adesao célula a célula, um
processo que pode ter papel na perda de diferenciacéao, perda de coeséao e
invasividade. Por outro lado, alguns estudos mostram que algumas
Claudinas estdo superexpressas em determinados tipos de cancer. A
superexpressao de Claudina 4 nas células pancreaticas causa reducao na
invasividade, tumorigenicidade, e potencial metastatico. A superexpressao
de Claudina 1 nos carcinomas de tiredide ndo ocorre nos casos agressivos..
A superexpressdao de Claudinas parece ser um evento precoce na
carcinogénese e pelo menos para alguns tipos celulares pode ser
encontrada em lesdes precursoras. Por exemplo, o adenocarcinoma
esofagico e seus precursores apresentam aumento da expressao de
Caludinas 3, 4 e 7 (HEWITT et al. 2006; OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ
2007).

As raz0es para essas discrepancias observadas na expresséo entre
os diferentes tecidos € pouco clara. Pode estar relacionada a diferencas
tecido-especificas das funcdes das Claudinas, ou até mesmo devido as
caracteristicas do microambiente. Permanece a duvida se a superexpressao

de Claudinas pode estar associada a perda de polaridade celular. O



aumento de permeabilidade celular no cancer colorretal a despeito da
superexpressao de Claudinas poderia ser explicada pela reducdo na
expressdo de outras proteinas das TJ como a Ocludina que é subrexpressa
no cancer colorretal (OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007).

A perda de inibicdo por contato que reflete uma desordem na via de
transducdo de sinal e interacdes célula a célula € tipica dos eventos
precoces e tardios da progressao tumoral. A TJ é importante na adeséo
intercelular, sinalizacdo e estd envolvida na regulacdo da proliferacéo,
diferenciacdo e polarizacdo celular. Neste contexto poucos estudos
investigam o significado funcional das alteracbes das Claudinas na
tumorigénese. Acredita-se que as Claudinas cooperem para a estabilidade
da polaridade celular e as alteracdes na localizacdo e expressao destas,
podem levar a disturbios de polarizacéo observados no cancer. As Claudinas
podem também contribuir para a invasividade do cancer pois podem interagir
com metaloproteinases, como metaloproteinases 2 e 4 e promover ou
exacerbar a sua atividade. A superexpressdo de Claudina 3 e 4 nas células
epiteliais ovarianas resultam em aumento de atividade de metaloproteinases,
com aumento da mobilidade celular e invasdo. Em geral, o aumento da
expressdo de Claudinas parece aumentar a capacidade de invasdo e
metastase dos carcinomas (RANGELL et al. 2006; OLIVEIRA e MORGADO-
DIAZ 2007).

Um estudo recente corrobora com esta idéia por mostrar uma forte
associacdo entre uma maior expressado de Claudina 4 e pior sobrevida nos

carcinomas gastricos. Por outro lado, em alguns carcinomas mamarios a



subexpressao de Claudinas esta relacionada a um aumento de invasao e
pior prognostico (OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007).

Ha outras funcdes recentemente atribuidas as Claudinas como
influéncia na apoptose, acao no ciclo celular, migracéo celular e manutencéo
do citoesqueleto podendo auxiliar na compreensdo do seu papel na
etiopatogenia do céancer (SWISSHELM et al. 2005; KOMINSKY 2006;
OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007; PAN et al. 2007). Por outro lado
mutacdes relacionadas a tumorigénese nao tem sido observadas nos genes
das Claudinas embora mutacdes cancer dependentes nos genes das
Claudinas ndo possam ser excluidas (TSUKITA et al. 2008).

O quanto a expressdo das Claudinas é causa ou consequéncia da
carcinogénese ainda ndo esta claro e como poderiam contribuir para a
progressao tumoral pode ser um tema interessante para estudos futuros
(RANGEL et al. 2006; OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007). O que 0s
estudos mais recentes mostram é que as Claudinas além de sua funcéo de
barreira intercelular podem ter papel na migracéo e invasividade das células
cancerigenas. No entanto o papel da sub ou superexpresséo de cada tipo de
Claudina e a determinacéo da funcdo de cada uma delas na tumorigénese
permanece incerta até o momento (TAKEHARA et al. 2009).

Ha poucos estudos histopatologicos que avaliam a presenca e a
forma de expressdo dos varios tipos de Claudinas nos tecidos tumorais
(SOINI 2005). Como essas proteinas mostram expressfes especificas e

diferentes de acordo com o tipo de epitélio podem se tornar Uteis no



diagndstico diferencial entre os tipos de tumores epiteliais (SOINI 2005). e

na compreensao dos eventos da tumorigénese.

a b TJ-integral membrane proteins
| Epithelial Cell | m
N
- 24 Claudins Occludin
extracallular
space
==
TJ : tight junction =c *c
AdJ : adherens junction
i Tricellulin eytopiasm JAM cytoplasm ¢ AR cytoplasm

Fonte: TSUKITA et al. (2008).
Figura 1 - Esquema mostrando as Tight junctions e Junc¢des aderentes no

papel de adesdo intercelular. b demonstra os componentes das tight
junctions.
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Fonte: SAWADA et al. (2003)
Figura 2 - Diagrama esquematico de uma tight junction. As setas denotam as

fungbes de barreira e rede.
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Figura 3 - Estrutura molecular das Claudinas (31)
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1.2.1 Claudina 1

Este tipo de Claudina é expresso em uma ampla variedade de
tumores, em geral com coloracdo forte na membrana plasmatica. Cora
também epitélios normais mas em intensidade muito maior nos carcinomas
(SOINI 2005). A Claudina 1 é encontrada por exemplo em epitélios
escamosos normais (SZABO et al. 2009). A superexpresséo de Claudina 1 é
encontrada principalmente em melanomas, carcinomas de células
escamosas orais e genitais, adenocarcinomas prostaticos e
adenocarcinomas colon-retais (SZABO et al. 2009).

Nos carcinomas escamosos da cavidade oral, se superexpressas,
relacionam-se a pior prognostico, com maior percentual de infiltracdo
perineural e metastase linfonodal (SZABO et al. 2009).

A diminuicdo da expressao por outro lado relaciona-se a menor
sobrevida em adenocarcinomas pulmonares e alguns tipos de carcinomas

de mama e célon-retais (KOMINSKY et al. 2003; SZABO et al. 2009).

1.2.2 Claudina 2

A imunoexpressdao de Claudina 2 é varidvel, podendo ser
membranosa ou com padrao citoplasmatico granular (SOINI 2005).H& uma
ampla variacdo de expressao dentro dos mesmos tipos histologicos de uma
ampla categoria de tumores (SOINI 2005).

TAKEHARA et al. (2009) sugere que a superexpressao de Claudina 2
estimula o desenvolvimento do céncer por diminuir a funcdo de barreira

intercelular das TJ e por aumentar a migracao celular.
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1.2.3 Claudina 3

A Claudina 3 apresenta em geral forte coloragdo de membrana em
varios tipos de carcinomas e em geral € negativa nos carcinomas gastricos,
renais e prostaticos. Tumores vasculares podem ser positivos para Claudina

3 assim como para Claudina 5 (SOINI 2005).

1.2.4 Claudina4

A imunorreatividade para Claudina 4 em geral € forte e membranosa.
Carcinomas negativos para este marcador incluem os originados no figado e
rim (SOINI 2005).

Acredita-se que a Claudina 4 possa também ser usada no diagnostico
diferencial entre células mesoteliais e epiteliais. O estudo de Fachetti et al
demonstrou que células mesoteliais reativas ou malignas ndo expressam
Claudina 4, ao contrario de carcinomas metastaticos de diversos sitios,

auxiliando no diagnostico diferencial (FACCHETTI et al. 2007).

1.2.5 Claudinab

A Claudina 5, como outras Claudinas apresenta marcacao
membranosa mais forte em tumores que no tecido normal. Porém esta
expressdo € ainda mais acentuada em carcinomas de alto grau (SOINI

2005). E considerado principalmente um marcador de células endoteliais.
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1.2.6 Claudina7

De forma geral a Claudina 7 cora a maioria dos tumores epiteliais em
padrbes citoplasmatico e membranoso (SOINI 2005). No entanto é
subexpressa em alguns carcinomas de mama e cabeca e pescogo
(KOMINSKY et al. 2003). Na mama a perda de expressao correlaciona-se ao
grau de carcinomas ductais in situ e invasivos (KALLIONIEMI e SUKUMAR
2003).

A Claudina 7 pode associar-se ao EPCAM (EpC) molécula de adeséao
celular amplamente expressa em carcinomas e correlaciona-se com pior
prognoéstico de alguns tumores além de ser fator iniciador de canceres de
mama, pancreas e intestino. Acredita-se que o EpC favoreca o crescimento
tumoral por interferir na adeséo celular mediada por e-caderina e promover a
superregulacdo da expressao do gene c-myc. A associacao entre a Claudina
7 e EpC pode potencializar estas funcdes tendo papel na tumorigénese
(NUBEL et al. 2009).

Nenhuma Claudina é expressa em neoplasias mesenquimais ou
linfomas. Pontualmente alguns tipos de Claudina podem corar células

névicas, dendriticas, melanomas e tumores vasculares (SOINI 2005).

1.3 CLAUDINAS E CANCER GINECOLOGICO

Alteragbes na expressao das Claudinas em diversos tumores
malignos e lesdes pré-malignas ginecoldgicas tém sido descritas. Na maioria

dos canceres ocorre uma diminuicdo da expressdo de Claudinas, mas no
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carcinoma do colo uterino algumas estao superexpressas. Claudinas 1, 2, 4
e 7 sdo superexpressas nas lesdes intraepiteliais escamosas de alto (NIC2 e
NIC 3) e baixo grau (NIC 1) se comparadas ao epitélio escamoso normal.
Por outro lado, no carcinoma invasivo estas mesmas Claudinas sdo muito
menos expressas, apesar de serem um pouco mMmais expressas se
comparadas ao epitélio normal. LEE at al. (2005) analisaram 89 casos de
lesbes cervicais e observaram um aumento gradual da expressao de
Claudinas 1 e 7 de acordo com a progressao de lesfes de baixo para alto
grau e carcinomas invasivos.

Claudinas 3 e 4 sdo superexpressas nos carcinomas ovarianos,
principalmente serosos e menos expressas nos cistadenomas e tumores
borderlines (SZABO et al. 2009). Caudina 7 também apresenta
superexpressao na maioria dos subtipos de céanceres epiteliais do ovario
(SZABO et al. 2009).

Em anadlises de sobrevida dos adenocarcinomas serosos do ovario a
superexpressdao de Claudina 3 é um fator prognoéstico independente de
sobrevida mais curta (SZABO et al. 2009). Além disso, Claudinas 3 e 7
expressas em efusfes sao fator progndstico independente de pior sobrevida
nestes tumores (SZABO et al. 2009). Claudinas 1, 4, 5 e 7 s&o expressas na
maioria dos tumores ovarianos epiteliais de diversos subtipos, mas ndo em
tumores mesenquimais ou neoplasias germinativas podendo ser usadas
como marcadores de diferenciacdo epitelial em casos de dificil definicdo

histologica (SOINI e TALVENSSARI-MATTILA 2006).
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A expressdo de Claudinas no carcinoma endometrial € discutida no

item 1.4.

1.4 CLAUDINAS E ENDOMETRIO

Um estudo realizado por SOINI (2005). avaliou a expressao de
Claudinas 1, 2, 3, 4, 5 e 7 em uma ampla gama de tumores incluindo
diferentes tipos de carcinomas, linfomas, tumores vasculares e de partes
moles além de lesdes melanociticas. Os tumores que mostraram
positividade mais constante e regular para Claudinas 1, 2, 3, 4, 5 e 7 foram
os carcinomas de endométrio e de tiredide. Em geral a imunoreatividade é
claramente na membrana plasmatica embora forte imunorreatividade
citoplasmatica também possa ser observada (SOINI 2005).

Recentemente evidenciou-se que a expressdo de Claudina 3 e
Claudina 4 aumentam gradualmente do endométrio normal a hiperplasico
até o carcinoma endometridide. Uma significativa superexpresséo foi
observada na hiperplasia atipica e no carcinoma endometrioide. Esses
achados sugerem gue 0 aumento na expressao dessas proteinas pode ser a
chave de uma alteragéo precoce na progressao da doenga e associada com
a transformacdo maligna do endomeétrio normal. Podem especialmente se
tornar marcadores Uteis em conjunto com a avaliagdo morfoldgica classica
dos estagios pré-malignos e selecionar subpopulagBes de pacientes com
aumento de risco de desenvolvimento de céancer endometrial (PAN et al.

2007).
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No carcinoma endometrial os principais fatores que determinam o
prognéstico sdo o grau histologico, estadio clinico e invasdao miometrial.
Observou-se que a superexpressédo de Claudinas 3 e 4, especialmente a 4
correlaciona-se com a invasdo miometrial nos carcinomas endometrioides.
Pacientes com metastases linfonodais também mostraram maiores niveis de
expressdo dessas proteinas. Desse modo, podem se tornar potenciais
marcadores prognosticos para discriminar subpopulacdes de tumores
agressivos (PAN et al. 2007).

Os carcinomas serosos, tipo Il, também apresentam superexpressao
de Claudinas 3 e 4 o que, de maneira simples, pode sugerir que a
superexpressdo das Claudinas pode estar mesmo envolvida na
carcinogénese endometrial (SOBEL et al. 2006; PAN et al. 2007; KONECNY
et al. 2008).

Além disso a analise comparativa entre carcinomas Serosos primarios
e suas metastases mostrou que as metastases apresentam maiores niveis
de expressédo de Claudinas 3 e 4 se comparadas aos tumores primarios,
mostrando mais uma vez que a expressao destas duas Claudinas pode estar
relacionada a um comportamento mais agressivo (SANTIN et al. 2007a).

Os carcinossarcomas, tumores uterinos agressivos hoje considerados
carcinomas metaplasicos, apresentam superexpressado de Claudinas 3 e 4
podendo ser também candidatos a terapias alvo-induzidas para receptores
destas moléculas (SANTIN et al. 2007b).

SOBEL et al. (2006) tentaram acrescentar novas informacdes ao

modelo dualistico de carcinogénese endometrial através do estudo da
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expressdo de diferentes Claudinas nos carcinomas endometrioides e
serosos. Mostrou-se que é possivel distinguir as duas entidades pelas
expressdes imuno-histoquimicas de Claudinas 1 e 2, o que poderia refletir
diferentes vias celulares ou patogenéticas, assim como explicar diferencas
nos padroes de adesao celular e propriedades invasivas. Os carcinomas
endometroides apresentam alta expressdao de Claudina 2 e baixa de
Claudina 1. O contrario ocorre com 0s carcinomas serosos. As proteinas 3,
4, 7 ndo se mostraram Uteis nesta diferenciacdo, no entanto, sua intensa
expressao nos tumores endometriais pode ser levada em consideracdo nos
casos de pesquisa de sitios primarios de metastases.

Contudo, ainda nao esta definido como a expressdo de Claudinas

contribui para a progressao neoplasica nos carcinomas endometriais.

1.5 CLAUDINAS: POSSIVEIS ALVOS TERAPEUTICOS

A expressao diferencial de Claudinas entre as células tumorais e
normais e a sua localizacdo na membrana celular tornam-nas candidatas a
terapia alvo induzida.

Estudos pré-clinicos tém mostrado que as células tumorais que
superexpressam Claudinas podem ser alvos de varios tipos de abordagens
desde anticorpos anti-Claudinas até o uso da enterotoxina citolitica do
Clostridium perfringens (CPE), que age principalmente sobre as Claudinas 3
e 4, que possuem receptores para esta toxina (SWISSHELM et al. 2005;

SOBEL et al. 2006; PAN et al. 2007).
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A CPE, principalmente associada ao Clostridium perfringens tipo A, é
um polipeptideo simples (SANTIN et al. 2007a) que atua principalmente
através de citolise.

Estudos mostram que células cancerigenas mamarias modificadas ou
carcinomas serosos disseminados no peritdnio de ratos respondem a acéo
citolitica desta toxina em menos de 5 minutos levando a necrose macica das
células tumorais (SANTIN et al. 2007a e b; TSUKITA et al. 2008).

O grau de afinidade entre a CPE e as Claudinas tem sido estimada
como: Claudina4>Claudina6>Claudina7>Claudina3>Claudinal4>Claudina8
e nao ha afinidade entre CPE e as Claudinas 1, 2, 5 e 10. Deste modo,
tumores com aumento da expressdo das Claudinas citadas poderiam ser
mais susceptiveis aos efeitos citoliticos da CPE. Além deste efeito direto, a
CPE ligando-se ao dominio externo do receptor localizado nas Claudinas
poderia ser endocitada juntamente com parte do receptor levando a reducéo
da barreira intercelular das células neoplasicas facilitando a acdo de outros
quimioterapicos (TSUKITA et al. 2008).

Uma segunda possibilidade de medicamentos tendo Claudinas como
alvo sdo os anticorpos contra Claudinas. As reac¢des antigeno anticorpo
podem destruir as moléculas das TJ ou enfraquecé-las e até mesmo induzir
reacoes inflamatodrias contra a célula de interesse. Podem também reduzir a
permeabilidade das TJ causando alteracées no microambiente celular e

reducao da proliferacao celular (TSUKITA et al. 2008).
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OBJETIVOS DO ESTUDO

Caracterizar e comparar a expressdo imuno-histoquimica de
Claudinas 1, 2, 3, 4, 5 e 7 no tecido endometrial normal, em fases
proliferativa, secretora e atrdfica, na hiperplasia endometrial com ou
sem atipias, pélipos endometriais e carcinomas endometriais tipos | e

Il e carcinossarcomas em tissue microarrays;

Verificar se ha correlacdo entre a expressdo das Claudinas nos
tumores tipos | e Il e carcinossarcomas e caracteristicas clinico-
patolégicas (tipo histologico, estadiamento, grau de diferenciacéo
patolégica, nivel de infiltracdo miometrial, infiltracdo neoplasica

vascular e metastases);

Verificar se ha correlacdo entre a expressdo de Claudinas e
prognostico dos carcinomas (tempo de sobrevida livre de doenca e

sobrevida global).
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3 JUSTIFICATIVA

O padréo de expressao das Claudinas nos carcinomas endometriais €
pouco conhecida, e a determinacdo dos padrfes pode auxiliar na deteccéo
de lesdes pré-neoplasicas, diferenciagcdo entre os tipos histologicos e

correlagdo com o progndstico dos tumores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES E AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram selecionadas dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica do Hospital do Cancer AC Camargo, amostras de tecido fixado
em formalina e incluidos em parafina e seus cortes correspondentes em
laminas coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE).

Foram incluidas no estudo 192 pacientes do Hospital AC Camargo
submetidas a procedimentos diagndsticos e/ou cirlrgicos de neoplasias
endometriais sem tratamento quimio ou radioterdpico relacionados a
malignidades ginecoldgicas anteriores a obtencdo da amostra bioldgica, no
periodo de 1980 a 2006.

Todas as laminas de HE foram submetidas a revisdo por dois
observadores independentes, médicos patologistas, sendo um deles o
pesquisador (mestrando). Estabeleceu-se um consenso entre o0s
observadores para os casos de duvidas ou discordancia. A classificacédo e
graduacdo dos tipos histologicos foi realizada a partir dos critérios
preconizados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Federacao
Internacional de Ginecologia e obstetricia (FIGO) (SILVERBERG et al.
2003).

As amostras ndo neoplasicas foram obtidas a partir do levantamento

dos laudos anatomo-patolégicos de 134 pacientes submetidas a
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procedimentos terapéuticos ou diagndsticos no Hospital AC Camargo, no
periodo de 1998 a 2006, por outras razées como leiomiomas, carcinomas de
colo uterino sem comprometimento miometrial, prolapsos genitais ou por
outras afeccdes em que ndo havia comprometimento neoplasico secundario

do endomeétrio.

4.1.1 Critérios de incluséo
% mulheres submetidas a procedimentos diagnosticos e/ou cirurgicos de
neoplasias endometriais sem tratamento quimio ou radioterapico
anterior a obtencdo da amostra biolégica
s amostras de endométrio ndo neoplasico obtidas de pacientes
submetidas a procedimentos diagnosticos ou terapéuticos em
decorréncia de outras malignidades extra endometriais sem

comprometimento secundario do endométrio e afec¢des benignas

4.1.2 Critérios de excluséo
Pacientes com malignidade epitelial concomitante em ovarios e/ou
tubas uterinas, em que nao foi possivel estabelecer o sitio primario da

neoplasia.

4.1.3 Reviséo dos casos
Os casos foram revisados e os diagnosticos reclassificados de acordo
com critérios morfolégicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da

Saude em 2003 (SILVERBERG et al. 2003) sendo os casos separados nas
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seguintes categorias: polipo endometrial, hiperplasia endometrial simples
sem atipias, hiperplasia endometrial simples com atipias, hiperplasia
endometrial complexa com atipias, adenocarcinoma endometrioide,
adenocarcinoma seroso, carcinoma de ceélulas claras e carcinossarcomas.
Os tumores endometrioides ndo foram classificados quanto as suas
variantes histologicas.

O sistema de graduacéo utilizado foi o proposto pela FIGO em 1988 e
modificado por ZAINO et al. (1995) e revisado por ZAINO (2009).

A graduacdo dos carcinomas tipo | € baseada na porcentagem de
areas solidas (grau arquitetural) e grau nuclear (ZAINO et al. 1995;
CLEMENT e YOUNG 2002; SILVERBERG et al. 2003).

Grau arquitetural:

Grau 1: porcentagem de areas solidas menor ou igual a 5%

Grau 2: porcentagem de areas solidas ente 6 e 50%, excluindo-se areas de
diferenciacdo escamosa

Grau 3: porcentagem de areas solidas maior que 50%, excluindo-se areas

de diferenciacdo escamosa

Grau nuclear: 1, 2, 3
Grau 3: marcado pleomorfismo nuclear, cromatina grosseira e nucléolo
evidente.

O grau arquitetural em geral corresponde ao grau final. A presenca de
atipia nuclear consideravel interpretada como grau 3, eleva o grau final do

adenocarcinoma em 1 grau. Por exemplo, um adenocarcinoma com grau
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arquitetural 2 e grau nuclear 3, tera como grau final o valor 3 (ZAINO et al.

1995; CLEMENT e YOUNG 2002; SILVERBERG et al. 2003).

4.2 TISSUE MICROARRAY E IMUNO-HISTOQUIMICA

Apos a revisdo das laminas coradas pelo HE procedeu-se a sele¢édo
dos blocos de parafina e identificacdo das areas de interesse nos mesmos
com caneta marcadora. Os tissue microarrays (TMA) foram construidos
através de resseccdes por agulha das amostras de tecidos nos blocos de
parafina originais (blocos“doadores”) e os fragmentos recolocados em um
novo bloco de parafina (bloco “receptor”). Cada caso no bloco de parafina
receptor foi representado por 1 ou 2 spots medindo cada um em média 1,0
milimetro (mm) de diametro.

As amostras foram distribuidas em 3 blocos de tissue microarray e a
organizacao foi realizada da seguinte forma:

Array 1 - carcinomas endometrioides, hiperplasia endometrial simples sem
atipias, pélipos endometriais e hiperplasia endometrial complexa com atipias;
Array 2 - carcinomas endometrioides e carcinomas serosos (incluindo
carcinomas de células claras, carcinossarcomas e outros carcinomas);

Array 3 - polipos endometriais, hiperplasias endometriais (simples sem
atipias, simples com atipias e complexa com atipias), endométrio
proliferativo, endométrio secretor, endométrio atréfico.

A seguir os blocos de TMA foram cortados e 0s seguintes passos

para realizacdo das reacgdes imuno-histoquimicas foram seguidos e
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realizados no laboratério de imuno-histoquimica do departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo:
1) O bloco de TMA é cortado no micrétomo rotativo na espessura de 5
pum. Coloca-se o tape contra o bloco de TMA e corta-se. O tape com 0
material € colado na lamina apropriada e com a pressdo manual de um rolo
o tape é fixado na lamina. A lamina com o tape sofre a irradiagdo com UV
por 30 min, sendo em seguida mergulhada em solucédo solvente (TPC) e
seca a temperatura ambiente. Os tapes sao retirados ap0s a secagem. As
laminas sofrem banho de parafina, estando prontas para o armazenamento
em freezer.
2) Desparafinizacédo das laminas deixadas por 24 horas em estufa 60°C:
-Xilol a 60°C por 20 minutos
-Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos
-Etanol 100% 30segundos
-Etanol 85% 30 segundos
-Etanol 70% 30 segundos
3) Lavar as laminas em agua corrente e destilada.
4) Ferver a solugcédo tampéo citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressao
(Eterna®, Nigro) destampada, mergulhar as laminas e lacrar a panela com a
valvula de seguranca aberta.

ApoGs a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranca e
aguardar a pressurizacdo total. Cronometrar 4 minutos apos esse sinal.

Deixar a panela fechada sob agua corrente até a despressurizacao total.
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5) Destampar a panela com as laminas e lavar em agua corrente e
destilada

6) Proceder ao bloqueio da peroxidase endogena com H,O, 3%, (dgua
oxigenada 10 vol) com 3 trocas de 10 minutos cada. Lavar em agua corrente
e destilada e com solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate
buffered saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.

7 Incubar as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pre-
estabelecido, conforme quadro 1 abaixo, em tampdo PBS contendo
albumina bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaNs)

0,1%, por 18 horas a 4°C em camara Umida.

Quadro 1 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados.

Anticorpos | Clones Titulos | Fabricantes

Claudina 1 |Policlonal feito em coelho [ 1:400 | Zymed # 18-7362

Claudina 2 Policlonal feito em coelho | 1:400 Neomarkers # RB9260, Fremont, CA, EUA

Claudina 3 Policlonal feito em coelho | 1:400 Neomarkers # RB9651

Claudina 4 | Policlonal feito em coelho | 1:100 | Affinity Bioreagents # PA1-20906,

Claudina 5 Policlonal feito em coelho [ 1:1000 | Neomarkers # rb 9243

Claudina 7 | Policlonal feito em coelho | 1:800 |Zymed # 18-7378

8) Lavar em tampé&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

9) Incubar por 30 min a 37° C com Novolink” Pos Primary antibody
(NovoLink Max Polymer cod# RE7260-k, Reino Unido).

10) Lavar com tampédo PBS com 3 trocas de 3 min cada.

11)  Incubar com o Novolink Polymer™ por 30 min a 37° C

12) Lavar em tampéao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.
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13) Incubar as laminas em solu¢do substrato: 100 mg% de 3,3
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO); 1 mL de H,0, 6% (dgua oxigenada 20 vol); 100 mL
de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.

14) Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento
de precipitado castanho dourado, como produto final da reacao.

15) Lavar em agua corrente e agua destilada por 3 minutos.

16) Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.

17) Lavar bem em agua corrente e destilada

18) Imergir 2 vezes em agua amoniacal (solucdo de hidroxido de amdnio
0,5%), lavando em seguida em agua corrente e destilada.

19) Desidratar as laminas em:

-Etanol 80%, 30 segundos

-Etanol 95%, 30 segundos

-Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada

-Xilol 4 vezes, 30 segundos cada

20) Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha).
As reac0Oes foram realizadas em duplicata em cada array a fim de se evitar a
perda de representacdo de algum spot ou artefatos de coloracdo que

prejudicassem a interpretacao.
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4.3 CLASSIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA

A avaliacdo da intensidade de expressao dos marcadores é subjetiva
e os critérios variam amplamente nos estudos anteriores (SOBEL et al.
2006; PAN et al. (2007).

Realizou-se a interpretacdo das reac¢des imuno-histoquimicas nas
laminas de tissue microarray através de analise em microscopio 6tico Nikon
E200 avaliando-se o padrédo e intensidade de coloragdo nas membranas
plasmaticas e quantificacdo das células positivas. A avaliacdo da intensidade
de coloracdo e porcentagem de células coradas foi feita de maneira
independente. A categorizacdo da intensidade de coloragcéo e porcentagem
de células positivas é descrita abaixo.

Intensidade de coloracdo:

Utilizamos a quantificacdo da intensidade em cruzes segundo PAN et

al. (2007):

- sem coloracgéo (negativo)

+ fraco

++ médio

+++ intensa

Optamos por categorizar a intensidade da seguinte maneira:
Escore 0: sem coloragéo (negativo)

Escore 1: positividade leve/fraca (+)

Escore 2: positividade moderada (++)

Escore 3: positividade intensa (+++)
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Porcentagem de células coradas:
As células com maior intensidade de coloracdo foram contadas em cada
spot e a proporcao em 100 células foi estimada para a categorizacdo em
intervalos de células coradas.
e Escore 0: nehuma
e Escore 1: 1 a 30% das células positivas com maior intensidade de
coloracao
e Escore 2: 31 a 60% das células positivas com maior intensidade de
coloracao
e Escore 3: >60% das células positivas com maior intensidade de
coloracao
A partir destes dois agrupamentos indenpendentes (intensidade de
coloracédo e porcentagem de células positivas) desenvolvemos um escore
multiplicando as categorias de intensidade de coloracao pela porcentagem
de células positivas, obtendo as seguintes categorias:
¢ Negativo/Positivo leve: escores 0 a 1l
e Positivo moderado: escores 2,3 e 4
e Positivo forte: escores 6 a 9
Para a realizacdo da analise estatistica, as categorias foram agrupadas nos
seguintes escores finais:

X/

+ Negativo: compreendendo os escores 0 - 1
+» Positivo: compreendendo os escores 2 - 9
As analises relacionadas a comparacdes entre 0s grupos e analises

uni e mulitvariadas levaram em consideracao a separagdo em escores e 0
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agrupamento nas categorias negativo (0-1) e positivo (2-9), de forma

semelhante ao que foi realizado no estudo de CHOI et al. (2009).

4.4 BANCO DE DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS

As seguintes variaveis foram coletadas a partir dos laudos anatomo-
patologicos e consultas a prontudrios de pacientes nos casos de carcinoma
endometrial e tabuladas com as seguintes codificagdes:

a) Iniciais do nome das pacientes

b) Idade em anos

c) Raca

Codificagao:

1- branca

2- negra

3-outras

d) Tempo de menopausa em anos (intervalo de tempo entre a idade de inicio
da menopausa e idade ao diagndstico)

e) Sintomas e/ou circunstancias que levaram ao diagnéstico:
Codificagao:

0- sangramento

1- alterag&o ultrassonografica

2- bidpsia prévia

3- dor abdominal

4- dor abdominal e sangramento
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5- outros

f) Uso de tamoxifeno (se a paciente usou tamoxifeno previamente ao
diagnéstico de carcinoma endometrial)

Codificacao:

1-Sim

2-N&o

g) Tempo de uso de tamoxifeno tabulado em meses até a data do
diagnostico

h) Tipo de cirurgia realizada para diagndéstico/terapéutica

Codificacao:

0- Histerectomia total abdominal (HTA)

1- HTA + SOB (salpingooforectomia bilateral)

2- HTA+SOB+Linfadenectomia

3- Exanteracao

4- Sem cirurgia (outro tratamento)

5- Curetagem

6- Histeroscopia

7- Laparotomia exploradora

8- HTA+SOB+ biopsias multiplas do peritdnio

i) Data da cirurgia

j) Diagnéstico anatomo-patolégico original (sem reviséo)

k) Grau histolégico do diagndstico anatomo-patologico original (sem reviséao)
) Tipo histolégico apoés revisédo de laminas

0- Pdlipo endometrial



1- Hiperplasia simples sem atipias
2- Hiperplasia simples com atipias
3- Hiperplasia complexa com atipias
4- Adenocarcinoma endometridide
5- Adenocarcinoma seroso

6- Carcinoma de células claras

7- Carcinossarcoma

8- outros tumores epiteliais
9-Endomeétrio proliferativo
10-Endomeétrio secretor
11-Endomeétrio atréfico

M) Grau histologico da revisao
1-Graul

2- Grau 2

3- Grau 3

n) Nivel de invasao miometrial

0- Restrito ao endométrio

1-<50% da parede

2->50% da parede

0) Avaliacao de invasao angiolinfatica:

Codificacao:
0-ndo
1-sim

p) Comprometimento linfonodal:
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0-nao

1-Sim, metastase em linfonodo pélvico
2-Sim, metastase em linfonodo para-aortico
3-Sim metéastase linfonodal a distancia
q) Terapia adjuvante

Codificacao:

0- Nenhuma

1- Radioterapia

2- Quimioterapia

3- Hormonioterapia

4- Radio, quimio e braquiterapia

5- Radioterapia prévia a cirurgia

6- Radioterapia externa e braquiterapia
7- Radioterapia exclusiva

8- Radio e quimiterapia

9- Quimioterapia prévia

10- Braquiterapia

r) Estadiamento anatomo-patolégico
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Realizado de acordo com o sistema TNM 2002 (SOBIN e WITTEKIND 2004;

ZAINO 2009), ver Quadro 2.

s) Estadiamento clinico:

Todos os casos foram uniformizados pelos critérios da Federacao

Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO),

WITTEKIND 2004; ZAINO 2009), ver Quadro 2.

1988 (SOBIN e
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t) Recorréncia
0-Nao
1- Sim
u) Intervalo de tempo de recorréncia
Intervalo de tempo em meses desde a cirurgia até a data da primeira
recorréncia
v) Follow up
Intervalo de tempo de seguimento em meses
x) Situac&o do ultimo follow up
Codificacao:
0- vivo sem doenca
1- vivo com doenca
2-sem follow up (tratou for a do hospital apds diagndstico ou cirurgia)
3- 6bito por cancer endometrial
4- Obito por outras causas
z) Data do 6bito
Nos casos nao neoplasicos coletamos os mesmos dados acima
relatados, salvo as diferencas entre a informacao e o diagnostico anatomo-
patolégico. Caso 0 caso ndo se encaixasse na categorizacao a informacéo

foi referida como ignorado.
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45 ANALISE ESTATISTICA

O teste de qui-quadrado foi usado para comparar proporcdes de
variaveis categéricas de grupos ndo pareados, com mais de 20 casos no
total, e auséncia de valores esperados na tabela de contingéncia menores
que 1 e menos de 20% dos valores menores que 5. Valores de probabilidade
menores que 0.05 foram considerados significativos.

As curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) foram utilizadas para a analise
univariada. O modelo de riscos proporcionais de Cox foi utilizado para
andlise de sobrevida em analises multivariadas. Realizou-se a analise
univariada dos fatores progndésticos por meio das curvas de sobrevida global
e livre de doenca. Os célculos de probabilidade de sobrevida em 5 anos
foram realizados através do estimador produto limite de Kaplan-Meier. Para
a comparacao das curvas de sobrevida utilizou-se o teste de log-rank. O
modelo de riscos proporcionais de Cox foi empregado para a analise
multivariada. As variaveis de interesse para a analise multivariada foram
todas aquelas com o valor do nivel descritivo do teste de até 0,20 na analise
univariada e também as claudinas (de 1 a 7), independentemente dos
valores de P. As variaveis de ajuste (compulsoérias) do modelo multivariado
para predicdo de Obito foram: estadiamento, tipo histologico, grau
histolégico, década em que ocorreu o tratamento e idade. O modelo
multivariado para predicdo de recorréncia adotou as mesmas variaveis de
ajuste, exceto a idade. Em todos os testes estatisticos o nivel de

significancia considerado foi de 5%.



Quadro 2 - Estadiamento TNM 2002/FIGO 1988.
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TNM TNM TNM FIGO X

T N M 1988 CLASSIFICACAO

TX NO MO - Tumor primario néo localizado

To NO MO ) ng,.ewdenma de tumor
primario

| Tis NO MO [0 | Carcinoma “in situ”

T1 NO MO I Tumor restrito ao corpo uterino

Tla NO MO 1A Tumor restrito ao endométrio
Tumor invade menos da

T1lb NO MO B metade da espessura do
miomatrio
Tumor invade a metade ou

Tlc NO MO IC mais da espessura do
miomeétrio
Tumor invade o colo uterino

T2 NO MO I mas ndo se extende além do
utero

T2a NO MO A Somente envolwmento
glandular endocervical

T2b NO MO B Inva_sao do estroma do colo
uterino

T3 NO MO I D|ssem|na(;ac_) neoplasica local
e/ou locorregional
Tumor envolve a serosa do
corpo uterino e/ou anexos

T3a NO MO A (extensao direta ou metastase)
e/ou células neoplasicas no
liquido ascitico ou peritoneal
Comprometimento da vagina

T3b NO MO B (extensdo direta ou metastase)

T1,72,T3 N1 MO Mo Metéastase a !lnfonodo pélvico
e/ou para-adrtico
Tumor invade a mucosa da

T4 Qualquer N || MO IVA bexiga ou intestino,
comprovada por biépsia
Disseminagdo neoplasica a
distancia, incluindo metastases
intra-abdominais e linfonodos

Qualquer T || Qualquer N || M1 VB inguinais (excluindo
metastases a serosa pélvica,
vagina e anexos uterinos)
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5 RESULTADOS

O estudo realizado foi um estudo de coorte retrospectivo,
observacional, em que foram selecionadas 192 pacientes com diagnostico
de carcinoma endometrial no periodo de 1980 a 2006, totalizando 192
amostras representadas por Adenocarcinoma endometrioide, 155 casos,
Adenocarcinoma Seroso, 31 casos, Adenocarcinoma de células claras, 1
caso e 5 casos de pacientes com Carcinossarcoma (Tabela 3). Foram
também avaliadas 146 amostras de 134 pacientes com diagndsticos
categorizados em endométrio normal em fases secretora e proliferativa,
endomeétrio atréfico, polipo endometrial, hiperplasia endometrial simples sem
atipias, hiperplasia endometrial simples com atipias e hiperplasia endometrial
complexa com atipias com distribuicdo indicada na Tabela 2. O
detalhamento das categorias diagndsticas é obsevado nas Tabelas 1 a 5.

A idade média da idade das pacientes do estudo foi de 61,86 anos, dp
11,208 anos. A idade média das pacientes com carcinoma 60 anos, dp
10,414, das pacientes com endométrio proliferativo foi de 42,5, dp 7,47,
endométrio secretor 48 anos, dp 3,68, endométrio atréfico 66, 22 anos, dp
12,082 e as pacientes com hiperplasias tiveram idade média de 53, 5 anos ,
dp 12, 486 anos.

Com relacéo a raca 252 (73,3%) pacientes eram brancas, 26 (8%)
nao brancas e em 48 pacientes (14,7%) n&o havia informacao sobre a raca

no prontuario.
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Para as pacientes menopausadas a média do tempo de menopausa
foi de 14,9 anos, dp 8,932 anos, calculado a partir do inicio do climatério até
o diagnostico de cancer ou até o inicio dos sintomas que levaram a um
procedimento diagndstico.

38 pacientes fizeram uso de tamoxifeno correspondendo a 11,7 %.
Foram relacionadas as informacdes sobre 0 uso ou ndo de tamoxifeno antes
do diagnostico de carcinoma endometrial ou que motivaram a investigacao
diagnéstica. 38 pacientes fizeram uso de tamoxifeno, 15 por menos de 24
meses e 13 por mais de 24 meses (Tabelas 11 e 12). Na nossa casuistica
apenas 6 pacientes com diagnostico de Adenocarcinoma endometrioide
fizeram uso prévio de tamoxifeno.

O sintoma mais freqlente nas pacientes com diagnodstico de
carcinoma foi 0o sangramento transvaginal, seguido por alteracfes ultra-
sonograficas. Nas pacientes com hiperplasias endometriais o achado mais
freqlente foi 0 espessamento endometrial, assim como nas pacientes com
endomeétrio atrofico.

O tipo de cirurgia ou procedimento diagnostico a que cada paciente foi
submetida e a década de realizacéo destes estdo relacionadas nas Tabelas
13 e 14.

As pacientes submetidas a algum tipo de terapia neoadjuvante ou
terapia prévia a cirurgia estdo relacionadas a seus respectivos
procedimentos na Tabela 15.

Demais caracteristicas inerentes a dados histopatolégicos sao

referidos nas Tabelas 6 a 10.
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A avaliacdo da expressao das Claudinas foi realizada levando-se em
consideracdo o0 padrdo de expressdo nas ceélulas e a intensidade de
coloracdo na membrana plasmatica. A analise quantitativa ou qualitativa da
expressao citoplasmatica ndo foi foco deste estudo. A intensidade de
coloracao foi tabulada em escores de 0 a 3 cruzes (0O-intensidade leve, 1 +
leve, 2+ moderada e 3+ intensa). Avaliou-se também a porcentagem de
células positivas e categorizadas de 0 a 3 (0, nenhuma célula positiva,1, 1-
30%, 2, 31-60%, 3, >60%). A partir destas informacdes desenvolvemos um
escore multiplicando as categorias de intensidade de coloracdo pela
porcentagem de células positivas, obtendo as seguintes categorias:

o0 Negativo/Positivo fraco: escores 0 a 1
o Positivo moderado: escores 2, 3 e 4
o Positivo forte: escores 6 a9
Para a realizacdo da analise estatistica, as categorias foram agrupadas em:
e Negativo: compreende os escores 0 - 1
e Positivo: compreende os escores 2 - 9

As analises relacionadas a comparacdes entre 0s grupos e analises
uni e mulitvariadas levaram em consideracdo a separagdo em escores e 0
agrupamento nas categorias negativo 0-1 e positivo 2-9, de forma
semelhante ao que foi realizado no estudo de CHOI et al. (2009).

De forma geral, a andlise do padrdo de expressdo das Claudinas
mostrou positividade predominantemente em membranas citoplasmaticas e
eventualmente citoplasmatica. Nao houve imunoexpressdo das Claudinas

nas células mesenquimais como as estromais endometriais, células do
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estroma tumoral, seja de sustentacdo, no estroma neoplasico dos
carcinossarcomas ou nas ceélulas miometriais infiltradas pelos diversos tipos
de carcinomas. Além disso, areas de metaplasia escamosa nos
adenocarcinomas endometrioides foram negativas para todas as Claudinas.
Levamos em consideracdo apenas a coloracdo de membranas para analise
estatistica.

A Claudina 2 foi positiva em todos os casos de cancer, endométrio
normal e hiperplasia com padrédo exclusivamente citoplasmatico. Nao houve
imunoexpressdao nas membranas citoplasmaticas. A verificacdo dos
controles das reacdes evidenciou que 0s mesmos estavam adequados,
porém optamos por repetir as reacdes imuno-histoquimicas nos tissue
microarrays e evidenciamos resultados idénticos.

As Claudinas 5 e 7 mostraram padrdo de coloragcao
predominantemente na borda luminal e transicdo intercelular no apice das
células. Ja as Claudinas 1, 3 e 4 apresentam diposicdo em toda a face da
membrana intercelular, ora com padrédo continuo e linear de coloracdo ora
grumoso. Nao foram observadas diferencas no padrédo da disposicdo da

coloracdo nas membranas das Claudinas entre as categorias diagnosticas.



41

Tabela 1 - DistribuicAo das amostras endometriais segundo as categorias

diagnésticas.

Diagnostico NUmero de amostras Freqgiiéncia (%)
Pdlipo endometrial 62 18,3
Hiperplasia simples sem atipia 34 10
Hiperplasia simples com atipia 2 0,6
Hiperplasia complexa com atipia 11 3,2
Adenocarcinoma endometriéide 155 45,7
Adenocarcinoma seroso 31 91
Adenocarcinoma células claras 1 0,3
Carcinossarcoma 5 1,5
Outros tumores epiteliais 1 0,3
Endométrio proliferativo 10 29
Endométrio secretor 12 3,5
Endomeétrio atrofico 15 4,4
Total 339 100

Tabela 2 - Distribuicdo das amostras endometriais segundo as categorias
diagnosticas por agrupamento de lesdes.

Tipo de leséo

Numero de amostras

Freguéncia (%)

Endométrio atrofico 15 4,4
Normal- fase secretora 12 3,5
Normal- fase proliferativa 10 2,9
Hiperplasia sem atipias 34 10
Hiperplasia com atipias 13 3,8
Pélipo endometrial 62 18,3
Céancer 193 56,9
Total 339 100

Tabela 3 - Categorias diagnosticas dos carcinomas endometriais.

Tipo de carcinoma

NUmero de casos

Frequéncia (%)

Adenocarcinoma endometriéide 155 80,7
Adenocarcinoma seroso 31 16,1
Adenocarcinoma de células claras 1 0,5
Carcinossarcoma 5 2,6
Total 192 100
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Tabela 4 - Hiperplasias endometriais, distribuicdo das amostras.

Hiperplasias NuUmero de amostras Freqiiéncia (%)
Hiperplasia simples sem atipias 34 72,3
Hiperplasia simples com atipias 2 4,3

Hiperplasia complexa com atipias 11 23,4

Total 47 100

Tabela 5 - Endométrio normal e atroéfico, distribuicdo das amostras.

Endométrio-fases Numero de amostras Frequéncia (%)
Atrofico 15 40,5

Fase proliferativa 10 27

Fase secretora 12 32,4

Total 37 100

Tabela 6 - Grau histologico dos carcinomas endometriais, distribuicdo das
amostras.

Grau histolégico Numero de amostras Freqiiéncia (%)
Grau 1 56 29

Grau 2 77 39,9

Grau 3 60 31,1

Total 193 100

Tabela 7 - Distribuicdo dos casos de carcinoma segundo a presenca de
infiltracdo miometrial.

Infiltracdo miometrial NUmero de casos Freguéncia (%)
sim 154 80,3

nao 18 9,3

ignorado 20 10,4

Total 192 100
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Tabela 8 - Distribuicdo dos casos de carcinoma segundo a profundidade de
infiltrag&o miometrial.

Profundidade de invasdo no Numero de casos Freqiéncia (%)
miométrio

Restrito ao endométrio 18 10,5

<50% 79 45,9

>50% 75 43,6

Total 167 100

Tabela 9 - Distribuicdo dos casos de carcinoma segundo a presenca de
invasdo neoplésica linfovascular.

Invasdo linfovascular Numero de casos Frequéncia (%)
Sim 33 20,9
Nao 125 79,1
Total 192 100

Tabela 10 - Distribuicdo dos casos de carcinoma segundo o estatus de
comprometimento linfonodal por carcinoma.

Comprometimento linfonodal  NUmero de casos Fregiéncia (%)
Nenhum 104 86,7
Linfonodos pélvicos 14 11,7
Linfonodos adrticos 1 0,8

Linfonodos a distancia 1 0,8

Total 120 100

Tabela 11 - Distribuicdo das pacientes segundo o uso de Tamoxifeno.

Uso de tamoxifeno Nimero de casos Frequéncia (%)
Néo 271 87,7
Sim 38 12,3
Total 309 100

Tabela 12 - Distribuicdo das pacientes segundo o intervalo de tempo de uso
de Tamoxifeno.

Uso de tamoxifeno NuUmero de casos Frequéncia (%)
< 24 meses 15 45,5
24 meses ou mais 18 54,5

Total 33 100




44

Tabela 13 - Distribuicdo das pacientes segundo o tipo de procedimento

cirdrgico realizado para diagndstico ou tratamento.

Tipo de cirurgia

Numero de casos

Frequéncia (%)

HTA 7 2,1
HTA+SOB 98 30,1
HTA+SOB+linfadenectomia 118 36,2
Exanteracao 1 0,3
Sem cirurgia 1 0,3
Curetagem 17 5,2
Histeroscopia 77 23,6
Laparotomia exploradora 1 0,3
HTA+SOB+ bx peritoniais multiplas 6 1,8
Total 326 100

Tabela 14 - Distribuicdo das pacientes segundo a década do tratamento.

Década do tratamento

NUmero de casos

Frequéncia (%)

1980-1989 31 11

1990-1999 131 46,3
2000 em diante 121 42,8
Total 283 100

Tabela 15 - Distribuicdo das pacientes segundo o tratamento adjuvante ou

neoadjuvante.

Tratamento adjuvante

NUmero de casos

Freqiiéncia (%)

Nenhum 50 29,4
Radioterapia 71 41,8
Quimioterapia 5 29
Quimio+Tele+Braqui 2 1,2
Radioterapia prévia a cirurgia 4 2,4
Tele + Braqui 22 12,9
Radio exclusiva 6 3,5
Radio e quimio 3 1,8
Quimioterapia prévia 1 0,6
Braquiterapia 6 3,5
Total 170 100
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o Claudina 1

Para avaliacdo da Claudina 1, das 339 amostras do estudo foram
avaliadas 331 sendo que 8 nao puderam ser avaliadas pela auséncia do
core representativo do tecido nos cortes sequenciais do bloco de tissue
microarray.

Na Figura 4 observamos a distribuicdo das amostras de endométrio
normal em fases secretora e proliferativa, endométrio atrofico, hiperplasias,
pélipos endometriais e cancer segundo a categorizacdo da expressdo da
Claudina 1 em positivo e negativo. Verifica-se que a maioria dos casos é
negativa para Claudina 1. A grande parte dos casos positivos é
representada pelos carcinomas. Ha diferenca estatisticamente significativa
para a expressdo de Claudina 1 (positivo versus negativo) entre as
categorias diagnosticas (endométrio normal, hiperplasico, polipos e
carcinomas) com p<0,001 (Tabela 16 e Figura 4).

A maioria dos casos de adenocarcinoma endometrioide e
carcinossarcomas foram negativos para Claudina 1 ao contrario dos
adenocarcinomas serosos, sendo que esta diferenca de expressao entre 0s
grupos € estatisticamente significativa (p=0,02), ver Tabela 17 e Figura 5.

Com relacdo ao estadiamento, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os estadios I, II, Ill e IV e o padrdo de expressao de
Claudina 1 (p=0,098), ver Tabela 17.

A Claudina 1 foi expressa diferencialmente entre os diferentes graus
histologicos (1, 2, 3) e esta diferenca foi estatisticamente significativa

(p=0,017), ver Tabela 17.
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A presenca ou auséncia de infiltracdo neoplasica miometrial ndo se
correlacionou de forma significativa com a imunoexpressdo de CL1
(p=0,396) nem com a profundidade de invasdo da parede miometrial menor
ou maior que a metade da espessura parietal (p=0,98), ver Tabela 17.

A positividade da Claudina 1 correlacionou-se de forma
estatisticamente significativa com a presenca de metastases linfonodais
(p=0,032) e invaséo neoplasica linfovascular (p=0,004), ver Tabela 17.

N&o houve diferenca entre 0s grupos positivos ou negativos para
Claudina 1 quando levamos em consideracdo o0 uso de tamoxifeno

(p=0.669), ver Tabela 17.

Tabela 16 - Distribuicdo das amostras de endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico segundo a positividade para Claudina 1.

Amostras Cl1

n n* %*
Histologia
Atrofico 15 0 0
Secretor 12 1 8,3
Proliferativo 10 0 0
HESA 34 0 0
HEA 13 0 0
Pélipo 61 0 0
Céancer 193 57 30,6

p<0,001

n: nidmero total de amostras, n*; nimero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Categorias diagnésticas

Figura 4 - Claudina 1. Distribuicdo das categorias diagndésticas de acordo
com a expressao da Claudina 1 (positivo ou negativo). Abscissa indica as
categorias diagnosticas e ordenada numero de amostras.
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Figura 5 - Claudina 1. Distribuicdo das amostras dos carcinomas
endometriais de acordo com a com a expressao da Claudina 1 (positivo ou
negativo). Abscissa indica intensidade de coloracéo e ordenada numero de
amostras
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Tabela 17 - Distribuicdo das amostras de carcinoma endometrial segundo a
1 e sua correlagdo com caracteristicas

positividade para Claudina
histopatoldgicas e clinicas.

Pacientes Cl1
n % n* %*
Histologia
Endometrioide 155 80,7 38 25,2
Seroso e CC 32 16,7 17 56,7
Carcinossarcoma 5 2,6 1 25
p=0,02
Est FIGO
I 118 30 25,4
Il 9 3 33,3
[ 35 16 45,7
v 6 3 50
p=0,098
GRAU
1 56 14 25,5
2 76 17 22,7
3 57 25 45,5
p=0,017
IM
N&o 18 4 22,2
Sim 153 48 32
p=0,396
<50% 94 26 27,7
>50% 74 26 35,1
p=0,98
v
Sim 32 16 51,6
N&ao 125 31 25,2
p=0,04
Linfonodo meta
Sim 15 8 53,3
N&o 100 25 24,8
p=0,032
Tamoxifeno
Sim 6 1 16,7
N&o 171 53 31
p=0,669

n: ndmero total de amostras, n*; numero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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o Claudina 2
A Claudina 2 foi negativa em todos os casos considerando a
coloracdo de membrana e desta forma ndo foi avaliada segundos os

objetivos do estudo.

a4 |
L)

P N T s T e AN TN ol
Figura 9- Claudina 2, imunoexpressao negativa. Aumento de 200x.
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o Claudina 3

Para avaliagcdo da Claudina 3, das 339 amostras foram avaliadas 321
e 18 nao puderam ser avaliadas pela auséncia do core representativo do
tecido nos cortes sequenciais do bloco de tissue microarray.

Na Figura 10 observamos a distribuicdo das amostras de endométrio
normal em fases secretora e proliferativa, endométrio atrofico, hiperplasias,
pélipos endometriais e cancer segundo a categorizacdo da expressdo da
Claudina 3 em positivo e negativo. Verifica-se que a maioria dos casos é
positiva para Claudina 3, sendo representados principalmente pelas
amostras de endométrio normal e carcinomas, sendo que a menor
freqiéncia de casos positivos estd presente nas hiperplasias e pélipos
endometriais. Ha diferenca estatisticamente significativa para a expressao
de Claudina 3 (positivo versus negativo) entre as categorias diagndésticas
(endométrio normal, hiperplasico, pdlipos e carcinomas) com p<0,001
(Tabela 18 e Figura 10).

A maioria dos casos de adenocarcinoma endometrioide,
adenocarcinomas serosos e carcinossarcomas foram positivos para
Claudina 3 com intensidades moderada a intensa e ndo houve diferenca
entre entre estas categorias diagnosticas (p=0,908), ver Tabela 19.

Com relacdo ao estadiamento, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os estadios I, Il, Ill e IV e o padrdo de expressao de
Claudina 3 (p=0,775), ver Tabela 19.

N&o houve diferenca de expressdo de Claudina 3 entre os diferentes

graus histoldgicos (1,2,3) (p=0,542), ver Tabela 19.
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A presenca de infiltracdo neoplasica miometrial correlacionou-se de
forma significativa com a imunoexpressao de CL3 (p=0,007), mas ndo com a
profundidade de invasdo da parede miometrial menor ou maior que a
metade da espessura parietal (p=0,451), ver Tabela 19.

A positividade da Claudina 3 ndo se correlacionou de forma
estatisticamente significativa com a presenca de metastases linfonodais
(p=0,257) e invasédo neoplasica linfovascular (p=0,475), ver Tabela 19

N&o houve diferenca entre 0s grupos positivos ou negativos para
Claudina 3 quando levamos em consideracdo 0 uso de tamoxifeno

(p=0,274), ver Tabela 19.

Tabela 18 - Distribuicdo das amostras de endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico segundo a positividade para Claudina 3

Pacientes CI3

n n* %*
Histologia
Atréfico 15 11 73,3
Secretor 12 12 100
Proliferativo 10 8 100
HESA 34 26 76,5
HEA 13 7 58,3
Pélipo 61 38 61,3
Céancer 193 184 95,3

p<0,001
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Categorias diagnésticas

Figura 10 - Claudina 3. Distribuicdo das categorias diagnosticas de acordo
com a expressao da Claudina 3 (positivo ou negativo). Abscissa indica as
categorias diagnosticas e ordenada nimero de amostras
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Figura 11 - Claudina 3. Distribuicho das amostras dos carcinomas
endometriais de acordo com a intensidade de coloragdo da membrana.
Abscissa indica intensidade de coloracdo e ordenada niumero de amostras
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Tabela 19 - Distribuicdo das amostras de carcinoma endometrial segundo a
positividade para Claudina 3 e sua correlagdo com caracteristicas
histopatoldgicas e clinicas

Pacientes CI3
n % n* %*
Histologia
Endometrioide 155 80,7 123 82
Seroso e CC 32 16,7 23 79,3
Carcinossarcoma 5 2,6 4 100
p=0,908
Est FIGO
| 118 93 80,9
Il 9 8 88,9
1] 35 31 88,6
v 6 5 83,3
p=0,775
GRAU
1 56 42 77,8
2 76 64 85,3
3 57 44 81,5
p=0,542
IM
N&o 18 10 58,8
Sim 153 126 85,1
p=0,007
<50% 94 74 80,4
>50% 74 62 84,9
p=0,451
v
Sim 32 27 87,1
Néao 125 98 81,7
p=0,475
Linfonodo meta
Sim 15 11 73,3
N&o 100 85 85
p=0,257
Tamoxifeno
Sim 6 4 66,7
N&o 171 141 83,4
p=0,274

n: ndmero total de amostras, n*: numero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Figura 12 - Claudina 3, imunoexpressao negativa. Aumento de 200x.
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Figura 13 - Claudina 3, imunoexpressao positiva. Aumento de 200x.
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o Claudina 4

Para avaliacdo da Claudina 4, das 339 amostras foram avaliadas 323
e 16 ndo puderam ser avaliadas pela auséncia do core representativo do
tecido nos cortes sequenciais do bloco de tissue microarray.

Na Figura 14 observamos a distribuicdo das amostras de endométrio
normal em fases secretora e proliferativa, endométrio atrofico, hiperplasias,
pélipos endometriais e cancer segundo a categorizacdo da expressdo da
Claudina 4 em positivo e negativo. Verifica-se que a maioria dos casos é
positiva para Claudina 4, sendo representados principalmente pelas
amostras de endométrio normal, hiperplasias sem atipias e carcinomas
sendo que a menor freqluéncia de casos positivos esta presente nas
hiperplasias atipicas e pdlipos endometriais. Ha diferenca estatisticamente
significativa para a expressao de Claudina 4 (positivo versus negativo) entre
as categorias diagnosticas (endométrio normal, hiperplasico, poélipos e
carcinomas) com p=0,01 (Figura 14 e Tabela 20).

A maioria dos casos de adenocarcinoma endometrioide,
adenocarcinomas serosos e carcinossarcomas foram positivos para
Claudina 4 e ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,46), ver Tabela 21.

Com relacdo ao estadiamento, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os estadios I, II, Ill e IV e o padrdo de expressao de
Claudina 4 (p=0,194), ver Tabela 21.

A Claudina 4 nédo foi expressa diferencialmente entre os diferentes

graus histoldgicos (1,2,3) (p=0,609), ver Tabela 21.
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A presenca ou auséncia de infiltracdo neopladsica miometrial ndo se
correlacionou de forma significativa com a imunoexpressdo de CL4
(p=0,236) nem com a profundidade de invasdo da parede miometrial menor
ou maior que a metade da espessura parietal (p=0,763), ver Tabela 21.

A positividade da Claudina 4 ndo se correlacionou com a presenca de
metastases linfonodais (p=1,000) e invasdo neoplasica linfovascular
(p=0,477), ver Tabela 21.

N&o houve diferenca entre 0s grupos positivos ou negativos para
Claudina 4 quando levamos em consideracdo o uso de tamoxifeno (p=0.96),

ver Tabela 21.

Tabela 20 - Distribuicdo das amostras de endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico segundo a positividade para Claudina 4

Pacientes Cl4

n n* %*
Histologia
Atrofico 15 9 90
Secretor 12 12 100
Proliferativo 10 8 80
HESA 34 25 73,5
HEA 13 5 38,5
Pélipo 61 28 45,2
Céancer 193 127 68,3

p=0,01
n: nidmero total de amostras, n*; nimero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Categorias diagnosticas

Figura 14 - Claudina 4. Distribuicdo das categorias diagnésticas de acordo
com a expressao da Claudina 4 (positivo ou negativo). Abscissa indica as

categorias diagnosticas e ordenada numero de amostras.
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Figura 15 - Claudina 4. Distribuicdo das amostras dos carcinomas
endometriais de acordo com a intensidade de coloragdo da membrana.

Abscissa indica intensidade de coloragcédo e ordenada numero de amostras.
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Tabela 21 - Distribuicdo das amostras de carcinoma endometrial segundo a
positividade para Claudina 4 e sua correlacdo com caracteristicas
histopatoldgicas e clinicas

Pacientes Cl4
n % n* %*
Histologia
Endometrioide 155 80,7 98 63,2
Seroso e CC 32 16,7 25 86,2
Carcinossarcoma 5 2,6 3 75
p=0,46
Est FIGO
I 118 77 65,3
Il 9 4 44,4
i 35 27 71,1
v 6 3 50
p=0,194
GRAU
1 56 35 63,5
2 76 51 68
3 57 40 72,7
p=0,609
IM
N&o 18 9 52,9
Sim 153 101 67,3
p=0,236
<50% 94 61 64,9
>50% 74 49 67,1
p=0,763
v
Sim 32 19 61,3
N&o 125 83 68
p=0,447
Linfonodo
Sim 15 10 66,7
N&o 100 68 67,3
p=1,0
Tamoxifeno
Sim 6 2 33,3
N&o 171 116 67,8
p=0,96

n: ndmero total de amostras, n*: numero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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o Claudina 5

Para avaliacdo da Claudina 5, das 339 amostras foram avaliadas 333
e 6 ndo puderam ser avaliadas pela auséncia do core representativo do
tecido nos cortes sequenciais do bloco de tissue microarray.

Na Figura 18 observamos a distribuicdo das amostras de endométrio
normal em fases secretora e proliferativa, endométrio atrofico, hiperplasias,
pélipos endometriais e cancer segundo a categorizacdo da expressdo da
Claudina 5 em positivo e negativo. Verifica-se que a maioria dos casos é
negativa para Claudina 5. Os positivos sé@o representados pelos carcinomas
e endométrio secretor. Nao ha diferenca estatisticamente significativa para a
expressao de Claudina 5 (positivo versus negativo) entre as categorias
diagnésticas (endométrio normal, hiperplasico, pélipos e carcinomas) com
p=0,197 (Tabela 22 e Figura 18).

A maioria dos casos de adenocarcinoma endometrioide e
carcinossarcomas foram positivos para Claudina 5 ao contrario dos
adenocarcinomas serosos. No entanto ndo houve diferenca de expresséao
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,908), ver Tabela 23 e
Figura 19.

Com relacdo ao estadiamento, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os estadios I, II, Ill e IV e o padrdo de expressao de
Claudina 5 (p=0,106), ver Tabela 23.

A Claudina 5 foi expressa diferencialmente entre os diferentes graus
histologicos (1,2,3) e esta diferenca foi estatisticamente significativa

(p=0,015), ver Tabela 23.
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A presenca ou auséncia de infiltracdo neoplasica miometrial ndo se
correlacionou de forma significativa com a imunoexpressao de CL5 (p=0,61)
nem com a profundidade de invasdo da parede miometrial menor ou maior
gue a metade da espessura parietal (p=0,590), ver Tabela 23.

A positividade da Claudina 5 ndo se correlacionou de forma
estatisticamente significativa com a presenca de metastases linfonodais
(p=0,89) e invasao neoplasica linfovascular (p=0,215). Nao houve diferenca
entre 0s grupos positivos ou negativos para Claudina 5 quando levamos em

consideracao o uso de tamoxifeno (p=0,257), ver Tabela 23.

Tabela 22 - Distribuicdo das amostras de endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico segundo a positividade para Claudina 5

Pacientes CI5
n n* %*

Histologia

Atrofico 15 8 57,1
Secretor 12 5 41,7
Proliferativo 10 3 33,3
HESA 34 8 23,5
HEA 13 8 23,5
Pélipo 61 4 30,8
Cancer 193 75 39,7

p=0,197
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Figura 18 - Claudina 5. Distribuicdo das categorias diagnésticas de acordo

com a expressao da Claudina 5 (positivo ou negativo). Abscissa indica as

categorias diagnosticas e ordenada numero de amostras
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Figura 19 - Claudina 5. Distribuicho das amostras dos carcinomas

endometriais de acordo com a intensidade de coloracdo da membrana.

Abscissa indica intensidade de coloracéo e ordenada numero de amostras
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Tabela 23 - Distribuicdo das amostras de carcinoma endometrial segundo a
positividade para Claudina 5 e sua correlacdo com caracteristicas

histopatoldgicas e clinicas

Pacientes CI5
n % n* %*
Histologia
Endometrioide 155 80,7 68 43,9
Seroso e CC 32 16,7 4 12,5
Carcinossarcoma 5 2,6 2 50
p=0,908
Est FIGO
I 118 57 47,9
Il 9 3 33,3
[ 35 10 28,6
v 6 1 16,7
p=0,106
GRAU
1 56 24 42,9
2 76 37 48,1
3 57 13 23,6
p=0,015
IM
N&o 18 4 22,2
Sim 153 68 45,3
p=0,61
<50% 94 39 41,1
>50% 74 33 45,2
p=0,590
v
Sim 32 9 30
N&o 125 55 44,4
p=0,215
Linfonodo meta
Sim 15 3 23,1
N&o 100 49 48
p=0,89
Tamoxifeno
Sim 6 2 33,3
N&o 171 71 40,8
p=0,257

n: ndmero total de amostras, n*: nimero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Figura 21 - Claudina 5, imunoexpressao positiva. Aumento de 200x.



66

o Claudina 7

Para avaliacdo da Claudina 7, das 339 amostras foram avaliadas 333
e 6 ndo puderam ser avaliadas pela auséncia do core representativo do
tecido nos cortes sequenciais do bloco de tissue microarray.

Na Figura 22 observamos a distribuicdo das amostras de endométrio
normal em fases secretora e proliferativa, endométrio atrofico, hiperplasias,
pélipos endometriais e cancer segundo a categorizacdo da expressdo da
Claudina 7 em positivo e negativo. Verifica-se que a maioria dos casos é
negativa para Claudina 7. Os positivos sao representados pelas hiperplasias
atipicas e endométrio secretor. N&o ha diferenca estatisticamente
significativa para a expressao de Claudina 7 (positivo versus negativo) entre
as categorias diagnésticas (endométrio normal, hiperplasico, poélipos e
carcinomas) com p=0,940 (Tabela 24 e Figura 22).

A maioria dos casos de adenocarcinoma endometrioide,
adenocarcinoma seroso e carcinossarcomas foram negativos para Claudina
7 e ndo houve diferenca de expresséao entre os grupos (p=0,908) (Tabela 25
e Figura 23).

Com relacdo ao estadiamento, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os estadios I, II, Ill e IV e o padrdo de expressao de
Claudina 7 (p=0,410), ver Tabela 25.

A Claudina 7 foi expressa diferencialmente entre os diferentes graus
histologicos (1, 2, 3) e esta diferenca foi estatisticamente significativa

(p=0,009), ver Tabela 25.
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A presenca ou auséncia de infiltracdo neoplasica miometrial ndo se
correlacionou de forma significativa com a imunoexpressdo de CL7
(p=0,474) nem com a profundidade de invasédo da parede miometrial menor
ou maior que a metade da espessura parietal (p=0,822), ver Tabela 25.

N&o foi observada diferenca entre os grupos positivos ou negativos
quanto a presenca de metastases linfonodais (p=0,219) e invaséo
neoplasica linfovascular (p=0,126), ver Tabela 25.

N&o houve diferenca entre 0s grupos positivos ou negativos para
Claudina 7 quando levamos em consideracdo 0 uso de tamoxifeno

(p=0,546), ver Tabela 25.

Tabela 24 - Distribuicdo das amostras de endométrio normal, hiperplasico e
neoplasico segundo a positividade para Claudina 7.

Pacientes Cl7

n n* %*
Histologia
Atrofico 15 1 7,1
Secretor 12 2 16,7
Proliferativo 10 0 0
HESA 34 2 6,1
HEA 13 3 25
Pélipo 61 1 1,6
Cancer 193 22 11,6

p=0,940

n: nimero total de amostras, n*; nimero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Figura 22 - Claudina 7. Distribuicdo das categorias diagnésticas de acordo
com a expressao da Claudina 7 (positivo ou negativo). Abscissa indica as

categorias diagnosticas e ordenada numero de amostras

Claudina 7

140
120
100

80 @ negativo
60 @ positivo

40
20
0 [ ] —

Endometrioide Seroso e CC Carcinossarcoma

numero (n) de casos

Categorias diagnosticas

Figura 23 - Claudina 7. Distribuicdo das amostras dos carcinomas
endometriais de acordo com a intensidade de coloragdo da membrana.

Abscissa indica intensidade de coloracédo e ordenada numero de amostras.
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Tabela 25 - Distribuicdo das amostras de carcinoma endometrial segundo a
positividade para Claudina 7 e sua correlacdo com caracteristicas
histopatoldgicas e clinicas

Pacientes Cl7
n % n* %*
Histologia
Endometrioide 155 80,7 22 33,8
Seroso e CC 32 16,7 2 14,2
Carcinossarcoma 5 2,6 0 0
p=0,908
Est FIGO
I 118 19 16
Il 9 0 0
[ 35 3 8,3
v 6 22 12,9
p=0,410
GRAU
1 56 9 16,1
2 76 12 15,8
3 57 1 1,8
p=0,009
IM
Nao 18 1 5,6
Sim 153 21 13,8
p=0,474
<50% 94 13 13,5
>50% 74 9 12,2
p=0,822
v
Sim 32 1 31
N&o 125 18 14,5
p=0,126
Linfonodo meta
Sim 15 0 0
N&o 100 16 15,7
p=0,219
Tamoxifeno
Sim 6 1 16,7
Nao 171 21 12
p=0,546

n: ndmero total de amostras, n*: nimero de amostras positivas, %*: porcentagem de

amostras positivas
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Figura 25 - Claudina 7, imunoexpressao positiva. Aumento de 200x.
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A maioria dos adenocarcinomas serosos, ceélulas claras e
carcinossarcomas apresentaram-se sob forma de doenca avancada,
distribuindo-se entre os estadios Ill e IV. A maioria dos adenocarcinomas
endometridides apresentaram-se em estadio clinico I. A diferenca de
apresentacao ao diagndéstico nao foi estatisticamente significativa entre as
categorias diagnosticas.

N&o observamos diferencas entre os Adenocarcinoma endometrioides
grau 3 e Adenocarcinomas serosos com relacao a presenca e profundidade
de infiltracdo neoplasica miometrial, invasédo linfovascular, metastases
linfonodais e estadiamento.

N&do observamos diferencas entre os escores de intensidade de
expressdo de Claudinas 3, 4, 5 e 7 comparando-se as categorias
diagnésticas de endométrio normal, hiperplasico e adenocarcinoma
endometridide. No entanto, a CI1 foi expressa de forma diferente entre os
grupos, observando-se maior positividade nos casos de Adenocarcinoma
endometridide.

A analise das curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca
nao mostrou relacdo da sobrevida com escores de intensidade da Claudinas,
com a intensidade isoladamente ou com a porcentagem de células positivas.

Nenhuma das Claudinas esteve associada com a recorréncia na
analise multivariada. O unico fator associado foi 0 estadiamento (Tabela 26 e
Figuras 26 a 29). A andlise multivariada para risco de 0bito mostrou que a

negatividade para Claudina 4 € um fator prognostico, ou seja, a negatividade
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para Claudina 4 relaciona-se a uma pior sobrevida global (ver Tabela 27 e

Figuras 30 a 33).

Tabela 26 - Fatores de risco para recorréncia em 5 anos de acordo com o
modelo de riscos proporcionais de Cox. Variaveis de ajuste consideradas na
analise: estadiamento, tipo histolégico, grau histologico e década de
tratamento (excluiram-se da analise as mulheres no estadio 1VB).

p HR 1C95%
VARIAVEL CATEGORIAS N P
*) (HR)

Estadiamento loull 121 1,0 Referéncia

Il ou IVA 33 59 2,3-15,6 < 0,001
Tipo histolégico Endometridide 134 1,0 Referéncia

Seroso papilifero / Células 20 0.7 02-31 0,664

claras
Grau histolégico Grausle?2 115 1,0 Referéncia

Grau 3 39 3,0 0,9-95 0,063
Década do tratamento 1980 — 1989 11 1,0 Referéncia

1990 em diante 143 0,4 01-19 0,261

(*) Total de casos considerados na analise = 154. NUmero de eventos = 27.
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Survival Functions
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Figura 26 - Andlise do tempo de sobrevida livre de recorréncia de acordo

com o estadiamento (analise univariada)
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Figura 27 - Analise do tempo de sobrevida livre de recorréncia de acordo
com o tipo histoldgico (andlise univariada)
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Figura 28 - Andlise do tempo de sobrevida livre de recorréncia de acordo

com o grau histologico (analise univariada).
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Figura 29 - Andlise de sobrevida livre de recorréncia de acordo com a

década de tratamento (analise univariada)
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Tabela 27 - Fatores de risco para 6bito em 5 anos de acordo com o0 modelo
de riscos proporcionais de Cox. Variaveis de ajuste consideradas na analise:

estadiamento,

tipo histologico, grau histoldgico,

idade e década de

tratamento.
VARIAVEL CATEGORIAS N HR (*) 1C95% (HR) P
Claudina 4 Negativa (0 ou 1) 56 3,4 1,3-8,8 0,010
Positiva fraca (2 ou 4) 40 2,5 09-71 0,086
Positiva forte (6 ou 9) 60 1,0 Referéncia
Estadiamento loull 119 1,0 Referéncia
[l ou IV 37 14,4 58-36,2 <0,001
Tipo histolégico  Endometridide 134 1,0 Referéncia
Seroso papilifero / Células 29 07 03-20 0,463
claras
Grau histolégico Graus1e 2 114 1,0 Referéncia
Grau 3 42 2,3 0,9-5,8 0,092
Idade <70 anos 105 1,0 Referéncia
70 anos ou mais 51 52 2,2-12,0 < 0,001
Decada do 1980 — 1989 13 10 Referéncia
tratamento
1990 — 1999 83 0,1 0,04-0,3 <0,001
2000 em diante 60 0,1 0,056-0,3 <0,001

(*) Total de casos considerados na analise = 156. NUmero de eventos = 36.
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Survival Functions

104 CLAUDINA 4 (Escore -
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Log rank p=0,168
Figura 30 - Analise de sobrevida global de acordo com a expressédo de
Claudina 4 (analise univariada)
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Figura 31- Analise de sobrevida global de acordo com o estadiamento
(andlise univariada)



77

Survival Functions
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Figura 32 - Analise de sobrevida global de acordo com o tipo histologico
(andlise univariada)
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Figura 33 - Analise de sobrevida global de acordo com o grau histologico
(andlise univariada)
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Survival Functions
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Figura 34 - Analise de sobrevida global de acordo com a década do
tratamento (analise univariada)
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6 DISCUSSAO

O estudo de SOBEL et al. (2006) conclui que ha diferenca nos
padrées de expressdo das Cl1 e CI2 na dependéncia do tipo histoldgico,
podendo ser marcadores importantes para diagndéstico diferencial entre os
carcinomas tipo | e tipo Il. O autor demonstra que em geral a CI1 € expressa
em maior freqiiéncia e intensidade que a CI2 nos adenocarcinomas Serosos.
O contrario ocorre nos adenocarcinomas endometrioides. Em concordancia
com a literatura, no nosso estudo observamos maior expressdo de CI1 nos
adenocarcinomas serosos e células claras (carcinomas tipo Il) comparados
aos adenocarcinomas endometrioides e a diferenca entre os grupos foi
estatisticamente significativa.

Por outro lado, o padrdo de expressdo de Claudina 2 nao foi
semelhante aos relatados na literatura pois observamos apenas a coloracao
citoplasmatica. Neste trabalho levamos em consideracdo apenas a
positividade das Claudinas na membrana plasmatica.

Outra conclusédo importante relacionada a CI1 € que ela apresenta
maior freqiiéncia de positividade nos casos com metastases linfonodais e
correlaciona-se com a presenca de invasao linfovascular de forma
estatisticamente significativa. Além disso, ha diferenca significativa na
expressao da Cl1 entre os 3 graus histologicos, sendo mais expressa nos
graus histolégicos 2 e 3. Até 0 momento ndo ha relatos na literatura que

corroborem com estes achados.
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A explicacdo para a correlacdo entre a positividade da CI1 e a
presenca de metastases linfonodais e invasdo vascular poderia também
estar relacionada ao fato desta Claudina ser mais frequentemente expressa
nos carcinomas tipo Il e nos tumores com maior grau histolégico.

A CI1 também € diferencialmente expressa entre as categorias
diagnésticas de endométrio normal, hiperplasico e adenocarcinomas
endometridides, sendo mais frequentemente expressa de forma moderada a
intensa no ultimo grupo. Este achado pode denotar a participacdo da Cl1 na
via da carcinogénese dos carcinomas tipo |I.

Deste modo, a positividade para Cl1 pode estar relacionada ao tipo
histologico de comportamento mais agressivo (carcinomas tipo Il) assim
como associada a via de progressdao endométrio normal — hiperplasia
endometrial - adenocarcinoma endometridide. Como ndo ha estudos
corroborando com estas observacoes, estudos futuros podem ser realizados
na tentativa de comprovar funcionalmente as acdes da CI1 na via de
carcinogénese.

A Claudina 3 €& expressa diferentemente entre as categorias
diagnésticas de endométrio normal, hiperplasias e céancer, apresentando
maior expressdo nos carcinomas e endomeétrio normal e menor nas
hiperplasias e pdlipos. Diferente do que € relatado na literatura, ndo houve
diferenca de expressdo entre os carcinomas tipo I, tipo Il e
carcinossarcomas. Segundo Pan et al e Santin et al ha superexpressao de
Claudina 3 nos carcinomas tipo Il e carcinossarcomas, assim como nos

adenocarcinomas endometriéides de mais alto grau ou com estadiamento
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clinico avancado. Além disso, nestes estudos observou-se negatividade para
Claudina 3 nas amostras de endométrio normal. No nosso estudo, tanto o
endomeétrio normal como nos carcinomas houve expressédo de Claudina 3,
sendo que a diferenca significativa entre as categorias diagndésticas se deve
provavelmente ao fato de as hiperplasias e podlipos serem mais
frequentemente negativas.

Também n&o observamos correlacao entre a positividade da CI3 e o
estadiamento, grau histolégico, metastases ou invasdo vascular,
diferentemente do que foi relatado por SANTIN et al e PAN et al.

No entanto, em concordéncia com estudos recentes de Pan et al,
houve correlacdo estatisticamente significativa entre a expressdo moderada
a intensa de Claudina 3 e a presenca de infiltracdo neoplasica miometrial.
N&do observamos diferenca entre a expressdo da Claudina 3 e a
profundidade de invasdo neoplasica na parede miometrial.

Com relacdo a Cl4 nosso estudo ndo apresenta 0s mesmos
resultados da literatura. A maioria dos trabalhos de PAN et al e SANTIN et al
mostram aspectos semelhantes de expressdo e associacdo a caracteristicas
anatomo-clinicas entre Claudinas 3 e 4, em que se relata maior expresséo
destas Claudinas nos carcinomas se comparados ao endométrio normal.
Além disso, ha associacdo entre a superexpressao com a presenca de
infiltracdo miometrial e metastases. Nao observamos expressao diferencial
desta Claudina com relacdo aos tipos de carcinoma, estadiamento,
infiltracdo miometrial ou presenca de metastases e invasao linfovascular. Da

mesma forma, em discordancia com os achados da literatura, observamos
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expressdo diferencial da Cl4 em comparacdo com endométrio normal,
polipos, hiperplasias e carcinomas, sendo que as amostras de endométrio
normal e carcinomas apresentam frequéncia semelhante de positividade e a
diferenca estatisticamente significativa entre as categorias diagnosticas se
deve provavelmente ao fato da maioria das hiperplasias e pélipos serem
negativos para este marcador. Em sintese, ndo observamos diferencas de
expressdo da Claudina 4 entre as amostras de endométrio normal e
neoplasico, nem correlacdo da positividade desta proteina com
caracteristicas anatomo-clinicas. Por outro lado, a negatividade para
Claudina 4 representa um fator de pior sobrevida global na analise
multivariada, dado também néo relatado na literatura.

As CI5 e CI7 nado apresentam diferencas estatisticamente
significativas com relacdo ao padrdo de expressdo entre as categorias
diagnésticas e ndo ha relatos consistentes na literatura sobre o padrdo de
expressdo destas proteinas no endométrio nem da sua correlacdo com
caracteristicas anatomo-clinicas. A positividade moderada a intensa das
Claudina 5 e 7 correlaciona-se com menor grau histolégico nos carcinomas
(tumores bem diferenciados), podendo deste modo estar relacionada a

tumores com caracteristicas histolégicas de menor agressividade.
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7 CONCLUSOES

Objetivando verificar a expresséao diferencial das Claudinas 1, 2, 3, 4,
5 e 7, entre as categorias diagnosticas de endométrio normal em suas
diversas fases, polipos endometriais, hiperplasias e carcinomas
endometriais, nosso estudo mostra que ha diferenca estatisticamente
significativa entre o padrdo de expressao da Claudina 1 nos carcinomas e 0
endométrio normal, sendo que a maioria das amostras de endométrio
normal, além das hiperplasias e polipos, sdo negativas para este marcador.
Quando positiva, a Claudina 1 é mais frequentemente expressa nos casos
de carcinoma. A Claudina 2 ndo apresentou expressao na membrana
citoplasmatica, apenas no citoplasma em todas as amostras estudadas,
podendo ser alvo de estudos futuros que justifiquem este padrao de
expressdo, como estudos funcionais da proteina. As Claudina 3 e 4
apresentaram expressdo semelhante no endométrio normal e nos
carcinomas, sendo positiva ha maioria dos casos. Houve menor expressao
desta proteina nos casos de hiperplasias atipicas e pélipos. Com relacéo as
demais Claudinas, CI5 e CI7, ndo observamos diferenca significativa no
padrdo de expressao entre as categorias diagndsticas supracitadas.

No nosso estudo, as principais conclusdes relacionadas a correlacao
entre a expressdo de Claudinas e caracterisiticas anatomo-clinicas
relacionam-se as Claudinas 1 e 3. A expressado da Claudina 1 associa-se
aos tipos histologicos mais agressivos clinicamente (carcinomas tipo Il e

carcinossarcomas), assim como maior grau histolégico, presenca de
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metastases linfonodais e invasado linfovascular. Além disso, a diferenca de
expressdo entre o endométrio normal, hiperplasico e adenocarcinomas
endometridides pode sugerir um possivel papel desta molécula da via de
carcinogénese dos carcinomas tipo I. A expressao da Claudina 3 associa-se
com a presenca de infiltracdo miometrial, podendo ser um preditor de
comportamento mais agressivo dos diversos tipos de carcinomas. Além
disso, ha outra importancia clinico-epidemiolégica desta constatacao.
Estudos utilizando a CPE mostram que ha afinidade entre esta e o dominio
externo das Claudinas 3 e 4, podendo assim tornar-se uma o0pcao
terapéutica nos casos que expressam de forma moderada a intensa a
Claudina 3. Observamos também, maior expressdo de Claudinas 5 e 7
associada a graus histoldgicos menores (graus 1 e 2) e, deste modo, a
positividade destas Claudinas pode associar-se a tumores mais bem
diferenciados.

Com relacdo ao prognédstico, observamos que a negatividade da
Claudina 4 é um fator de pior progndstico para sobrevida global na analise
multivariada. O Unico fator associado a menor tempo de sobrevida livre de
recorréncia foi o estadiamento clinico.

As perspectivas deste estudo abrangem principalmente a realizacéo
de pesquisas que foquem as caracteristicas funcionais das Claudinas
buscando melhor compreensdo da participagdo das mesmas nas vias da
carcinogénese endometrial. Além disso, ensaios clinicos que tenham as
Claudinas como alvo podem ser importantes como alternativa de terapéutica

alvo-induzida.
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