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RESUMO

Pinto GLS. Analise imunoistoquimica da expressio de COX-2 ¢ VEGF em
alteracoes proliferativas endometriais em tissue microarrays. Sio Paulo; 2007.

[Dissertagao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente]

O carcinoma de endométrio ¢ a neoplasia do trato genital feminino mais freqiiente
nos paises desenvolvidos, sendo responsavel por 7% das causas de morte por cancer
em mulheres. Em 1987, Delighdisch e Holinka sugeriram duas apresentagdes clinicas
do carcinoma de endométrio, o tipo 1, com evolucao ligada diretamente a agdo
estrogénica prolongada e carater evolutivo mais caracterizado, e o tipo2, com historia
natural sem relagdo a atividade estrogbenica, e pior progndstico. VEGF ¢ um
marcador biomolecular muito utilizado em estudos de neoplasias e patologias com
potencial neoplasico devido a seu papel importante no processo de angiogénese. A
cicloxigenase 2 (COX-2) apresenta uma participacdo direta nas vias de ativacao de
VEGF. Foi realizada andlise da expressdo imunoistoquimica de COX-2, VEGF-1
(angiogénese) e VEGF-3 (linfangiogénese) em pacientes portadoras de carcinoma do
endométrio do tipo endometridide e pacientes com lesdes com conhecido potencial
pré-neoplasico (polipos endometriais, hiperplasias atipicas e hiperplasias tipicas) ao
carcinoma de endométrio. Nosso estudo demonstrou que todas as patologias
analisadas expressam os marcadores, sendo esta expressdo estatisticamente mais
importante nos carcinomas que nas patologias benignas (p<0,001 para COX-2 e
VEGF-1 e p=0,003 para VEGF-3). Nosso trabalho ndo demonstrou diferenca
estatistica na expressdo dos marcadores entre as hiperplasias e polipos (p=0,0530,
p=0,038, p=0,145, para COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 respectivamente). Nao houve
uma relacdo direta entre a expressdo dos marcadores estudados com os fatores
prognosticos anatomo-patoldgicos conhecidos para o carcinoma de endométrio. Em
relagdo a sobrevida somente pacientes com expressdo positiva forte para COX-2
apresentaram uma tendéncia a pior sobrevida em relagdo a pacientes com expressao
negativa e expressdo positiva fraca. Este resultado ndo demonstrou significancia

estatistica (p=0,546). Concluimos que os carcinomas endometriais expressam



positivamente COX-2, VEGF-1 e VEGF-3. Existe uma relacdo direta entre as
expressoes dos marcadores estudados. As expressoes dos marcadores sao mais
significativas nos carcinomas endometriais do tipo endometridide do que nas
patologias benignas estudadas. Nosso estudo ndo demonstrou relagdo entre a
expressio de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 com fatores prognosticos anatomo-

patologicos.



SUMMARY

Pinto GLS. [Immunohistochemestry analysis of COX-2 and VEGF expression in
endometrial diseases in tissue micro arrays]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundacao Anténio Prudente]

The endometrial cancer is the most prevalent neoplasia of the female genital tract in
developed countries, being responsible for 7% of all deaths due to cancer in women.
In 1987 Delighdisch and Holinka suggested that the endometrial cancer may have
two different clinical presentations, one based in continued estrogen action in the
endometrial tissue and with a progressive evolution (type 1) and the other with a
natural history without intense estrogen action, and worst prognosis (type 2). VEGF
is a biomolecular marker in neoplasia and precursors lesions because of its
participation in angiogenesis process and this has been largely studied by many
authors. The ciclooxigenase-2 (COX-2) has a direct participation in activation lines
of VEGF. We did an immunohistochemistry analysis of COX-2, VEGF-1
(angiogenesis) and VEGF-3 (lymphangiogenesis) in patients with endometrioid
carcinoma of the endometriun and in pre-neoplasic lesions (polyps, typical
hyperplasia and atypical hyperplasia). We demonstrated that all pathologies had a
positive expression for the biomarkers, but it was statistically higher in carcinomas
than the other lesions (p<0,001 for COX-2 and VEGF-1 and p=0,003 for VEGF-3).
In our study we do not demonstrated statistic correlation between the biomarkers
expression and clinicopathologic factors for endometrial cancer. In the group of
patients with high expression for COX-2, there was a trend towards a worst
prognosis, but it wasn’t statistically significant (p=0,546). We concluded that there
was a direct correlation between the expression of COX-2 and VEGF in endometrial
neoplasia. The endometrioid carcinoma of the endometriun had a higher expression
for COX-2, VEGF-1 and VEGF-3 than benign endometrial lesions. The expressions
of the biomarkers show no statistically correlation with clinicopathologic factors for

endometrial cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENDOMETRIO

O utero tem sua origem a partir da jun¢@o dos condutos paramesonéfricos ou
de Muller.

O endométrio ¢ uma membrana mucosa que reveste internamente a cavidade
uterina, € deriva-se do epitélio celomico dos canais de Muller e do mesénquima
adjacente que originara o estroma adjacente (MACHADO 1993).

Durante todo o periodo pré-menacme o tecido endometrial permanece em
repouso. Com o inicio da produ¢do endogena dos esterdides sexuais, iniciam-se as
alteragdes proliferativas endometriais.

Durante o periodo da menacme, a atividade estrogénica e progestagénica no
endométrio ¢ constante e normalmente ciclica, intercalando periodos da grande
atividade estrogénica exclusiva, com periodos de atividade estrogenica e
progestagénica.

O estrogénio ¢ um hormonio produzido fisiologicamente nos ovarios durante
o periodo da menacme e tem como a¢ao principal no endométrio a promogao de seu
crescimento (CLARK e PECK 1979).

A progesterona bloqueia a atividade hiperplasica estrogénica no endométrio e
promove sua diferenciacdo em tecido secretorio (CLARK e PECK 1979).

A interagdo harmoniosa entre a atividade estrogénica e progestagénica,

conseqiiéncia de uma atividade ovariana ciclica regular, é responséavel pelas fases do



ciclo menstrual e cada fase acaba por apresentar uma caracteristica endometrial
especifica.

Diversas sdo as doengas que podem de alguma maneira alterar este quadro
endocrino na mulher e levar a um estimulo estrogénico persistente.

Durante o periodo da menacme, a obesidade, os ciclos anovulatorios ¢ a
nuliparidade sdo fatores de risco conhecidos que tem como conseqiiéncia principal a
atividade estrogénica persistente sem antagonismo progestagénico (MCDONALD et
al. 1977; ROSE 1997).

Apdés o término da atividade hormonal ovariana normal (periodo pods-
menopausa), ha uma redugdo importante da quantidade de estrogénio circulante,
levando a um quadro de atrofia endometrial fisiologica.

Na menopausa, os principais fatores de risco para carcinoma de endométrio
sdo obesidade e terapia de reposicdo hormonal (TRH) estrogénio exclusivo (ZIEL
1982).

No caso da obesidade, a fisiopatologia parece estar presente na conversiao
periférica da androstenediona em estrona (principal fonte de estrogénio da
menopausa). A obesidade estd relacionada a altos niveis de conversdo e elevados
niveis plasmaticos de estrogénio. Além disso, a obesidade esta relacionada a baixos
niveis de proteina carreadora de hormonios sexuais (aumentando os niveis
plasmaticos de estrogénio livre), e maior freqiiéncia de ciclos anovulatorios (periodo

pré-menopausa).



1.2 POLIPOS ENDOMETRIAIS

O termo polipo ¢ aplicado a toda formacgdo séssil ou pediculada que faz relevo
na superficie de implante. Sua génese, no endométrio, esta na agdo proliferativa
estrogénica, onde receptores de estrogénio e progesterona estdo presentes em maior
nimero na superficie dos polipos que no endométrio adjacente (SANT'ANA DE
ALMEIDA 2004).

Sdo requeridos, no minimo, duas das trés caracteristicas a seguir para o
diagnéstico de polipo endometrial: vasos de paredes grossas, estroma alterado
(usualmente fibroso ou colagenoso), e, arquitetura glandular irregular. O diagndstico
diferencial de polipo endometrial inclui polipo adenomiomatoso, adenomioma
polipdide atipico e adenosarcoma de baixo grau (CRUM et al. 2003).

Sua prevaléncia em mulheres com sangramento uterino anormal varia entre
10 e 30%, sendo sua maior incidéncia entre 51 e 70 anos de idade. (SAVELLI et al.
2003; SANT'ANA DE ALMEIDA 2004).

A manifestagdo clinica mais comum ¢ o sangramento anormal, apesar de na
menopausa 70 a 75% serem assintomaticos (SANT'ANA DE ALMEIDA 2004).

Os polipos raramente sofrem transformagdo maligna, com freqiiéncia de
malignizagdo variando, nos diferentes estudos, entre 0,5 e 3,2% (BAKOUR et al.

2000; MARTIN-ONDARZA et al. 2005).



1.3 HIPERPLASIAS ENDOMETRIAIS

As hiperplasias endometriais sdo alteragdes epiteliais com potencial pré
neoplasico, e sdo classificadas tanto pela International Society of Gynecologic
Pathologists (ISGP) e World Health Organization (WHO), segundo esquema de
KURMAN et al. (1985) que as divide de acordo com seu arranjo arquitetural em
simples e complexa e a sua citologia, em tipica e atipica, resultando em quatro
categorias bdsicas: hiperplasia simples, hiperplasia complexa, hiperplasia simples
com atipias e hiperplasia complexa com atipias. Esta classificagdo se baseia em
achados histopatoldgicos.

As Hiperplasias simples (HS) sdo caracterizadas por aumento numérico de
glandulas endometriais com alteragdes arquiteturais diversas produzindo
irregularidade na sua forma com alteragdes cisticas e poucas mitoses. Estas lesdes
raramente evoluem para adenocarcinoma (1%) e refletem normalmente um estimulo
estrogénico persistente (KURMAN et al. 1985).

As Hiperplasias complexas (HC) apresentam aumento em niimero e tamanho
das glandulas endometriais, com presenca de processos papilares e pontes
intraluminares. Freqlientemente apresentam pseudo-estratificagdes intraluminares.
Estas lesdes dificilmente evoluem para adenocarcinoma (3%) (KURMAN et al.
1985).

As Hiperplasias atipicas (HA) sdo caracterizadas por citologia atipica das
glandulas endometriais, que podem apresentar um formato simples ou complexo,
sendo mais comum sua associagdo as hiperplasias complexas. As células apresentam

hipercromatismo nuclear com aumento da relagdo nticleo/citoplasma. Os nucleos sdo



irregulares em tamanho e forma com nucléolos proeminentes. Estas lesdes evoluem
para adenocarcinoma com maior freqiiéncia (8% quando associada a HS e 30%
quando associada a HC) (KURMAN et al. 1985).

A histéria natural da evolugdo de hiperplasias para carcinoma de endométrio
¢ de dificil definicao por varias razdes: os critérios anatomo-patoldgicos de defini¢do
das hiperplasias t€ém sido alterados freqiientemente; o método inicial de diagndstico
ocorre usualmente por curetagem uterina o que remove parte ou toda a lesdo a ser
estudada, a presenca de lesdes coexistentes e intervengdes subseqiientes ao
diagnéstico (hormonal ou cirurgica), que acabam por interromper a historia natural
da doenga (TROPE et al. 2005).

Independentes das dificuldades acima citadas, existem boas razdes que
suportam a teoria de evolucao das hiperplasias até o adenocarcinoma. As hiperplasias
endometriais sdo, normalmente, reflexo de uma estimulagdo estrogénica prolongada,
algumas regredindo depois de cessado o estimulo estrogénico ou em resposta a
terapia progestagénica; algumas hiperplasias coexistem com adenocarcinomas, e, a
probabilidade de progressao para adenocarcinoma estd diretamente relacionada a
presenca de alteragdes arquiteturais ou atipias celulares (TROPE et al. 2005).

MUTTER (2007) faz uma andlise diferenciada das lesdes previamente
classificadas segundo os critérios histopatologicos de KURMAN et al. (1985),
denominando as lesdes histopatoldgicas de elevado risco ao desenvolvimento do
carcinoma de endométrio como Neoplasia Intra-epitelial Endometrial (EIN-
Endometrial Intraepitelial Neoplasia). Segundo MUTTER (2007), os aspectos

praticos que implementam esta teoria estao listados na tabela abaixo.



Tabela 1 - Esquema diagnostico de EIN.

EIN TOPOGRAFIA CATEGORIA
TRATAMENTO
NOMENCLATURA FUNCIONAL
Hiperplasia
) ) Efeito
Endometrial Difusa ) Hormonal
) estrogénico
benigna
Focal com
EIN progressao Pré- cancer Hormonal ou cirurgico
para difusa
Focal com
Cirurgico baseado no
Carcinoma progressdo Cancer
. estadio
para difusa

Fonte: MUTTER (2007).

O diagnodstico anatomo-patologico de EIN usa a técnica tradicional de
hematoxilina-eosina (HE) e caracteriza-se por um processo focal dentro do

compartimento endometrial que se diferencia arquiteturalmente e citologicamente do

tecido ao redor.

Os critérios utilizados para o diagnostico de EIN estdo listados na tabela

abaixo.



Tabela 2 - Critério diagndstico de EIN.

CRITERIOS )
COMENTARIOS
(EIN)
Arquitetura Area glandular maior que drea estromal.
) ) Citologia difere entre confluéncia arquitetural focal e
Citologia
clara atipia.
Citologia difere entre confluéncia arquitetural focal e
Tamanho
clara atipia.
Exclusao Condig¢oes benignas: secretorio, polipos, reparo, etc.

Areas solidas, glandulas “mosaic-like”’; micro invasdo
Exclusdo de cancer
ou padrao cribiforme.

Fonte: MUTTER (2007).

1.4 CANCER DE ENDOMETRIO

O cancer de endométrio ¢ a neoplasia do trato genital feminino mais
freqliente nos paises desenvolvidos sendo responsavel por aproximadamente 7% das
causas de morte por cancer em mulheres.

E uma neoplasia que ocorre entre a quinta ¢ sexta décadas de vida, com
incidéncia na raca branca quatro vezes maior que na nao branca.

O estrogénio esta diretamente relacionado a proliferacdo endometrial. Sendo
assim, todos os fatores que diretamente ou indiretamente promovem uma exposi¢ao
constante ao estrogénio levam a um aumento do risco de desenvolvimento de

neoplasia.



Entre os principais fatores de risco ao carcinoma de endométrio estdo a
nuliparidade (risco aumentado em duas a trés vezes), a infertilidade (com risco
aumentado em trés a oito vezes), a menopausa (70% dos casos), TRH,
principalmente a realizada somente com estrogénios com o aumento do risco
iniciando com dois a trés anos de terapia atingindo seu pico apos 10 anos
(BRINTON et al. 1992).

A principal manifestacdo clinica nas pacientes portadoras de neoplasia
endometrial ¢ o sangramento genital (90%), seguida de manifestagdes menos
caracteristicas como corrimento (10%) e dor em baixo ventre (3%).

Em meados de 1980, todo sangramento uterino pds-menopausa era
obrigatoriamente submetido a investigagdo através da coleta de material,
normalmente mediante dilatacdo e curetagem (D&C), com diagndsticos negativos
em até 60% dos casos (GRIMES 1982). Apds publicagdo por KARLSSON et al., em
1995, de estudo multicéntrico sobre a avaliacdo ultrassonografica transvaginal do
endométrio de mulheres com sangramento uterino poOs-menopausa, tornou-se
consenso que endométrios bem visualizados com espessura menor ou igual a 4 mm,
tém possibilidade quase nula de apresentar uma neoplasia, portanto tal paciente nao
precisa submeter-se a investigacdo histologica, a ndo ser em casos onde ocorram
sangramentos repetitivos. No caso de espessamento endometrial (maior ou igual a
cinco milimetros) ou imagem focal hiperecogénica, deve-se proceder a investigagdo
anatomo-patoldgica.

Os principais métodos usados para obten¢do do tecido endometrial sdo a
bidpsia aspirativa e a curetagem seriada da cavidade uterina. De maneira geral a

analise deste material permite o diagndstico adequado da neoplasia (66,67%)



(FIORICA et al. 1990). Quando a andlise do material resulta em diagndstico de
hiperplasia atipica, em 15 a 25% das vezes as pacientes apresentam carcinoma
endometrial (TAVASSOLI e KRAUS 1978; KING et al. 1984).

A histeroscopia diagnodstica permite a visualizacdo direta da cavidade uterina
possibilitando assim a bidpsia dirigida, mas pode falhar no diagnéstico diferencial
visual de lesdes malignas ¢ benignas. REIS et al., em 2001, encontraram dois casos
de carcinoma de endométrio ao analisarem 60 pacientes com pélipos endometriais de
aspecto benigno tipico.

Na maioria das amostras de tecido endometrial, a distingdo entre
adenocarcinoma e hiperplasia ¢ estreita. O diagnostico de neoplasia bem diferenciada
¢ possivel na presencga de qualquer um dos seguintes critérios: a) infiltracao irregular
das glandulas no tecido fibroblastico estromal; b) padrido glandular confluente
resultando em arranjo cribiforme ou c¢) crescimento papilar extensivo do epitélio e
estroma na luz glandular (KURMAN e NORRIS 1982).

A diferenciagdo dos carcinomas ¢ definida por graus histologicos, através da
analise do percentual de componente sélido da lesdo, onde lesdes Grau 1,
apresentam 5% ou menos de padrdo so6lido, sdo bem diferenciadas e estdo associadas
a melhor progndstico; Grau 2 apresentam 6 a 50% de padrao so6lido e apresentam
progndstico intermediario, ¢ Grau 3, tumores com mais de 50% de padrio solido,
refletem lesdes pouco diferenciadas e frequentemente apresentam piores
prognosticos.

Ambos os critérios arquiteturais ¢ de grau nuclear sdo usados nas
classificagdes da FIGO e ISGP-WHO, ¢ utilizados a todos os tipos histoldgicos nos

diversos estadios cirargicos (Anexo 1).
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Em relagdo aos tipos histologicos, o adenocarcinoma endometridide ¢ o mais
freqliente, responsavel por 75% a 80% de todos os carcinomas endometriais,
apresentando uma variacao entre bem diferenciado a pouco diferenciado (FANNING
et al. 1989). Caracteristicamente, as glandulas do carcinoma endometridide
apresentam células colunares altas, que dividem uma borda apical comum. Com o
decréscimo do grau de diferenciagdo ha uma maior predominancia de crescimento
com padrio sélido em detrimento do padrio glandular, com o aumento do numero
das células luminares, ndo necessariamente com aumento da estratificacdo. A
invasdo estromal manifestada por uma reacdo desmoplésica local e invasdo vascular
dificilmente pode ser documentada em amostras de biopsia ou curetagem.

A Sociedade Internacional de Patologia Ginecoldgica (ISGP) e a WHO
revisaram em 1992 a classificagdo dos tumores ginecologicos endometriais (Anexo
2).

Em 1983, BOKHMAN apresenta um trabalho onde sugere que o carcinoma
endometrial pode apresentar duas historias naturais distintas, o denominado Tipo 1,
com uma evolucao ligada diretamente a atividade estrogénica e melhor progndstico,
e o Tipo 2 com uma histéria natural sem relacdo a atividade estrogénica,
normalmente com pior prognoéstico. Em 1987, DELIGDISCH e HOLINKA reforgam
a teoria de BOKHMAN. (Anexo 3)

Algumas alteragdes moleculares sdo atribuidas a uma maior incidéncia de
cancer de endométrio, entre elas a delegdo ou mutacio do gene PTEN, a instabilidade
micro satélite (MSI — Microsatélit Instability) e a mutagdo do TP53.

A mutacdo em PTEN e a MSI sdo relativamente comuns e sdo eventos

iniciais no desenvolvimento da neoplasia endometrial.
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A mutacao somatica PTEN é comum no carcinoma de endométrio e reflete
normalmente baixa agressividade, apresentando maior freqiiéncia nos carcinomas
endometrioides (Tipo 1) e menor freqiiéncia nos carcinomas serosos ou pequenas
células (Tipo 2) (ZHENG et al. 1998). As fungdes do gene supressor de tumor PTEN
incluem inibicdo da migracdo celular, spreading e¢ adesdo (LEE et al. 1999;
TAMURA et al. 1998). Em aproximadamente 40% dos adenocarcinomas de
endométrio ocorre uma perda de heterozigose para PTEN (gene 10g23), sendo esta a
alteracdo genética (conhecida) mais freqiiente associada a esta neoplasia (PEIFFER
et al. 1995).

A MSI ¢ resultado de uma série de replicagdes erradas de certa seqiliéncia
genética. Foi descrita originalmente em pacientes portadores de Cancer Colo-retal
Hereditario ndo-polipoide (HNPCC- Human Non- Polipoyds Colon-retal Cancer).
Uma das manifestagdes extra-colonicas mais freqiientes desta doenca ¢ o cancer
endometrial. A freqliéncia de MSI em cancer endometrial varia entre 9% e 43%, com
predominio nos casos Tipo 1 (RISINGER et al. 1993; CADUFF et al. 1996). Poucos
estudos tém sido realizados para tentar associar a importancia desta alteracdo como
fator progndstico.

As mutagdes no gene p53 sdo freqlientes nao s6 nos carcinomas serosos (Tipo
2), como também nos carcinomas intra-epiteliais (ZHENG et al. 1998). O gene p53 ¢é
um gene supressor de tumor envolvido na regulagdo do ciclo celular. Mutacdes do
gene p53 frequentemente resultam em uma proteina de longa-vida que se acumula
nas células. Embora este pareca ser um evento inicial no processo neoplasico, ¢ um

evento tardio no carcinoma de endométrio, sendo um indicador de pior prognostico
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com forte associagdo com diversas variaveis clinico-patoldgicas como estadio

cirargico, grau histologico e profundidade de invasdo miometrial.

1.5 COX-2/ VEGF

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), sdo duas enzimas que participam da
conversao do acido aracdonico em prostaglandinas. A COX 1 ¢ constitutivamente
expressa e responsavel pelo funcionamento normal de rins e plaquetas assim como
manutencdo da integridade da mucosa gastrintestinal. Em contraste a COX-2 pode
ser induzida por uma grande variedade de citoquinas como IL-1, EGF, TGF-f3, TNF-
a, INOS e UVB (FUJIWAKI et al. 2002)

Sua contribui¢do como fator de promogao cancerigeno foi bem demonstrada
em familias portadoras de polipose adenomatosa familiar, onde a dele¢dao do gene
responsavel pelo COX-2 foi diretamente ligada a redug@o na ocorréncia de polipose e
semelhante aquela encontrada em ratos tratados com inibidores seletivos para COX-
2.

Recentemente alguns trabalhos demonstraram o papel da COX-2 na
angiogénese associado ao crescimento e progressdo tumoral de diversas linhagens
celulares como: cancer de colon (TSUJII et al. 1998), carcinoma seroso ovariano
(ALI-FEHMI et al. 2003), cancer de mama (DAVIES et al. 2003), cancer gastrico
(JOO et al. 2003) e carcinoma renal (MIYATA et al. 2003).

A angiogénese (processo de formacdo de novos vasos sanguineos) ¢ um pré-
requisito ao crescimento tumoral que requer um maior aporte de oxigénio e

nutrientes para seu desenvolvimento (FUJIWAKI et al. 2002). A angiogénese ¢ um
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evento inicial na progressdao tumoral (suprimento basico ao crescimento), onde a
hipoxia promove a liberacdo de fatores de crescimento. Um dos principais fatores de
crescimento, as VEGFs (Vascular Endotelium Growth Factor), sao produzidas pelas
células tumorais (ALI-FEHMI et al. 2003; JOO et al. 2003) e tém sua expressao
correlacionada diretamente a contagem de microvasos no cancer de endométrio,
sugerindo que estes mediadores sdo importantes no processo de angiogénese
(FUJIWAKI et al. 1999).

Os fatores de crescimento VEGF foram isolados inicialmente em liquido
ascitico de tumores ovarianos e descritos como fator de permeabilidade vascular.
Apresentam-se hiperexpressos em tecidos com atividade mitética acentuada com
ovarios e tumores e estdo relacionados a cinco processos essenciais o proliferagcdo
vascular: relaxamento vascular, indu¢do de permeabilidade, migracdo endotelial,
proliferacdo e sobrevivéncia (KARKKAINEN ¢ PETROVA 2000).

As VEGFs agem através de uma familia de receptores quinase do tipo
tirosina, VEGFR (Vascular Endothelium Growth Factor Receptor).

Os VEGFRs estdo presentes em niveis elevados nos “novos vasos”, e
apresentam trés grandes grupos: VEGFR1 ¢ VEGF2 expressos em células endoteliais
de vasos sanguineos em tumores em desenvolvimento (angiogénese) ¢ VEGFR3,
envolvidos no desenvolvimento dos vasos sanguineos embrionarios (DUMONT et al.
1998) e em adultos esta restrito ao endotélio de vasos linfaticos (linfangiogénese)
(KAIPAINEN et al. 1995; KUKK et al. 1996).

A associacdo entre a expressio de COX-2 e VEGF foi demonstrada em
trabalhos onde linhagens de células de cancer colon-retal HCA-7 que

superexpressam COX-2, co-expressam VEGF, bFGF, TGF- e PDGF (TSUIJII et al.
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1998). Metabodlicos da COX-2, como as prostaglandinas E1 e E2, induzem a
producdo de VEGF em osteoblastos, fibroblastos sinoviais e macrofagos (HARADA
et al. 1994; SUNDERKOTTER et al. 1994; TSUJII et al. 1998).

As aromatases sdo responsaveis pela conversdo periférica de androgénios em
estrogénios. No cancer de mama os inibidores de aromatases t€ém uma importante
atividade em seu tratamento e prevencao. As prostaglandinas E2 (PGE2) aumentam a
atividade intracelular das aromatases estimulando a biosintese de estrogénios. Existe
uma forte correlagdo entre a expressdo de COX-2 e aromatase intratumoral em
cancer de mama e esta interacdo enzimatica pode ser um fator importante também
na génese do carcinoma endometrial (FOWLER et al. 2005).

Em tecido endometrial normal a expressdo de COX-2 tem sido estudada
principalmente no contexto da infertilidade e abortamento de repeticdo, onde
aparentemente a COX-2 parece ter papel na regulagdo da decidualizagdo e
angiogénese no processo de implantagdo do blastocisto.

Um estudo sistematico de COX-2 em tecidos endometriais ainda nao foi
realizado. Alguns trabalhos tém demonstrado a expressdo de COX-2 em carcinoma
endometrial. O primeiro a realizar tal associagdo foi TONG et al. (2000), que
identificaram aumento do RNA mensageiro de COX-2 e de sua proteina por
imunoistoquimica em 8 de 11 carcinomas endometriais, ndo identificando a
expressdao em 3 amostras de endométrio normal.

FUJIWAKI et al. (2002) relatam aumento na expressdo de COX-2 em 63
pacientes (51%) com carcinoma de endométrio e em 6 pacientes em hiperplasia
endometrial, mas em nenhuma paciente com endométrio normal, independente da

fase do ciclo menstrual. Este trabalho também demonstrou uma associagdo entre
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COX-2 e VEGF. Em suas analises foram encontradas proteinas COX-2 em tecido
epitelial tumoral, mas ndo em células estromais.

CAO et al. (2002) estudaram 24 casos de adenocarcinoma bem diferenciados
de endométrio e hiperplasia ndo encontrando superexpressao de COX-2 em nenhum
caso; encontrando, no entanto, superexpressdo em tumores pouco diferenciados
sugerindo que no endométrio o papel da COX-2 estd na progressdo ¢ nao na
iniciacao tumoral.

FERRANDINA et al. (2002) estudaram a expressdo de COX-2 através de
analise imunoistoquimica em 69 pacientes com neoplasia endometrial sem
tratamento prévio, tendo encontrado expressdo de COX-2 em 27 pacientes (39,1%),
sendo sua positividade mais freqliente em pacientes com doenca extra-uterina € com
invasdo profunda de miométrio, sugerindo uma correlagdo com agressividade
tumoral. LANDEN et al. (2003) encontraram superexpressao de COX-2 em 9 (69%)
de 13 carcinomas endometriais, comparado com apenas um (7%) de 15 tecidos
endometriais normais.

OREJUELA et al. (2005) analisaram a expressdo de COX-2 em 43 pacientes,
sendo 14 com carcinoma endometrial, 19 com hiperplasia e 10 com tecido
endometrial normal, ndo encontrando aumento significativo na expressdo de COX-2
em neoplasias ou hiperplasias.

A forte associa¢do bioquimica entre COX-2 ¢ VEGF e a tendéncia atual em
terapia oncologica molecular especifica (terapia alvo), motivou a realizacdo deste
trabalho, onde inibidores de COX e bloqueadores de VEGF, ja identificados
farmacologicamente poderdo, caso demonstrem efetividade, ser utilizados como

arma acessoria as terapias anti-neoplasicas com eficacia ja conhecida.
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OBJETIVOS

Andlise da expressdao e relacdo entre as expressdes de COX-2, VEGF-1 e
VEGF-3 nos polipos, hiperplasias tipicas, hiperplasias atipicas e
adenocarcinoma de endométrio.

Analisar a relacao entre as expressoes dos marcadores e fatores prognosticos
no adenocarcinoma de endométrio.

Analisar se possivel, o valor progndstico da expressao de COX-2 e VEGF nos

carcinomas endometriais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, onde foram selecionados
pacientes admitidos no Departamento de Ginecologia do Hospital A. C. Camargo no
periodo compreendido entre 1991 e 2004.

Foram resgatados do arquivo do Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital A.C.Camargo todas as laminas e blocos de parafina referentes as pacientes
previamente selecionadas. Os registros das pacientes foram obtidos através de
arquivo do préprio Departamento de Anatomia Patoldgica. Blocos com material
representativo de tecido endometrial foram separados e novos cortes realizados.

Os primeiros cortes representativos obtidos foram entdo corados pela técnica
tradicional de HE. A revisdo de lamina permitiu a confirmacao do diagndstico e a
analise histologica. Todas as laminas foram analisadas e revisadas por um mesmo
patologista visando uniformidade de diagndstico.

Os prontuarios médicos dos casos analisados foram revisados e dados clinicos
como idade, raga, antecedentes familiares, indicagdo do procedimento e estadiamento
anatomo-patologico (em caso de neoplasia) foram analisados.

Foram separados inicialmente 442 prontuarios de pacientes submetidas a
investigacdo endometrial no periodo. Destas, 188 cumpriram os critérios de inclusdo
e exclusdo pré-determinados (itens 3.1 e 3.2) e tiveram seus blocos de parafina
separados.

Do total de 188 pacientes, 24 (12,76%) tiveram a andlise de expressao dos

marcadores realizada pela leitura individualizada em lamina, devido ao material
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colhido em blocos de parafina ndo apresentar qualidade suficiente para sua inclusao
no TMA (Tissue microarray).
As expressdes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 foram realizadas através da
técnica de imunoistoquimica em TMA, com o método descrito nos itens 3.4 e 3.5.
Em nosso trabalho utilizaremos os critérios de classificagdo anatomo-
patolégica de KURMAN, devido a praticidade desta classificagdo ja estar presente

atualmente na rotina do servigo de anatomia patologica de nosso hospital.

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

1) Pacientes na poés-menopausa (mimino de 1 ano de amenorréia).
2) Pacientes com cancer de endométrio do tipo adenocarcinoma endometridide;
hiperplasias endometriais e polipos.

3) Seguimento minimo de trés anos nos casos de carcinomas.

3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

1) Pacientes no menacme ou climatério.

2) Pacientes que fagam uso de TH (estrogénio e ou progesterona) em periodo
inferior a um ano da coleta de material para o estudo.

3) Pacientes em uso de antiinflamatdrios ndo hormonais (citacdo em prontudrio).

4) Historia prévia de irradiagdo pélvica.

5) Historia prévia de quimioterapia.
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6) Pacientes que ja tinham recebido qualquer terap€utica adjuvante a neoplasia

endometrial (prévia a coleta do material a ser analisado).

7) Pacientes com cancer de endométrio com padrio histologico diferente do
endometrioide.

8) Pacientes onde o material anatomo-patolégico impossibilitasse a analise
imunoistoquimica.

3.3 CONSTRUCAO DO “TISSUE MICROARRAY”

Os blocos de Tissue Microarray (TMA) foram construidos utilizando-se os
casos com diagnostico de hiperplasias tipicas, hiperplasias atipicas, polipos e
adenocarcinomas endometridides, operados no Hospital A.C.Camargo no periodo
entre 1991 e 2004. Os casos foram resgatados do arquivo de anatomia patologica e os
blocos representativos das lesdes separados. Novas laminas de HE foram
confeccionadas para a identificacdo da area a ser utilizada no TMA, através de
marcacdo circular da regido mais representativa. Usando o fissue microarrayer
(Beecher Instruments, Silver Springe, MD), a 4rea de interesse previamente marcada
na lamina e identificada no bloco doador foi retirada em duplicata (corte de 0,6mm) e

transferida para um bloco receptor.

3.4 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas nos cortes histologicos dos

blocos de TMA.
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Resumidamente, as laminas foram previamente revestidas por solugao de
silano (APTS — Sigma® A3648) diluida a 4% em acetona. Os cortes obtidos foram de
3um de espessura ap6s microtomia mecanica. Os cortes foram desparafinizados e
preparados por passagens sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperagao
antigénica pelo calor por panela de pressao utilizando-se tampao citrato pH 6,0 para
COX-2 e banho-maria usabdo-se como tampao solu¢do EDTA/TRIS pH 9,0. Uma
vez preparados os cortes, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com
solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% em metanol, seguida da incubagdo com o
anticorpo primario especifico. As diluigdes finais de trabalho a serem utilizadas
foram 1/3000 para COX-2; 1/200 para VEGF-1 e 1/800 para VEGF-3. As reacdes
foram reveladas com solugio de Diaminobenzidina (DAB, Dako®) a 60mg% e
contracoradas com hematoxilina de Harris (Merck®).

As reagdes foram sempre acompanhadas de controle positivo, em tecido
sabidamente positivo para o anticorpo testado e dois controles negativos. O primeiro
deles foi realizado pelo nao uso do anticorpo primario e o segundo através da retirada
do anticorpo secundario durante os passos da reacao.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio Optico comum e 0s
resultados classificados em relagdo a intensidade da reagdo e numero de células
positivas. Esta gradagdo pode ser vista nas tabelas 3 e 4. O escore final foi
estabelecido pela somatodria dos graus, sendo considerado casos negativos os escores
0-2, fracamente positivos a somatoria entre 3 e 4 e fortemente positivos 0s casos cuja
somatoria for maior do que 4 (Tabelas 3 ¢ 4).

Os anticorpos utilizados foram NovoCasta® para COX-2, Neomarkers® para

VEGF-1, e Neomarkers® para VEGF-3.



21

Tabela 3 - Graduag¢ao da reagdo de acordo com a intensidade.

Caracteristica Grau
Coloracao negativa 0
Colorac¢do de intensidade fraca 1
Coloragdo de intensidade moderada 2
Colorag¢do de intensidade forte 3

Tabela 4 - Graduacdo da reagdo de acordo com o numero de células coradas.

Caracteristica Grau
Nenhuma célula positiva 0
<10% das células positivas 1

10-50% das células positivas

51-75% das células positivas

E-N VSN S

>75% das células positivas

O escore final se dara pela soma entre a intensidade da reacdo e o numero de

células coradas segundo a tabela abaixo.

Tabela 5- Score final (intensidade + nimero de células).

Classificagdo Score

Negativo 0a2
Positivo fraco 3a4
Positivo forte S5a7

Os passos técnicos das reagdes de imunoistoquimica podem ser vistos no

Anexo 4.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A casuistica foi caracterizada através da estatistica descritiva, empregando-se
o calculo de média, desvio padrdo e freqiiéncias absoluta e relativa das varidveis.

Para a andlise de associagdo entre as varidveis quantitativas empregou-se o
teste de qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher, dependendo-se dos
valores esperados das tabelas de contingéncia.

A andlise de sobrevida global foi realizada pelo método de Kaplan-Meier,
sendo as curvas comparadas pelo teste de long-rank. Para tanto, calculou-se o
intervalo de acompanhamento com base nas datas da cirurgia e da ultima informagao
objetiva em prontuario. Em todos os testes estatisticos adotou-se o nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO DA CASUISTICA

Do grupo de 188 pacientes pré-selecionado, 119 (63,3%) eram portadoras de
adenocarcinoma de endométrio e 69 (36,7%) apresentavam doencas ndo neoplasicas.
Destas patologias benignas, 45 (23,9%) eram polipos endometriais, 11 (5,9%)
hiperplasias tipicas e 13 (6,9%) hiperplasias atipicas (Tabela 6).

A idade média das pacientes foi de 65,9 & 8,8 anos com mediana de 65 anos,
sendo a mais nova com 43 anos e a mais idosa com 87 anos (Tabela 6)

O tempo médio de menopausa foi de 15,3 + 8,7 anos com mediana de 15 anos
(em duas pacientes ndo havia tal informacdo no prontuario). O tempo minimo
averiguado foi de 1 ano (3 pacientes) com maximo de 40 anos (1 paciente) (Tabela 6)

Do total de pacientes, 22 (11,7%) faziam uso de tamoxifeno por um periodo
que oscilou entre 4 meses (1 paciente) e 70 meses (1 paciente). O tempo médio de
utilizacao do medicamento até a realizagdao do procedimento foi de 28,9 + 19,2 meses
com mediana de 27 meses. (Tabela 6)

Em relacdo a etnia, 163 (86,7%) pacientes eram brancas, 25 (13,3%) ndo

brancas, sendo duas (1,1%) negras e 23 (12,2%) amarelas (Tabela 6)
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Tabela 6 — Caracterizacdo da casuistica segundo o padrdo anatomo-patoldgico e
varidveis clinico demograficas. (Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991 a 2005).

Hiperplasia Hiperplasia

Adenocarcinoma Polipos Total
Tipica Atipica
Idade
(média/anos) 68,8 65,18 60,73 64,54 65,9
Tempo de
menopausa 15,73 14,47 13,64 15,77 15,3
(média/anos)
Uso de
tamoxifeno 5/114 12/33 1/10 4/9 22/166
(sim/ndo)
Etnia
(branca/ndo 103716 40/5 11/0 9/4 163/25
branca)

Quanto ao primeiro sintoma apresentado pelas pacientes, 131 (69,7%)
apresentaram sangramento genital, 54 (28,7%) alteragdo em exame de
ultrassonografia, uma (0,5%) paciente foi admitida com bidpsia prévia e duas nao
tinham esta informagdo em prontuario.

O procedimento realizado como tratamento e/ou investigagdo nas pacientes
foram: trés (1,6%) foram submetidas a histerectomia simples (via abdominal ou via
vaginal), 59 (31,4%) a histerectomia total com anexectomia bilateral, 85 (45,2%) a
histerectomia total abdominal com anexectomia bilateral e linfadenectomia e 41

(21,8%) a histeroscopia ou curetagem uterina de prova.



25

4.2 EXPRESSAO DOS MARCADORES COX-2, VEGF-1 E VEGF-3

Do grupo total estudado, 24 (12,8%) das pacientes apresentaram expressao
negativa para COX-2, 29 (15,4%) expressao positiva fraca, 126 (67%) expressdo

positiva forte, e 9 (4,8%) ndo tiveram sua expressao analisada por perdas (Tabela 7).

Tabela 7 - Numero e porcentagem de casos segundo a expressio de COX-2.
(Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991 a 2006).

Freqiiéncia Total Total valido
(n) (%) (%)
Negativo 24 12,8 13,4
Positivo Fraco 29 15,4 16,2
Positivo Forte 126 67 70,4
Perdas 9 4.8 0
Total 188 100 100

A andlise da expressao de VEGF-1 seguiu os mesmos critérios utilizados para
COX-2, e apresentou 20 (10,6%) pacientes com expressao negativa, 37 (19,7%) com
expressao positiva fraca, 121 (64,4%) com expressdo positiva forte e 10 (5,3%) ndo

tiveram sua expressao analisada por perdas (Tabela 8)

Tabela 8 - Numero e porcentagem de casos segundo a expressio de VEGF-1.
(Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991 a 2004)

Freqiiéncia (n) Total (%) Total valido (%)
Negativo 20 10,6 11,2
Positivo Fraco 37 19,7 20,8
Positivo Forte 121 64,4 68
Perdas 10 5,3 0

Total 188 100 100




26

A anélise da expressao de VEGF-3 seguiu os mesmos critérios anteriores €
revelou 17 (9%) pacientes com expressdo positiva fraca, 162 (86,2%) com expressao
positiva forte ¢ nove onde nao foi possivel a andlise devido a perdas. Nenhuma

paciente apresentou expressao negativa ao marcador (Tabela 9)

Tabela 9 - Numero e porcentagem de casos segundo a expressdo de VEGF-3.
(Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991 a 2004).

Freqiiéncia Total Total valido
(n) (%) (%)
Negativo 0 0 0
Positivo Fraco 17 9 9,5
Positivo Forte 162 86,2 90,5
Perdas 9 4.8 0
Total 188 100 100

4.3 PACIENTES COM ADENOCARCINOMAS

A analise isolada de cada grupo de patologia demonstrou, no grupo de
adenocarcinomas, uma idade média de 66,8 + 9.1 anos com mediana de 66 anos e
tempo médio de menopausa de 15,7 £ 9 anos com mediana de 15 anos.

Quanto a etnia houve um predominio de pacientes da raga branca, 86,6%
(103) e 13,4% (16) de pacientes ndo brancas. O primeiro sintoma relatado pelas
pacientes foi em 88% dos casos o sangramento vaginal pos-menopausa, seguido de
alteracdes em ultrassonografia de rotina em 12% das pacientes. 95,8% (114) das
pacientes ndo referiam uso prévio de tamoxifeno e 4,2% (5) estavam em uso do

medicamento por um tempo médio de 44 meses.
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Em pacientes com diagnostico de adenocarcinoma a expressao de COX-2

apresentou a seguinte distribuicdo: 8 (7%) pacientes apresentaram expressao

negativa, 15 (13%) expressdo positivo fraco ¢ 92 (80%) expressdo positivo forte

(Tabela 10).

Na andlise de expressio de VEGF-1, 4 (3,5%) das pacientes com

adenocarcinomas ndo expressaram VEGF-1, 11 (9,6%) tiveram expressao positivo

fraco, e 100 (87%) expressao positivo forte (Tabela 10).

Na analise de expressdo de VEGF-3 em pacientes com adenocarcinomas, nao

houve casos com expressao negativa, 5 (4,4%) apresentaram expressao positivo fraco

e 109 (95,6%) expressao positivo forte (Tabela 10).

Tabela 10 — Numero e porcentagem de casos com adenocarcinoma segundo a
expressdo de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991

a 2004).
COX-2 VEGF-1 VEGF-3
(n) (n) ()
Negativo 8 (7%) 4(3,5%) 0 (0%)
Positivo fraco 15 (13%) 11 (9,6%) 5 (4,4%)
Positivo forte 92 (80%) 100 (87%) 109 (95,6%)
Total 115 (100%) 115 (100%) 114 (100%)
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Expressao negativa

A —

— Expressao positiva forte

B
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— Imagem microscopica da expressio de COX

Figura 1

endometridides.



A — Expressdo positivo fraco

B — Expressao positivo forte

Figura 2 — Imagem microscépica da expressao de VEGF-1 em carcinomas

endometriodides.
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B — Expressao positivo fraco a esquerda e positivo forte a direita

Figura 3 — Imagem microscdpica da expressao de VEGF-3 em carcinomas

endometridides.
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44 PACIENTES COM POLIPOS

No grupo de pacientes com poélipos, a idade média foi de 65,1 + 8,3 anos,
com mediana de 66 anos € um tempo de menopausa médio de 14,4 + 8,3 anos com
mediana de 15 anos. Houve um predominio de pacientes da raca branca (88,9%, n=
40) em relagdo a ndo brancas (11,1%, n=5). O primeiro sintoma apresentado pelas
pacientes foi em 66,7% (30) dos casos sangramento genital pés-menopausa, € em
33,3% (15) das pacientes achado de exame ultrassonografico. Doze (26,7%)
pacientes faziam uso de tamoxifeno no momento da cirurgia com tempo médio de
utilizagcdo de 25 meses.

Em relagdo a expressio de COX-2, 24,4% (10) das pacientes ndo
apresentaram expressao ao COX-2, 22% (9) delas tiveram expressao positivo fraco e
53,7% (22) expressdao positivo forte. No caso de VEGF-1, 26,8% (11) nao
expressaram VEGF-1, 36,6% (15), tiveram expressao positivo fraco, e 36,6% (15)
expressao positivo forte. Para VEGF-3 ndo houve casos de expressao negativa, com
19% (8) de expressao positivo fraco e 81% (34) de expressao positivo forte (Tabela

11).

Tabela 11 - Numero e porcentagem de casos com polipos segundo a expressdo de
COX-1, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991 a 2004).

COX-2 VEGF-1 VEGF-3
() (n) (n)
Negativo 10 (24,4%) 11 (26,8%) 0 (0%)
Positivo fraco 9 (22%) 15 (36,6%) 8 (19%)
Positivo forte 22 (53,7%) 15 (36,6%) 34 (81%)

Total 41 (100%) 41 (100%) 42 (100%)
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B - Expressao positivo forte

Figura 4 — Imagem microscopica da expressao de COX-2 em polipos endometriais.
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A — Expressdo negativo

B — Expressao positivo forte

Figura 5 — Imagem microscopica da expressao de VEGF-1 em po6lipos endometriais.
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B- Expressao positivo forte

Figura 6 — Imagem microscopica da expressao de VEGF-3 em po6lipos endometriais.
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4.5 PACIENTES COM HIPERPLASIAS ATIPICAS

No grupo de hiperplasias atipicas, a idade média foi de 64,5 = 7,5 anos com
mediana de 63 anos e um tempo médio de menopausa de 15,7 £ 9,7 anos e mediana
de 15 anos. Quanto a etnia, 9 (69,2%) pacientes eram brancas e¢ 4 (30,8%) ndo
brancas. O primeiro sintoma foi de sangramento em 46,2% (6) das pacientes,
alteracdo ao ultrassonografia em 46,2% (6) das pacientes e uma (7,7%) paciente deu
entrada no servico com biopsia prévia. Das 13 pacientes, 9 (69,2%) ndo faziam uso
de tamoxifeno e 4 (30,8%) o faziam por um periodo médio de 22,5 meses.

Em relagdo a expressao de COX-2, 25% (3) apresentaram expressao negativa,
25% (3) expressao positivo fraco, e 50% (6) expressao positivo forte. Para VEGF-1,
33,3% (4) apresentaram expressdo negativa, 58,3% (7) expressdo positivo fraco, e
7,7% (1) expressao positivo forte. No caso de VEGF-3 ndo houve pacientes com
expressdo negativa, 33,3% (4) obtiveram expressdo positivo fraco e 66,7% (12)

positivo forte (Tabela 12).

Tabela 12 - Numero e porcentagem de casos com hiperplasias atipicas segundo a
expressdao de COX-1, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991
a 2004).

COX-2 VEGF-1 VEGF-3
(n) (n) (n)
Negativo 3 (25%) 4 (33,3%) 0 (0%)
Positivo fraco 3 (25%) 7 (58,3%) 4 (33,3%)
Positivo forte 6 (50%) 1 (7,7%) 8 (66,7%)

Total 12 (100%) 12 (100%) 12 (100%)
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A — Expressdo positivo fraco

B - Expressao positivo forte

Figura 7 — Imagem microscopica da expressao de COX-2 em hiperplasias atipicas.
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B — Expressao positivo forte

Figura 8 — Imagem microscopica da expressao de VEGF-1 em hiperplasias atipicas.
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A — Expressdo positivo forte

Figura 9 — Imagem microscopica de expressao de VEGF-3 em hiperplasias atipicas.

4.6 PACIENTES COM HIPERPLASIAS TiPICAS

As pacientes com diagnostico de hiperplasias tipicas apresentaram média de
idade de 60,7 = 7,7 anos com mediana de 61 anos, e tempo médio de menopausa de
13,6 = 7,6 anos e mediana de 12 anos. Todas as pacientes (100%) eram da raca
branca, 63,6% (7) apresentaram sangramento pds-menopausa como queixa a
admissao e 16,4% (4) foram submetidas a procedimento por alteracdo ao exame de
ultrassonografia. Somente uma paciente (9,1%) fazia uso prévio de tamoxifeno por
um periodo de 27 meses.

A andlise da expressio de COX-2 demonstrou 27,3% (3) da expressdao
negativa, 18,2% (2) de expressdo positivo fraco e 54,5% (6) de expressdo positivo

forte. Para VEGF-1, 10% (1) de expressdo negativa, 40% (4) expressdo positivo
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fraco e 50% (5) expressdo positivo forte. Todos os casos apresentaram expressao

positiva forte para VEGF-3 (Tabela 13)

Tabela 13 - Numero e porcentagem de casos com hiperplasias tipicas segundo a
expressdo de COX-1, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital do Cancer A. C. Camargo, 1991
a2004).

COX-2 VEGF-1 VEGF-3
(m) (m) (m)
Negativo 3 (27,3%) 1 (10%) 0 (0%)
Positivo fraco 2 (18,2%) 4 (40%) 0 (0%)
Positivo forte 6 (54,5%) 5 (50%) 11 (100%)

Total 11 (100%) 10 (100%) 11 (100%)




40

A - Expressao negativa

B- Expressao positivo forte

Figura 10 — Imagem microscdpica da expressdo de COX-2 em hiperplasias tipicas.
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A - Expressao negativo

B — Expressao positivo forte

Figura 11 — Imagem microscépica da expressao de VEGF-1 em hiperplasias tipicas.
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B — Expressao positiva forte

Figura 12 — Imagem microscopica da expressao de VEGF-3 em hiperplasias tipicas.
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Figura 13 - Grafico da expressao de COX-2 nas diferentes doencas.
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Figura 14 - Grafico da expressao de VEGF-1 nas diferentes doengas.
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Figura 15 - Grafico de expressao de VEGF-3 nas diferentes doengas.

47 COMPARACAO DOS ADENOCARCINOMAS COM OS

DEMAIS GRUPOS

Apos separagao do grupo de carcinomas do restante da amostra (polipos,
hiperplasias tipicas e hiperplasias atipicas), observou-se nao haver diferenca
significativa quanto a idade a admissao (66,8 anos no grupo de carcinomas e 64,35
anos no grupo ndo neoplasico), tempo de menopausa (15,73 anos no grupo de
carcinomas ¢ 14,58 anos no grupo nio neoplésico), raga (86,6% de brancas e 13,4%
de ndo brancas no grupo dos carcinomas ¢ 87% brancas e 13% nao brancas no grupo
nao neoplasico) (Tabela 14).

Em relagdo ao primeiro sintoma apresentado pelas pacientes, no grupo de
carcinomas, 103 (88%) das pacientes apresentaram sangramento, 14 (12%)

apresentaram alteracdo ao exame de ultrassonografia de rotina, enquanto no grupo de
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lesdes ndao neoplasicas, 28 (40,6%) das pacientes apresentaram sangramento, 40
(58%) pacientes apresentaram alteracdo ao exame de ultrassonografia de rotina e

uma (1,4%) paciente apresentou-se com bidpsia prévia (Tabela 14).

Tabela 14 — Comparagdo entre o adenocarcinoma ¢ as doengas benignas segundo
varidveis clinico demograficas. (Hospital A. C. Camargo, 1991 a 2004).

Raga Tempo de 1° sintoma
Idade a admissao
(Branca / ndo menopausa (sangramento /
(média/ anos)
Branca) (anos) nao sangramento)
Adenocarcinomas 66,80 103 /16 15,73 103/ 14
Patologias
64,35 60/9 14,58 28 /40
benignas
p=0,563 P<0,001

Quanto a expressao de COX-2 no grupo de carcinomas, oito (7%) pacientes
apresentaram expressdo negativa, 15 (13%) expressdo positivo fraco e 92 (80%)
expressdo positivo forte, enquanto no grupo de lesdo ndo neoplasicas, 16 (25%) das
pacientes apresentaram expressao negativa, 14 (21,9%) expressao positivo fraco e 34
(53,1%) expressao positivo forte.

Em relagao a expressdao de VEGF-1, no grupo de carcinomas, quatro (3,5%)
pacientes apresentaram expressao negativa, 11 (9,6%) expressao positivo fraco, 100
(87%) expressdo positivo forte, enquanto no grupo de lesdes ndo neoplasicas, 16
(25,4%) apresentaram expressdao negativa, 26 (41,3%) expressao positivo fraco, 21
(33,3%) expressao positivo forte.

Na andlise de expressdo de VEGF-3 ndo houve casos de expressao negativa

nos dois grupos, sendo que no grupo dos carcinomas, cinco (4,4%) pacientes
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apresentaram expressao positivo fraco e 109 (95,6%) pacientes expressao positivo
forte, enquanto no grupo das lesdes ndo neoplasicas, 12 (18,5%) das pacientes
apresentaram expressao positivo fraco e 53 (81,5%) das pacientes expressao positivo
forte.

Apds separacdo e novo agrupamento das pacientes que tiveram expressao
negativa com as pacientes que obtiveram expressdo positiva fraca em comparagao
com as pacientes com expressao positiva forte para COX-2, 23 (20%) das pacientes
com carcinoma apresentaram expressao negativo/positivo fraco e 92 (80%)
apresentaram expressao positivo forte, enquanto no grupo das lesdes nao neoplasicas,
30 (46,9%) destas apresentaram expressdo negativo/positivo fraco e 34 (53,1%)
expressao positivo forte, mostrando diferenca significativa (p< 0,001).

Em relagdo a expressio de VEGF-1, seguindo o mesmo agrupamento
negativo e positivo fraco versus positivo forte, observou-se que no grupo dos
carcinomas, 15 (13%) das pacientes apresentaram expressao negativo/positivo fraco,
com 100 (87%) das pacientes com expressdo positivo forte, enquanto no grupo das
lesdes ndo neoplasicas 42 (66,7%) das pacientes apresentaram expressao
negativo/positivo fraco, com 21 (33,3%) apresentando expressdo positivo forte,
resultados estes com significancia estatistica (p< 0,001).

Em relacdo a expressdao de VEGF-3, 5 (4,4%) das pacientes com carcinomas
apresentaram expressao negativo/positivo fraco, e 109 (95,6%) expressao positivo
forte, enquanto no grupo das lesdes ndo neoplasicas, 12 (18,5%) apresentaram
expressdo negativo/positivo fraco e 53 (81,5%) expressdo positivo forte, com

diferenca significativa entre os grupos (p= 0,003). (Tabela 15)
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Tabela 15 - Comparagdo entre o adenocarcinoma e as doengas benignas segundo as
expressoes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital A. C. Camargo, 1991 a 2004).

Categoria Ariienocarcinoma% Dcr)lengas beni%zas .
COX-2 (-)(/+ ()+f)ogzco ;g ég ;2 ;‘g? <0,001
VEGF-1 (-)(/+ ()?Og:co 11050 213 ; ‘2‘? gg; <0,001
VEGF-3 (-)(/+ ()?Oi:co 139 945, ?6 é g 21; ? 2 .

* Valores de p pelo teste de Qui-quadrado

A andlise isolada comparativa entre os grupos de carcinomas ¢ hiperplasias
atipicas ndo demonstrou diferenca significativa em relagdo a raca (p= 0,111). Em
relacdo ao primeiro sintoma que originou a investigagao endometrial houve diferenca
entre os grupos (p=0,003), onde no grupo de carcinomas, 103 (88%) das pacientes
apresentaram-se com queixa de sangramento genital, enquanto que no grupo das
hiperplasias atipicas somente seis (50%). Em comparagdo a alteragdo
ultrassonografica também houve diferenga significativa entre os grupos (p=0,003),
com 14 (12%) pacientes com carcinomas tendo a alteracdo radioldégica como motivo
do rastreamento, enquanto no grupo das hiperplasias seis (50%) pacientes.

A analise comparativa dos grupos em relagdo a expressio de COX-2
demonstrou que houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,029), com 23
(20%) pacientes para carcinoma com expressao negativo/positivo fraco, e, 92 (80%)
pacientes de carcinomas com expressao positivo forte, enquanto no grupo das
hiperplasias atipicas, seis (50%) pacientes apresentaram expressao negativo/positivo
fraco e seis (50%) expressao positivo forte.

A expressdo dos grupos em relacio a VEGF-1 foi estatisticamente

significativa (p< 0,001) com 15 (13%) pacientes do grupo de carcinomas com



48

expressao negativo/positivo fraco e 100 (87%) pacientes com expressdo positivo
forte, enquanto no grupo das hiperplasias atipicas somente uma (8,7%) paciente
expressou positivo forte, com 11 (91,7%) das pacientes com expressdo
negativo/positivo fraco.

A expressao dos grupos em relagdo a VEGF-3 foi também estatisticamente
significativa (p= 0, 005) com cinco (4,4%) pacientes do grupo dos carcinomas
expressando negativo/positivo fraco e 109 (95,6%) expressando positivo forte,
enquanto no grupo de hiperplasias atipicas quatro (33,3%) expressaram

negativo/positivo fraco e oito (66,7%) positivo forte. (Tabela 16)

Tabela 16 - Comparagao entre o adenocarcinoma e as hiperplasias atipicas segundo
as expressoes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital A. C. Camargo, 1991 a
2004).

Categoria Afenocarcinoma% Hiﬁerplasia atiop/aoica .
COX-2 (-)(/+ ()+f)£:co 33 ég 2 28 vor
VEGH (')é()?ofi?w 11050 g 111 981937 <0,001
VEGF-3 ()(/+()+)f<§tzco 1(5)9 945’?6 ;‘ 22? 0,005

* Valores de p pelo teste de Qui-quadrado

48 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS DE LESOES BENIGNAS

A andlise comparativa entre os grupos de hiperplasias atipicas e
polipos/hiperplasias tipicas ndo demonstrou diferenga significativa em relagdo a raga
(p=0,057), sangramento (p=0,532), alteragdo ultrassonografica como primeiro

sintoma (p=0,532), ou uso prévio de tamoxifeno (p=0,722).
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Também ndo houve significancia estatistica em relagdo a expressao de COX-
2 (p= 1,000), com 24 (46,2%) das pacientes com polipos/hiperplasia tipica
expressando negativo/positivo fraco e 28 (53,8%) expressando positivo forte,
enquanto no grupo das hiperplasias atipicas, seis (50%) pacientes expressaram
negativo/positivo fraco e seis (50%) positivo forte.

A expressio de VEGF-1 nos grupos ndo mostrou diferenga significativa
(p=0,048) com 31 (60,8%) pacientes com polipos/hiperplasias tipicas expressando
negativo/positivo fraco e 20 (39,2%) positivo forte, e no grupo das hiperplasias
atipicas, 11 (91,7%) das pacientes tiveram expressdo negativo/positivo fraco com
uma (8,3%) expressao positivo forte.

A expressao de VEGF-3 nos grupos ndo mostrou diferenga significativa (p=
0,211), com oito (15,1%) pacientes do grupo pdlipos/hiperplasia tipica apresentando
expressao negativo/positivo fraco e 45 (84,9%) expressao positivo forte, € no grupo
das hiperplasias atipicas quatro (33,3%) apresentaram expressdo negativo/positivo

fraco e oito (66,7%) expressao positivo forte. (Tabela 17)

Tabela 17 - Comparacdo entre hiperplasias tipicas/ pélipos versus hiperplasias
atipicas segundo as expressdes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3. (Hospital A. C.
Camargo, 1991 a 2004).

Categoria H. tipica/ Polipos Hiperplasia atipica

n % n %
S B S
o O 28 ST
R L N S S

* Valores de p pelo teste de Qui-quadrado
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49 ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS

E A EXPRESSAO DE COX-2, VEGF-1 E VEGF-3

O grau histolégico e a expressio de COX-2 nos adenocarcinomas nao
demonstraram relacdo estatistica significativa (p= 0,481), onde oito (34,8%)
pacientes COX-2 negativo/positivo fraco eram grau [ e 15 (62,5%) grau [l e Il e, 41
(45,1%) pacientes COX-2 positivo forte eram grau I e 50 (54,9%) pacientes graus II
e IIL

A expressao de VEGF-1 ndao demonstrou diferenga significativa entre as
pacientes com adenocarcinomas dos diversos graus histologicos (p=0,091), onde 46
(46,5%) das pacientes VEGF-1 positivo forte eram grau I e 53 (53,3%) graus II e I1I,
enquanto trés (20%) pacientes VEGF-1 negativo/positivo fraco eram grau [ e 12
(80%) graus II e II1.

A expressao de VEGF-3 nos adenocarcinomas também nao mostrou relagao
estatistica com o grau histologico (p= 0,386), onde 48 (44,4%) das pacientes VEGF-
3 positivo forte eram grau I e 60 (55,6%) eram graus II e III, enquanto 1 (20%)

pacientes negativo/positivo fraco era grau I e quatro (80%) graus II e III. (Tabela 18)

Tabela 18 - Analise entre a expressao dos marcadores e o grau histoldégico.

Categoria Grau V11 . Grau III . p*
n % n %
o O pe
Ve Ot s wes n elg 08U
VEGE-3 (-)(/Jr(;f)oi: " 956 955 102 1 80 0,564

* Valores de p pelo tese de Qui-quadrado
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Nao se observou relagao entre a expressao de COX-2 e a presenga de invasao
miometrial nos adenocarcinomas (p= 0,088). Em seis (6,5%) pacientes COX-2
positivo forte ndo foi encontrada invasdo miometrial e em 86 (93,5%) foram. Por
outro lado, em quatro pacientes COX-2 negativo/positivo fraco ndo havia invasdo
miometrial, e em 17 (81%) havia.

A expressdo de VEGF-1 também ndo demonstrou diferenga significativa
quando relacionada a presenca ou ndo de invasdo miometrial (p= 0,108), onde em 11
(78,6%) pacientes VEGF-1 negativo/positivo fraco e 92 (92,9%) pacientes VEGF-1
positivo forte havia invasdo do miométrio.

A andlise entre VEGF-3 e invasdo miometrial também ndo demonstrou
diferenga significativa (p= 0,316), com trés (75%) pacientes VEGF-3
negativo/positivo fraco ¢ 99 (91,7%) pacientes VEGF-3 positivo forte apresentando

invasdao do miométrio. (Tabela 19)

Tabela 19 - Analise entre a expressdo dos marcadores e a presenga ou auséncia de
invasdo miometrial.

Categoria , Auséncia " i Presenga% o
COX-2 (-)(/+ ()?ﬁ:co ; 4 . égz 0,088
w030
VEGF-3 (-)(/+ ()+f)ogzco ; ; 8 939 927,’9l 0316

* Valores de p pelo tese de Qui-quadrado

A expressao de COX-2 também nao se relacionou a presenca de metéastase
linfonodal nos adenocarcinomas (p= 1). Em 13 (92,9%) pacientes COX-2
negativo/positivo fraco e 60 (89,6%) pacientes COX-2 positivo forte ndo

apresentaram doenga linfonodal.
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O mesmo achado acorreu com a expressao de VEGF-1 (p= 0,256) e VEGF-3
(p= 1), onde oito (80%) das pacientes VEGF-1 negativo/positivo fraco e 65 (91,5%)
pacientes positivo forte ndo apresentavam metastase linfonodal e trés (100%) das
pacientes VEGF-3 negativo/positivo fraco e 69 (89,6%) positivo forte também

tinham linfonodos negativos. (Tabela 20)

Tabela 20 - Analise entre a expressdo dos marcadores e a presenga ou auséncia de
metastase linfonodal.

Categoria , Auséncia " i Presenga% o
COX-2 (-)(/+ ()?i:co é (3) gi ; 52 0,581
VEGE (‘)(Qg?ofizw 685 313(1)? 2 iz 0,256
VEGF-3 (-)(/+ ()+f)ogzco 639 94;8 g 180 0726

* Valores de p pelo tese de Qui-quadrado

O achado de invasdo linfovascular na peca cirtrgica nao se relacionou com a
expressao de COX-2 (p= 0,716), VEGF-1 (p= 1) e VEGF-3 (p= 1) nos
adenocarcinomas. No caso de COX-2, 13 (86,7%) pacientes COX-2
negativo/positivo fraco e 37 (80,4%) pacientes positivo forte ndo apresentavam
invasdo linfovascular. Para VEGF-1, nove (81,8%) pacientes VEGF-1
negativo/positivo fraco e 41 (82%) pacientes positivo forte ndo apresentavam
achados de invasado linfovascular, e, com VEGF-3, trés (100%) pacientes VEGF-3
negativo/positivo fraco e 47 (81%) pacientes positivo forte também ndo

apresentaram achado de invasao linfovascular. (Tabela 21)
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Tabela 21 - Andlise entre a expressao dos marcadores com a presenca ou auséncia
de invasao linfovascular.

Categoria . Auséncia o . Presenca o p*
I S R
veort - O S
VEGF-3 (_)(/%—()+t‘)og: ” 437 964 101 1 80 0,545

* Valores de p pelo tese de Qui-quadrado
4.10 ASSOCIACAO ENTRE OS MARCADORES

BIOMOLECULARES

A analise comparativa entre as expressoes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 nas
diversas patologias demonstrou uma associacdo significativa entre os marcadores.
No estudo de toda a populagdo de estudo, 87,6% (106) das pacientes com expressao
positivo forte para VEGF-1 também apresentavam expressdo positivo forte para
COX-2 e 64,9% (37) das pacientes com expressdo negativo/positivo fraco para
VEGF-1 também eram negativo/positivo fraco para COX-2 (p<0,001).

Entre COX-2 e VEGF-3, 75,3% (122) das pacientes que apresentaram
expressdo positivo forte para VEGF-3, também apresentaram expressdo positivo
forte para COX-2 e 75% (12) das pacientes que apresentaram expressao
negativo/positivo fraco para VEGF-3, obtiveram expressdo semelhante para COX-2
(p<0,001).

Na populagdo de carcinomas, 66,7% (10) da amostra que apresentaram
expressdo negativo/positivo fraco para VEGF-1, também apresentaram expressdao

negativo/positivo forte para COX-2 e 87% (87) da amostra que obtiveram expressao
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positivo forte para VEGF-1, também expressaram forte para COX-2 (p< 0,001)

(Tabela 22).

Tabela 22 - Associagao entre os marcadores COX-2 e VEF-1 no grupo de pacientes
com adenocarcinomas. (Hospital A. C. Camargo, 1991 a 2004).

VEGF-1 Total
Negativo/positivo Positivo
fraco forte
COXA Negativo/positivo fraco 66,7% (10) 13% (13) 20% (23)
Positivo forte 33,3% (5) 87% (87) 80% (92)
total 100% (15) 100% (100) 100% (115)
P< 0,001

A relagdo entre as expressoes de COX-2 e VEGF-3 para os carcinomas foi de
60% (3) de expressdao negativo/positivo fraco para VEGF-3 com expressao similar
para COX-2 e 87% (90) de expressdo positivo forte para VEGF-3, também com
expressao positivo forte para COX-2 (p= 0,049) (Tabela 23).

Entre as lesdes benignas (hiperplasias tipicas, atipicas e polipos), 90,5% (19)
das pacientes que tiveram expressdo positivo forte para VEGF-1, expressaram
positivo forte para COX-2 e 64,3% (27) das pacientes com expressao
negativo/positivo fraco para VEGF-1, também expressaram negativo/positivo fraco

para COX-2 (p< 0,001) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Associagao entre os marcadores COX-2 ¢ VEF-3 no grupo de pacientes
com adenocarcinomas. (Hospital A. C. Camargo, 1991 a 2004).

VEGF-3 Total
Negativo/positivo Positivo
fraco forte
COX2 Negativo/positivo fraco 64,3% (27) 9,5% (2) 46% (29)
Positivo forte 35,7% (15) 90,5% (19) 54% (34)
total 100% (42) 100% (21) 100% (63)
P< 0,001

Na analise entre as expressos de COX-2 e VEGF-3 nas patologias benignas,
81,8% (9) das pacientes que obtiveram expressdo negativo/positivo fraco para
VEGF-3, também assim expressaram para COX-2 e 60,4% (32) que obtiveram
expressdo positivo forte para VEGF-3, também expressaram positivo forte para

COX2 (p= 0,012).

4.11 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

A analise de sobrevida em relacdo ao estadio da doenca demonstrou diferenca
significativa (p< 0,001), sendo que os pacientes estadios I t€ém melhores taxas de
sobrevida que pacientes estadios Il e ambos, melhores taxas que pacientes estadios
III. As taxas de sobrevida em cinco anos foram de 84,2% para pacientes estadio I,

66,7% para estadio II e 40% para estadio III.
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Figura 16 — Grafico de sobrevida global x estadio.

As pacientes com carcinoma de endométrio que expressaram COX-2 positivo
forte apresentaram piores indice de sobrevida em relagdo as pacientes com expressao
negativo/ positivo fraco, mas este niumero nao alcanga significancia estatistica (p=
0,546). As taxas de sobrevida em cinco anos foram de 87% para pacientes com
expressdo negativo/ positivo fraco e 76,9% para pacientes com expressao positivo

forte.
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Figura 17 — Grafico de sobrevida global e expressdao de COX-2.
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A expressdao de VEGF-1 ndao demonstrou relag@o estatistica com a sobrevida

em pacientes com adenocarcinoma de endométrio (p= 0,579). As taxas de sobrevida

em cinco anos foram de 73,3% para pacientes com expressao negativo/ positivo fraco

e 79,8% para pacientes com expressao positivo forte.
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Figura 18 — Gréfico de sobrevida global e expressdo de VEGF-1.

A expressdao de VEGF-3 ndao demonstrou relag@o estatistica com a sobrevida
em pacientes com adenocarcinoma de endométrio (p= 0,942). As taxas de sobrevida
em cinco anos foram de 80% para pacientes com expressao negativo/ positivo fraco e

78,7% para pacientes com expressao positivo forte.
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Figura 19 — Grafico da sobrevida global e expressao de VEGF-3.
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5 DISCUSSAO

O endométrio tem como caracteristica uma resposta direta a atividade
hormonal feminina durante o periodo da menacme.

Tal caracteristica confere a este uma atividade celular especifica, onde
mensalmente ocorrem episddios de mitoses celulares associados a grande
angiogénese. Isto fez com que optassemos por analisar em nosso grupo apenas
pacientes na pdés — menopausa ¢ sem uso de TRH, onde ndo houvesse influéncia
direta dos hormonios esterdides, buscando assim uma homogeneidade no grupo.

Em 1983, BOKHMAN, fez uma revisao de 366 pacientes com carcinoma de
endométrio e relatou a possibilidade da existéncia de duas apresentagdes clinicas
diferentes nas pacientes com esta patologia. Segundo ele, o primeiro tipo patogénico
englobaria pacientes obesas, com historia de ciclos anovulatorios, dislipidemias,
infertilidade e menopausa tardia, caracterizando um grupo exposto a um periodo
longo de hiperestrogenismo, denominado de TIPO 1. O segundo grupo abrange as
pacientes magras, com doenga na pré- menopausa, sem fatores de risco ao
desenvolvimento de carcinoma de endométrio, denominados de TIPO 2. A
freqiéncia do primeiro grupo ¢ em torno de 65% e do segundo grupo de
aproximadamente 35%.

A opgao por trabalharmos somente com adenocarcinomas endometridides em
pacientes menopausadas, baseou-se no fato deste ser o tipo histoléogico mais comum
e estar, na grande maioria das vezes, relacionado a uma evolucido progressiva de

alteracdes celulares que culminam com a neoplasia. Estas pacientes em sua maioria
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apresentam melhor evolugdo clinica e melhor prognostico, pertencendo em sua
maioria ao tipo 1 de Bokhman.

Pacientes que sdo acometidas pelo carcinoma de endométrio na pré
menopausa apresentam, em sua maioria, estadios mais avancados no momento do
diagnéstico e alteragdes moleculares que sugerem pior prognostico e pré-disposicao
genética (tipo 2 de Bokhman).

Para termos uma visdo completa do processo evolutivo do carcinoma
endometrioide, foram analisadas lesdes com potencial pré neoplasico, como as
hiperplasias tipicas, hiperplasias atipicas e pdlipos endometriais.

Segundo TROPE et al. (2005), existem boas razdes que suportam a teoria das
hiperplasias serem normalmente reflexo de um estimulo estrogénico persistente
coexistindo com ou progredindo para carcinoma invasivo, e a possibilidade dessa
progressdo estar relacionada a presenca de alteragdes arquiteturais ou atipias
celulares.

Em nosso estudo, devido as restrigoes através dos critérios de inclusdo e
exclusdo, obtivemos uma amostragem reduzida de exemplares de hiperplasias (n=
24), agrupados para analise estatistica como tipicas (n=12) e atipicas (n=12).

Todos os casos de hiperplasias tipicas estdo dentro do grupo das hiperplasias
simples, enquanto os casos de hiperplasias atipicas preenchem critérios para
classifica-las como hiperplasias complexas com atipias, caracterizando assim os dois
extremos dos grupos de hiperplasias segundo KURMAN et al. (1985).

Em nosso trabalho 86,55% (n=103) das pacientes tratadas para
adenocarcinoma endometridide apresentaram como primeiro, ou mais importante

sintoma, o sangramento genital p6s-menopausa, enquanto apenas 11,76% (n= 14) das
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pacientes foram investigadas por uma alteragcdo endometrial ao exame de
ultrassonografia de rotina.

Nas pacientes onde o diagnostico final foi de polipo uterino, 31,81% (14/44)
pacientes apresentaram como queixa a primeira consulta o sangramento pos-
menopausa, enquanto 68,18% (30/44) pacientes tiveram a alteragdo ultrassonografica
como motivo inicial da consulta.

Estes nimeros estdo de acordo com achados de SANT’ANA DE ALMEIDA
et al. (2004), onde 70 a 75 % das pacientes com polipos endometriais na pos
menopausa apresentavam-se assintomaticas, tendo seu diagnostico através de um
espessamento endometrial focal em ultrassonografia transvaginal.

Nas pacientes com diagnostico final de hiperplasia endometrial atipica
41,66% (5/12) apresentaram-se com sintomatologia de sangramento pds-menopausa,
enquanto 50% (6/12) das pacientes submeteram-se a investigagdo endometrial por
alteracdo ultrassonografica (uma paciente ja apresentava diagnostico a primeira
consulta através de biopsia prévia). Nas pacientes com diagnostico final de
hiperplasia tipica, 66,66% (8/12) das pacientes apresentaram-se com queixa de
sangramento genital pds-menopausa, enquanto 33,33% (4/12) delas tiveram em
alteracdo ultrassonografica o motivo de sua investigacdo endometrial. Segundo
MONTGOMERY et al.(2004) o sangramento genital pés-menopausa ¢ o sintoma
mais freqiiente em pacientes com hiperplasia, o mesmo autor refere que a associagao
entre sangramento genital pos-menopausal e citologia oncética com atipia glandular
aumenta o risco de hiperplasia endometrial e carcinoma em até quatro vezes.

Em nosso grupo de pacientes com adenocarcinoma endometridide, 13

pacientes eram estadios Ia (10,92%), 52 pacientes estadio Ib (43,69%), duas
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pacientes estadio Ila (1,68%), quatro pacientes estadio IIb (3,36%), duas pacientes
estadio IIla (1,68%), uma paciente estadio IIIb (0,84%) e sete pacientes estadio Illc
(5,88%). As pacientes estadio I representaram entdo 85,71% (102/119), estadio II
5,04% (6/119), e estadio III, 8,40% (10/119) do total estudado.

Na ultimo Anual Report (FIGO) a freqiiéncia do carcinoma de endométrio
segundo o estadio cirargico foi de 71,08% para estadio I, 12,16% para estadio II,
13,51% para estadio III e 3,24% para estadio [V (CREASMAN et al. 2006).

Nossa casuistica estda muito proxima da apresentada nos diversos centros,
tendo em mente que pequenas variagdes decorrem de nossas pacientes representam
um grupo especifico, ndo estando incluidas neste trabalho, pacientes pré-
menopausadas e de outros tipos histolégicos que ndo o adenocarcinoma
endometrioide.

A grande maioria dos trabalhos na literatura com andlise da expressdo de
COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 em adenocarcinoma de endométrio utilizou como
metodologia o estudo através de andlise imunoistoquimica em laminas independentes
ou em TMA, com o uso de diferentes anticorpos para os marcadores. A metodologia
para definir positividade ou ndo a expressdo dos marcadores variou entre trabalhos
que analisaram a porcentagem de células positivas a trabalhos que analisaram em
conjunto a intensidade da expressdo dos mesmos.

Em nosso trabalho o marcador utilizado foi NovoCasta®, para COX-2,
DAKO® para VEGE-1 ¢ DAKO® para VEGF-3 ¢ os indices de expressdo levaram
em conta a porcentagem de células positivas e a intensidade da positividade.

Obtivemos em nosso estudo expressdo positiva para COX-2 em 93% das

pacientes com adenocarcinomas, com 13% de expressdo positiva fraca e 80 % de
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expressao positiva forte. Os trabalhos na literatura apresentam indices de expressao
que oscilam de 17% (JEON et al. 2004) até 92% (UOTILA et al. 2002) de
positividade. Tal oscilacdo deve-se provavelmente a diversidade dos grupos
estudados como tipos histologicos, estatus hormonal (pacientes pré e poOs-
menopausa), anticorpos diferentes, metodologias de andlises diferentes
(quantificacao da positividade) e tamanhos das amostras.

Segundo trabalho de JEON et al. (2004), existe uma tendéncia a maior
expressao de COX-2 em pacientes pds-menopausadas com 78% das pacientes com
expressdo positiva na péds-menopausada (p= 0,009). Estes achados podem ser
justificados por trabalho de OREJUELA et al. (2005) que realizou uma analise
comparativa entre expressdo de COX-2 e receptores de estrogénio (RE) e
progesterona (RP) ndo encontrando diferenca significativa entre os grupos, citando
uma tendéncia a correlagdo negativa entre os mesmos (COX-2 x RE e RP). Estudo de
MORISSET et al. (1998), demonstrou que 17-B estradiol inibiu a expressao de
COX-2 mRNA em cultura de condrocitos bovinos e demonstrou ser tdo potente
quanto a dexametasona na inibi¢do de COX-2 mRNA e producao de prostaglandinas.

A expressao de VEGF-1 em nosso estudo foi de 96,6% nos adenocarcinomas,
sendo 9,6% de expressdo positiva fraca e 87% de positiva forte. LI et al. (2006)
obteve resultados de expressao para VEGF-1 de 64,7% e FUJIWAKI et al. (2002) de
44%. Tais resultados analisados em conjunto a expressdo de COX-2 demonstraram
correlacdo direta entre as expressdes dos marcadores (p< 0,005) para ambos os
autores. Nosso estudo apresentou indices de expressdo maiores que os trabalhos
citados, mas confirmou a correlagdo positiva entre as expressdes de COX-2 e VEGF

encontrada pelos autores (p< 0,001).
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A correlacao entre expressdes de COX-2 e VEGF-1 ¢ tema de diversos
trabalhos devido a atuacdo de COX-2, no metabolismo do acido aracddnico em
prostaglandinas (PGE2) estimulando a atividade de VEGF, potente marcador de
angiogénese (FUIIWAKI et al. (2002); LI et al. (2006)).

A expressdo de COX-2 em polipos endometriais em nosso trabalho foi de
75,7% com 53,7% de expressdo positivo forte. MAIA et al. (2005) em estudo da
expressao de COX-2 em polipos de 52 pacientes pds-menopausadas refere que em
ndo usuarias de terapia de reposi¢do hormonal as expressdes oscilaram entre
fortemente positiva e fraca. No trabalho de MAIA et al. (2005) foram analisadas
pacientes usudrias de tamoxifeno que demonstraram expressao forte para COX-2.
GIORDANO et al. (2006), realizaram estudo sobre perfil das pacientes com
carcinomas de endométrio originados em poélipos, com andlise da expressdo de COX-
2, p 53, e KI 67. Neste trabalho foram encontrados seis casos de adenocarcinomas
em 534 polipos endometriais (1,12%), todos apresentando altas expressdes para
COX-2 e com fatores de risco importantes ao desenvolvimento de cancer de
endométrio, como pacientes pos-menopausa com hipertensdo, obesidade ¢ TRH. A
expressdo de COX-2 ndo correlacionou com fatores de agressividade tumoral,
expressao de p53 ou KI 67.

Dois autores, OREJUELA et al. (2005) e FUJIWAKI et al. (2002) estudaram
a expressdo simultdnea de COX-2 em hiperplasias endometriais e carcinomas. No
trabalho de OREJUELA et al. em 19 amostras de hiperplasias estudadas, 58%
demonstraram positividade para COX-2, com 32% de forte positivos, tendo o autor
neste estudo agrupado as diversas hiperplasias. FUJIWAKI ndo descreveu em seu

trabalho os indices de expressao de COX-2 nas hiperplasias, relatando apenas que as
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mesmas apresentaram expressoes significantemente mais fortes que o endométrio
normal em qualquer fase do ciclo menstrual e poés-menopausal (p< 0, 0001 a p< 0,
05).

Em nosso estudo COX-2 mostrou-se expresso em 75% das hiperplasias
atipicas, com 50% de expressao forte positivo, e 72,7% de expressao nas hiperplasias
tipicas com 54,5% de expressao forte positiva.

Devido aos resultados encontrados de altos niveis de expressao de COX-2,
VEGF-1 e VEGF-3 nas diversas patologias, ¢, a observagdo durante o processo de
leitura das laminas em uma diferenca significativa entre os tecidos que expressaram
fortemente os marcadores e aqueles com expressdo negativa e positiva fraca, e
visando uma analise estatistica adequada, agrupamos as paciente com expressao
negativa e positiva fraca em um grupo e realizamos uma analise comparativa com as
pacientes positivas fortes.

Através deste novo agrupamento, a analise da expressao de COX-2 em
pacientes portadoras de adenocarcinoma de endométrio demonstrou diferenca
significativa quando comparada ao grupo das patologias ndo neoplasicas, com 80%
dos carcinomas apresentando expressdo positivo forte comparado a 53,1% das
pacientes com lesdes ndo neoplésicas (p< 0,001).

Resultados muito parecidos foram encontrados na expressao de VEGF-1,
onde 87% dos adenocarcinomas apresentaram expressao positivo forte frente a
33,3% das lesdes ndo neoplasicas (p< 0,001). Na analise da expressdao de VEGF-3 a
diferenca também foi estatisticamente  significativa, com 95,6% dos
adenocarcinomas apresentando expressao positivo forte frente a 81,5% das lesdes

nao neoplasicas (p= 0,003).
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Estes resultados estdo coerentes com trabalhos iniciados por TONG et al.
(2000) que demonstrou a presenca de expressdo proteica de COX-2 e mRNA em oito
de 11 carcinomas de endométrio, ndo encontrando expressdo em trés amostras de
tecido endometrial normal. Em 2002, FUJIWAKI et al., publicou trabalho onde
demonstrou expressao em adenocarcinomas e hiperplasias significantemente maiores
que tecido endometrial normal, independente da fase do ciclo menstrual ou tecido
pos-menopausal.

No trabalho de OREJUELA et al. (2005), ndo houve diferenga significativa
entre as expressoes de COX-2 nos adenocarcinomas (24%) e hiperplasias (32%), (p=
0, 90).

A andlise isolada comparativa entre a expressao dos marcadores em
carcinomas e hiperplasias atipicas demonstrou diferenca significativa para COX-2
(p=0, 029), com 80% dos adenocarcinomas apresentando expressao positivo forte e
20% negativo/ positivo fraco e no caso das hiperplasias atipicas, 50% tiveram
expressao positivo forte e 50% negativo/ positivo fraco. A expressao de VEGF-1 e
VEGF-3 apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p< 0, 001 e p= 0, 005
respectivamente).

O fato da expressao de COX-2 nao ter acompanhado as expressdes de VEGF-
1 e VEGF-3 na comparagdo entre adenocarcinomas e hiperplasias atipicas, talvez
reflita o nimero reduzido da amostra de hiperplasias.

A andlise comparativa entre as expressdes dos marcadores em hiperplasias
atipicas e polipos/ hiperplasias tipicas, ndo demonstrou diferenga significativa para
COX-2 (p=0,530) ¢ VEGF-3 (p=0,145). Para VEGF-1 (p=0,038) a diferenca foi

estatisticamente significativa.
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A andlise entre a expressdo de COX-2 e fatores prognosticos anatomo-
patolégicos conhecidos, foram estudadas por diversos autores com divergéncias entre
os achados.

Em nosso estudo, a analise comparativa entre a expressao de COX-2, VEGF-
1 ¢ VEGF-3 com fatores prognoésticos conhecidos para o carcinoma de endométrio
como grau histolégico (p= 0,451; p= 0,510; p= 0,564), invasao miometrial (p= 0,088;
p=0,108; p=0,316), presenca de metastase linfonodal (p= 0,81; p=0,256; p=0,726) e
achado de invasdo linfovascular (p=0,455; p=0,640; p=0,545) ndo demonstrou
diferenca significativa. Nossos resultados estdo de acordo com trabalhos de
OREJUELA et al. (2005), OHNO et al. (2005) e LI (2006), autores que também nao
encontraram relagdo com fatores prognosticos anatomo-patologicos.

FERRANDINA (2002) e FOWLER (2005) encontraram uma relacdo de
significaAncia positiva entre a expressao de COX-2 e grau histoloégico e invasdo
miometrial, com maior expressdo do marcador em pacientes com grau histologico
maiores e presen¢a de invasao miometrial.

TOYOKI (2005) encontrou uma relagao positiva entre a expressao de COX-2
e estadio cirirgico e grau histoldgico, com pacientes de estadios iniciais e grau
histologico I, apresentando menor expressao para COX-2 que pacientes com estadios
I e III e graus histologicos II e II1.

CAO et al. (2002) analisando 24 pacientes com adenocarcinomas
endometridides encontrou significincia estatistica entre os diversos graus
histologicos e entre hiperplasias e carcinomas grau I.

O fato de, em nosso estudo, COX-2 apresentar maior expressido em

carcinomas que hiperplasias e polipos e, ndo apresentar relacdo direta com invasdo



69

miometrial e presenca de metéstase linfonodal, sugere que COX-2 tenha um papel
importante como evento inicial no processo de carcinogénese do carcinoma
endometrial, hipotese esta também levantada por FUITWAKI et al. (2002), TOYOKI
et al. (2005) e LI et al. (20006).

Em nosso estudo, pacientes com expressdo positivo forte para COX-2
apresentaram uma tendéncia a pior sobrevida em relacdo a pacientes com expressao
negativo/ positivo fraco, apesar dos resultados nao demonstrarem diferenca
estatistica.

Segundo trabalho de FERRANDINA et al. (2002), pacientes com expressao
positiva para COX-2 apresentaram menor sobrevida livre de doenca. Outros autores

ndo encontraram resultados relevantes entre COX-2 e sobrevida.
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6 CONCLUSOES

A partir de nosso estudo podemos concluir que em nossa amostra constituida
por adenocarcinomas de endométrio do tipo endometrioide, polipos, hiperplasias
tipicas e hiperplasias atipicas:

1) Os carcinomas expressam positivamente COX-2, VEGF-1 e VEGF-3 na
grande maioria dos casos.

2) As expressdes de COX-2, VEF-1 e VEGF-3 sdo estatisticamente mais
freqiientes nos carcinomas do endométrio que em hiperplasias tipicas,
hiperplasias atipicas e polipos.

3) Existe uma relagao direta entre as expressoes de COX-2, VEGF-1 e VEGF-3
nos carcinomas endometridides do endométrio.

4) O estudo nao demonstrou relacdo entre expressdo de COX-2, VEGF-1 e
VEGF-3 nos carcinomas com fatores prognodsticos anatomo-patologicos.

5) Pacientes com expressdo positiva forte para COX-2 apresentam uma pior
sobrevida global quando comparados aos pacientes com expressao

negativo/positivo fraco (resultado sem significado estatistico).
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ANEXOS




Anexo 1 - Classifica¢do dos carcinomas endometriais.

Adenocarcinoma endometridide
Papilar viloglandular
Secretorio
Células ciliadas
Adenocarcinoma endometridide com diferenciacao escamosa

Carcinoma mucinoso

Carcinoma seroso

Carcinoma de células claras

Carcinoma escamoso

Carcinoma indiferenciado

Tipos mistos

Carcinoma “miscellaneos”

Carcinoma metastatico




Anexo 2 - Estadiamento cirurgico do Cancer de Corpo Uterino, FIGO 1988

Estadio/Grau Caracteristica

IA G123 Tumor limitado ao endométrio

IB G123 Invasdo de menos da metade do miométrio.

IB G123 Invasdo de mais da metade do miométrio.

ITA G123 Envolvimento glandular endocervical.

IIB G123 Envolvimento estromal endocervical.

IITA G123 Tumor invade serosa, anexo ou citologia peritoneal positiva.
B G123 Metéstase vaginal.

II1C G123 Metéstase para linfonodos pélvicos ou paraadrticos.
IVA G123 Tumor invade bexiga e/ ou mucosa intestinal.

IVB G123 Metastase a distancia (inclui linfonodos inquinais).

Graus de diferenciagdo histopatolégica.
Casos devem ser agrupados por graus de diferenciacdo de adenocarcinoma.

Gl 5% ou menos de padrdo nao escamoso ou solido.
G2 6% a 50% de padrao ndo escamoso ou solido.
G3 mais de 50% de padrao escamoso ou sélido.

Notas sobre graduacao patologica.

Notadas atipias nucleares em um ndo esperado grau arquitetural eleva a graduagao de
tumores grau 1 e 2 em 1 ponto.

Em adenocarcinomas serosos, células claras e escamosos o grau nuclear ¢ mais
importante.

Adenocarcinomas com diferenciacdo escamosa sdo graduados de acordo com grau
nuclear de componente glandular.

Notas ao estadiamento.

Como o estadiamento do cancer de corpo uterino ¢ cirtrgico, procedimentos prévios
usados para estadiamento ndo sdo mais aplicaveis, como curetagem fracionada
(D&C), para diferenciar estadio I e II.

E recomendado que um pequeno nimero de pacientes seja submetido a radioterapia
exclusiva. Nestes casos especificos o estadiamento clinico adotado pela FIGO em
1971 ¢ aplicado.

Idealmente a mensuracao da invasao miometrial deve ser realizada no local do tumor
invasivo.



Anexo 3 - Cancer de Endométrio: Duas doengas?

Tipo 1
Tumores (Hiper) estrogénicos
Associados a hiperplasias
Bem diferenciados (G1 e G2)
Adenocarcinoma endometridide ou com
diferenciagdo escamosa
Pacientes obesas com diabetes
e/ou hipertensao
Pacientes anovulatorias ou em TRH
Invasdo miometrial discreta
sem metastase linfonodal

Bom progndstico

Tipo 2
Tumores nio estrogénicos
Associado a endométrio atrofico
Pouco diferenciado (G3)
Adenocarcinoma adenoescamoso,
papilar, seroso ou células claras

Pacientes magras com habitos saudaveis

Pacientes com ciclos menstruais regulares
Invasdo miometrial profunda
com metastase linfonodal

Pior progndstico

Fonte: DELIGDISCH e HOLINKA (1987)



Anexo 4 - Protocolo das Reagdes Imunoistoquimicas

10.

11.

12.

Desparafinizacgdo dos cortes histologicos com 3um de espessura, do material
incluido em parafina e colocados em laminas silanizadas (3-aminopropyl-
triethoxy-silane — SIGMA), e deixados por 24h em estufa a 60°C.

Duas passagens em xilol (60°C e temperatura ambiente).

Seis passagens em etanol (100%, 95%, 80%, 70%), sendo trés delas a
100%%.

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Incubagdo em tampao citrato pH 6,0 em panela de pressao elétrica (COX-2) e
EDTA/TRIS pH 9,0 em banho-maria (VEGF-1 e VEGF-3.

Bloqueio da peroxidase endogena com H,O, a 3% (4gua oxigenada 10
volumes).

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Solugao salina tamponada com fosfatos.

Incubagdo com anticorpo primario, diluido em titulo estabelecido (1/3000
para COX-2; 1/200 para VEGFR1 e 1/800 para VEGFR3) em tampao PBS
contendo albumina bovina BSA a 1% (SIGMA) e azida soédica (NaN3) 0,1%,
em camara umida (16 a 18 horas).

Lavagem em tampdo PBS.

Incubagdo com o anticorpo biotinilado-reagente C, do kit
StreptABComplex/HRP Duet (DAKO).

Lavagem em tampdo PBS.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

Incubacao das laminas em solucao substrato cromégeno:
3,3’Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 60mg (DAKO);
Dimetilsulféxido (DMSO) 1ml; H,O; a 6% (agua oxigenada 20 volumes) 1
mel, PBS 100ml (5min, 37°C, ao abrigo da luz).

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Contracorar com hematoxilina de Harris.

Imersdo em agua amoniacal (solugdo de hidréxido de aménio a 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratacao das laminas (6 passagens em etanol a 50%, 80%, 95% e 100%,
sendo trés delas em 100%).

Montagem das laminas.



