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RESUMO

Santana TBM. Avaliacao protéica e génica dos receptores da familia
EGF/HER e seu prognostico em pacientes com cancer de endométrio
tipo I. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Antdnio
Prudente].

Introducao: O cancer de endométrio é a terceira neoplasia ginecoldgica
mais frequente, sendo diagnosticados cerca de 287.000 casos no ano de
2011 e responsavel por cerca de 33.000 ébitos nos paises desenvolvidos.
Apresenta heterogeneidade clinica, epidemiolégica e genética, e pode ser
classificada em tipo 1- adenocarcinomas endometridides (estrogénio
dependente) e tipo 2- adenocarcinomas nao endometridides. Os receptores
da familia EGF/HER, sdo proteinas transmembrana responsaveis pelo
controle de importantes vias da carcinogénese e sdo compostos pelo EGFR,
HER-2, HER-3 e HER-4. Esses receptores encontram-se com expressao
aumentada em varias neoplasias malignas e tem ganhado destaque por
serem potenciais alvos para novas drogas de combate ao céancer.
Objetivos: O presente estudo tem como objetivos: 1) Avaliar a expressao
protéica de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 através de imunoistoquimica,
avaliar e o numero de cépias dos genes EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4
através de FISH (fluorescent in situ hybridization); 2) Correlacionar a
expressao protéica dos receptores e a avaliacdo do numero de copias dos
genes de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 com as variaveis clinico-
patologicas; 3) Correlacionar a expressdo proteica dos receptores e a
avaliacao do numero de copias dos genes de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-
4 com sobrevida livre de doenca, sobrevida cancer-especifica e sobrevida.
Material e método: Foi avaliada uma série retrospectiva de 218 pacientes
admitidas no Departamento de Ginecologia do Hospital do Céncer A.C.

Camargo, no periodo de 1990 a 2008, com diagnéstico de adenocarcinoma
endometridide do endométrio. Realizou-se a construcdo de tissue
microarray, teste de FISH (hibridacdo in situ fluorescente), e estudo
imunoistoquimico. Resultados: Houve expressdo imunoistoquimica para
EGFR, HER-2, HER-4 em 0,9%, 1,4%, 6,3% dos casos. No caso do HER-3,



houve expressdo em citoplasma e nucleo em 60,2% e 37,2% dos casos,
respectivamente. O numero de cépias dos genes EGFR, HER-2, HER-3 e
HER-4 através de FISH foram encontrados alterados em 12,6%, 7,6%,
10,7% e 3,0% dos casos, respectivamente. A expressdao imunoistoquimica
de EGFR correlacionou-se com presenca invasao perineural. Nao houve
associacdo entre as expressdes de HER-2, HER-3 e HER-4 com as
variaveis clinico-patolégicas. A presenca de alteracdo do numero de cépias
do gene HER-2 apresentou associacdo com a presencga de invasao vascular
sanguinea e invasao = 50% do miométrio. A alteracao do niumero de cépias
do gene HER-3 apresentou associacdo com: IMC = 30, presenca de invasao
vascular linfatica e tamanho do tumor = 2cm. As alteragdes no numero de
cépias de EGFR e HER-4 nao tiveram associacdo com as variaveis clinico-
patolégicas. A expressao imunoistoquimica positiva de EGFR apresentou
associagcdo com pior sobrevida livre de doenca (p < 0,001) na analise
univariada. As expressoes imunoistoquimicas positivas de HER-2, HER-3 e
HER-4 ndo tiveram impacto estatisticamente significativo em sobrevida
global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de doenca na analise
univariada. A presenca de alteragcdes dos numeros de cépias dos genes dos
receptores da familia EGF nao tiveram impacto nas sobrevida global,
sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de doenca na analise
univariada. Porém, a alteracdo do numero de copias de HER-2 mostrou-se
fator de risco independente para recidiva na andlise multivariada.
Conclusoées: Houve expressao imunoistoquimica para EGFR, HER-2, HER-

4 em 0,9%, 1,4%, 6,3% dos casos. No caso do HER-3, houve expressao em
citoplasma e nucleo em 60,2% e 37,2% dos casos, respectivamente. A
expressao imunoistoquimica positiva de EGFR apresentou associagao com
pior sobrevida livre de doenca na analise univariada. O nimero de coépias
dos genes EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 através de FISH foram
encontrados alterados em 12,6%, 7,6%, 10,7% e 3,0% dos casos,
respectivamente. A alteragdo do numero de cépias de HER-2 mostrou-se
fator de risco independente para recidiva na analise multivariada.



SUMMARY

Santana TBM. [Immunohistochemical expression and gene status of
EGF/HER family as prognostic factors in type | endometrial cancer]. Séo

Paulo; 2012. [Dissertacao de Mestrado-Fundacao Antdnio Prudente].

Introduction: Endometrial cancer is the third more common gynecologic
cancer in women. About 287,000 cases were diagnosed in 2011 and it was
responsable for 33,000 deaths in the western world. It may be classified as
type | — endometrioid endometrial cancer, estrogen related; and type Il — non-
endometrioid endometrial cancer. EGF/HER family receptors are
transmembrane proteins responsable for important carcinogenic and are
divided by: EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4. These receptors are
overexpressed in various malignant neoplasms are are potential molecular
targets. Objectives: 1) Evaluate the immunohistochemical expression of
EGFR, HER-2, HER-3 and HER-4, and gene status of EGFR, HER-2, HER-3
and HER-4 using FISH (fluorescent in situ hybridization); 2) Correlate the
immunohistochemical expression and gene status of EGFR, HER-2, HER-3
and HER-4 with clinical-pathological variables. 3) Evaluate the
immunohistochemical expression and gene status of EGFR, HER-2, HER-3

and HER-4 as prognostic factors. Materials and methods: A retrospective

analysis was performed in a series of 218 patients with endometrioid
endometrial cancer, admitted in the Gynecologic Department of Hospital do
Cancer A.C. Camargo, between 1990 to 2008. Results: The
immunohistochemical expression of EGFR, HER-2, and HER-4 were found in
0,9%, 1,4%, 6,3% of cases, respectively. For HER-3, there were cytoplasmic
and nuclear expression in 60,2% and 37,2% of cases, respectively. The gene
status of EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 by FISH were altered in 12,6%,
7,6%, 10,7%, and 3,0% of cases, respectively. The immunohistochemical
expression of EGFR correlated with the presence of perineural invasion.

There was no correlation between the immunohistochemical expression of



HER-2, HER-3, HER-4 and clinical-pathological variables. The altered
number of HER-2 gene copies correlated with the presence of vascular
invasion and deep miometrial invasion. The presence of HER-3 altered gene
copies correlated with BMI = 30, presence of lymphatic invasion and tumor
size of 2 2cm. The altered number of EGFR and HER-4 gene copies did not
correlate with the clinical-pathological variables. The immunohistochemical
expression of EGFR correlated with worse disease free survival in univariate
analysis (p < 0,001). The immunohistochemical expressions of HER-2, HER-
3 and HER-4 had no impact in survival. The presence of EGF family altered
gene copies did not correlate with survival in univariate analysis. However,
the presence of HER-2 altered gene copies correlated with the increase risk

of  recurrence in  mulitivariate  analysis. Conclusions: The

immunohistochemical expression of EGFR, HER-2, and HER-4 were found in
0,9%, 1,4%, 6,3% of cases, respectively. For HER-3, there were cytoplasmic
and nuclear expression in 60,2% and 37,2% of cases, respectively. The
immunohistochemical expression of EGFR correlated with worse disease
free survival in univariate analysis. The gene status of EGFR, HER-2, HER-3
e HER-4 by FISH were altered in 12,6%, 7,6%, 10,7%, and 3,0% of cases,
respectively. The presence of HER-2 altered gene copies correlated with the

increase risk of recurrence in multivariate analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer do endométrio é a 62 neoplasia mais incidente em mulheres
em todo o mundo, com cerca de 287.000 casos. Em paises desenvolvidos,
sua incidéncia ocupa o 4° lugar, e nos paises em desenvolvimento, ocupa o
7° lugar, porém com numeros muito préximos em ambos 0 grupos,
chegando ao redor dos 142.000 casos/ano. Nos paises desenvolvidos é a
102 causa de morte por neoplasias entre as mulheres, com cerca de 33.000
mortes ao ano. No mundo o céancer do endométrio € a terceira neoplasia
ginecoldgica, ficando atras do cancer de cancer de mama e do colo uterino
em frequéncia (JEMAL et al. 2011).

A incidéncia é maior nas mulheres de raca branca quando comparado
com as negras, hispanicas e asiaticas, no entanto, a mortalidade é cerca de
duas vezes maior na raga negra do que na raca branca (7,1 versus 3,9 por
100.000 mulheres) (HICKS et al. 1997; ALTEKRUSE et al. 2010). Mulheres
negras tendem a apresentar neoplasias de alto grau, alteracées no p53, tipo
histoldgico seroso papilifero e células claras (BARRETT et al. 1995).

O carcinoma do endométrio ocorre mais frequentemente entre a sexta
e sétima décadas de vida, com média de aparecimento aos 60 anos. A

estimativa é de 75% a 85% dos casos ocorram em paciente com 50 anos ou



mais, € 95% dos casos ocorram em pacientes acima dos 40 anos de idade.
Raramente ocorre em pacientes antes do 30 anos.

Na maioria dos casos o carcinoma do endométrio é confinado ao
utero quando diagnosticado. Dados do National Cancer Institute's
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) mostram doenca em
Estadio | em 69% dos casos, e Estadio Il em 19% (ALTEKRUSE et al. 2010).

O prognéstico dessas pacientes é bastante favoravel, pelo fato de o
diagndstico ser feito em estadios precoces na maioria dos casos. Resultados
de sobrevida da FIGO, mostram sobrevida em 5 anos de 85% a 91% para
pacientes com doenca Estadio |, e os dados do SEER mostram sobrevida

em 5 anos de 96% para doenga (Tabela 1).

Tabela 1 - Sobrevida Relativa em 5 anos por Estadio ao Diagnéstico no
periodo de 1999-2006

. . . Distribuicdo por Estadio Sobrevida Relativa em 5
Estadio ao Diagnostico

(%) anos (%)
Localizado (confinada ao Utero) 69 95.5
Regional (metastases para linfonodos
o 19 67.5
regionais)
Metéastases a distancia 8 17.1
Desconhecidos (ndo estadiados) 4 55.5

Fonte: ALTEKRUSE (2010)



1.2 CLASSIFICACAO DOS CARCINOMAS DO ENDOMETRIO E

FATORES DE RISCO

Existe um modelo dualistico de classificacdo dos canceres do
endomeétrio, que inicialmente foi proposto por BOKHMAN em 1983, baseado
em critérios clinico-patoldgicos, que classifica os tumores em tipo | e tipo II.
Este sistema é Util, pois divide os tumores do endométrio quanto a sua
etiologia e comportamento clinico.

Os canceres de endomeétrio tipo |, representam cerca de 70 a 80%
dos casos novos de canceres esporadicos do endométrio. Os tumores do
tipo | sdo do tipo histolégico endometridide, e portanto primariamente
associados com acao de estrogénio sem oposicao da progesterona. A lesao
precursora dos tumores do tipo | € a hiperplasia endometrial, e os fatores de
risco sdo obesidade, anovulagao, diabetes, ovarios policisticos, menopausa
tardia, nuliparidade e exposicdo a estrogénios exégenos. A maioria dos
tumores tipo | tem expressao de receptores de estrogeno e progesterona,
sao de grau baixo grau histolégico e possuem prognostico favoravel, com
altas taxas de sobrevida.

Os tumores do tipo Il representam aproximadamente 10 a 20% dos
canceres de endométrio e sdo do tipo nao-endometridide. Sdo os tipos
histoldgicos serosos e células claras, possuem alto grau histologico, e nao
tém relagdo com exposicao estrogénica. Os fatores hormonais ndo possuem
implicacdo na sua patogénese, e os tumores tipo Il geralmente se originam

de um endométrio atréfico. Clinicamente possuem comportamento mais



agressivo, e associados com aparecimento de metastases mais
precocemente, portanto apresentam mau prognaostico.

Além de caracteristicas morfoldgicas e clinicas distintas, os canceres
do endométrio tipo | e tipo Il possuem caracteristicas moleculares e
genéticas também distintas (Tabela 2). Os tumores tipo | sdo associados
com mutacées em PTEN, K-ras, B-catenina e com defeitos no sistema de
reparo do DNA. Os tumores do tipo Il estdo frequentemente associados com
aneuploidia e mutacao do p53 (DOLL et al. 2008; SAMARNTHAI et al. 2010).
Essas caracteristicas genéticas e moleculares distintas sugerem que os dois
tipos de cancer de endométrio apresentem vias de carcinogénese distintas.

Cerca de 90% dos casos de cancer do endométrio sdo esporadicos, e
0s 10% restantes sdo hereditarios. Dentre estes, a Sindrome de Lynch ou
Hereditary Nonpolyposis Colon Cancer (HNPCC) é responsavel pela grande
maioria desses casos. E uma doenga autossémica dominante, causada por
uma mutagdo germinativa de genes de reparo de danos do DNA (MLH1,
MSH2, MSH6 ou PMS2). Ha predisposicao para o aparecimento de cancer
colorretal, e em mulheres o carcinoma do endométrio € o sitio extra-colénico
mais comum de tumor, ocorrendo em mais de 50% dos casos (DOLL et al.

2008; OKUDA et al. 2010).



Tabela 2 - Comparagdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas,
genéticas e moleculares dos canceres de endométrio tipo | e tipo Il.

Tipo | Tipo Il
Caracteristicas Clinicas
Associag¢do com Estrégeno Sim Nao
Presencéo de Distlrbio Metabdlico Sim Nao
Status Menstrual Pré e Peri-menopausa Pés-menopausa
Endomeétrio precursor Hiperplasico Atréfico
Grau Tumoral Baixo Alto
Tipo Histolégico Endometridide N&o-endometrioide (seroso,

células claras)

Profundidade de Invasao Superficial Profunda
Prognéstico/Comportamento Favoravel/Indolente Desfavoravel/Agressivo
Caracteristicas Moleculares
Inativagdo PTEN > 83% 11%
Mutagao PIK3CA 26 — 36% 5%
Mutagdo KRAS 10 — 30% 0-10%
Mutagao B-catenina/CTNNB1 14 - 44% 0-5%
Amplificacdo HER-2 10— 30% 18 — 80%
Mutacédo P53 10 — 20% 90%
Inativagéo p16 10% 40 — 45%
Instabilidade de Microssatélites 20 — 45% 0-11%

Fonte: modificado de SAMARNTHAI et al. (2010)



1.3 ESTADIAMENTO E FATORES PROGNOSTICOS

O principal fator de progndéstico do cancer do endométrio é a presenca
de acometimento linfonodal. As primeiras publicacées a darem importancia
ao comprometimento linfonodal no cancer de endométrio, sdo dos anos de
1970. MORROW et al. (1973) revisaram a literatura e notaram que em uma
série de 369 pacientes considerados inicialmente como estadio clinico I, 39
pacientes apresentavam doenca linfonodal pélvica. CREASMAN et al. (1976)
estudaram 140 pacientes dentre o0s quais 16 apresentavam
comprometimento de linfonodos pélvicos. Reportando os dados do GOG 33,
CREASMAN et al. (1976) relataram que dos 621 pacientes considerados
estadio clinico |, 58 (9%) pacientes apresentavam linfonodos pélvicos
comprometidos, e 34 pacientes possuiam linfonodos paradrticos
comprometidos, e ainda 11% das pacientes apresentavam doenca linfonodal
em ambas as regides (CREASMAN et al. 1987). A partir dessa publicacdo, o
comprometimento linfonodal passou a determinar mudanca no estadiamento
(estadio Ill), pelo fato de ter impacto negativo na sobrevida.

Assim como o comprometimento linfonodal, ocorreu a solidificacéo de
outros fatores de risco no cancer do endométrio. Esses fatores foram
divididos em dois grupos: fatores de risco intrauterinos e fatores
extrauterinos. Os fatores de risco intrauterinos sédo: (1) grau histolégico, (2)
invasao profunda do miométrio, (3) extensao cervical, e (4) invasao vascular-
linfatica. Os fatores de risco extrauterinos sao: (1) metastases para os

anexos uterinos, (2) invasao de serosa do utero, (3) citologia peritoneal



positiva, (4) além do comprometimento linfonodal pélvico ou paradrtico
(BORONOW et al. 1984; DISAIA et al. 1984; CREASMAN et al. 1987).

Apbs a publicacdo do protocolo do Gynecologic Oncology Group
(GOG) 33, houve uma mudanca de paradigma em relacdo ao estadiamento
e tratamento do céncer de endométrio. Até entdo, o estadiamento era
baseado em critérios clinicos e bidpsia do endométrio, e a radioterapia tinha
o papel central do tratamento desta neoplasia. A partir de entédo, a cirurgia
passou a ser a principal modalidade de tratamento, e ainda ter papel
fundamental no estadiamento. O estadio cirdrgico possui melhor acuracia
para avaliar a presenca de doencga extrauterina em relacdo a avaliacao
clinica (CREASMAN et al. 1987; MORROW et al. 1991).

Em 1988, a Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstetrique
(FIGO) determinou que o estadiamento da neoplasia endometrial passasse a
ser cirurgico-patolégico, preconizando a realizacdo de histerectomia
abdominal total com salpingooforectomia bilateral, citologia peritoneal, e
linfadenectomia pélvica e retroperitoneal, e avaliagdo do andar superior de
abdome, assim como a superficie peritoneal.

Em 2009 o Comité da FIGO realizou mudancas no sistema de
estadiamento do cancer do endométrio (CREASMAN et al. 2009;
PECORELLI et al. 2009) que foram: fus&o dos IA e IB do sistema de 1988,
que no sistema atual sdo o estadio IA; invasdo de mucosa cervical e
citologia peritoneal deixaram de ser critérios para estadiamento;

comprometimento peritoneal e parametrial passaram a ser critérios para



estadiamento; e subdivisdo do estadio IlIC em llIC1 e IlIC2, levando em
conta o respectivo comprometimento de linfonodos pélvicos e para-aodrticos.
O novo sistema de estadiamento € alvo de criticas por parte dos
especialistas, principalmente por ndo reportar as diretrizes para realizacao
da linfadenectomia, deixando-a ao critério dos cirurgides. Esse novo sistema
devera ser validado por estudos subsequentes, no que diz respeito a

sobrevida em seus grupos (MARIANI et al. 2009).

Tabela 3 - Comparacgao entre os Sistemas de Estadiamento do Carcinoma
do Endométrio da FIGO.

FIGO 1988 FIGO 2009
Estadio | - Doenca Restrita ao Utero
Limitado ao endométrio Limitado ao endométrio ou
1A . - o
invasao < 50% do miométrio
IB Invasao < 50% do miométrio Invasao > 50% do miométrio
IC Invaséo > 50% do miométrio
Estadio Il — Extensao para Colo Uterino
A Invasdo de mucosa cervical ~ .
- . | Invasao de estroma cervical
IIB Invasao de estroma cervical
Estadio lll - Extensdo Locorregional
A Extensédo para serosa do uUtero e/ou Extensédo para serosa do Utero e/ou
anexos; ou citologia positiva anexos

Extensdo vaginal e/ou parametrial e/ou
peritdneo pélvico

et Metastases para linfonodos
Metastases para linfonodos pélvicos e/ou pélvicos
para-aorticos nc2 Metést'flsgs para linfonodos
para-adrticos

B Extensao vaginal

lnc

Estadio IV
IVA  Extensdo para bexiga e/ou mucosa retal
IVB Metastases a distancia incluindo intra-abdominal e/ou linfonodos inguinais

Notas para o Sistema FIGO 2009:

- Independe do Grau Histolégico — G1, G2 ou G3
- Envolvimento endocervical deve ser considerado Estadio |, e ndo mais Estadio Il

- Citologia positiva deve ser reportada separadamente, sem modificar estadiamento



1.4 TRATAMENTO

O tratamento cirargico por laparotomia, com realizacdo de
histerectomia, é considerado o tratamento padrdo para as pacientes com
diagnéstico de cancer do endométrio, que nado tenham sinais de doenca
extra-uterina. A laparoscopia tem o seu lugar no tratamento cirdrgico, e vem,
cada vez mais, sendo consolidada como alternativa a laparotomia
(SERACCHIOLI et al. 2010; MASCIULLO et al. 2010).

A principal controvérsia atual do tratamento do cancer do endométrio,
€ 0 papel da linfadenectomia (SERACCHIOLI et al. 2010; MASCIULLO et al.
2010). O comprometimento linfonodal é um dos fatores progndsticos do
carcinoma do endométrio. Os critérios de risco para o acometimento
linfonodal sédo definidos por achados do exame patolégico da peca cirurgica,
realizado de maneira definitiva no p6s-operatério. Portanto, os pacientes de
baixo risco acabam sendo submetidos a linfadenectomia, sem haver real
necessidade. A linfadenectomia pélvica e retroperitoneal para-adrtica sao
procedimentos associados a riscos e morbidades, sendo a principal
complicacao, o linfedema dos membros inferiores.

Dois estudos importantes foram recentemente publicados, ambos
buscando estudar e estabelecer o papel da linfadenectomia. Ambos
mostraram que a linfadenectomia melhora o estadiamento da doenga, porém
nao mostraram melhora da sobrevida. Os dois estudos s&o alvos de criticas

com relacdo a selecao de pacientes, controle cirirgico da linfadenectomia e
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tratamentos adjuvantes que influenciaram em seus resultados finais
(BENEDETTI et al. 2008; KITCHENER et al. 2009).

O tratamento adjuvante mais comum para o0s carcinomas do
endométrio nos estadios iniciais é a radioterapia (WARLAM-RODENHUIS et
al. 2000; CREUTZBERG et al. 2000). A radioterapia diminui taxas de
recorréncia local, porém nao aumenta sobrevida. O estudo PORTEC-2,
comparou as 2 modalidades empregadas no tratamento adjuvante
(Radioterapia Pélvica versus Braquiterapia de Cupula Vaginal), e mostrou
que as taxas de controle locorregional sdo semelhantes. A vantagem da
braquiterapia € a menor intensidade dos efeitos colaterais gastrintestinais
(NOUT et al. 2010).

As pacientes estadio I/l com fatores de alto risco, possuem sobrevida
comprometida pelo desenvolvimento de doenga metastatica extra-pélvica,
sugerindo a necessidade de terapia adjuvante sistémica eficaz. Alguns
estudos mostraram indicio de beneficio da quimioterapia adjuvante nesses
casos, porém papel da quimioterapia no cenario adjuvante aguarda mais
estudos, para melhor definicdo (BENEDETTI et al. 2008; KITCHENER et al.
2009).

Em estadios avancados (lll e IV) e doenca recidivada, esté indicada a
quimioterapia baseada em agentes derivados da platina. Ha consenso em se
usar esquemas com mais de uma droga, sendo que as drogas com maior
taxa de resposta sdo doxorrubicina, paclitaxel, cisplatina e carboplatina

(DIZON 2010).
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Ha algumas lacunas para se preencher no tratamento do cancer do
endométrio, e a busca atual € por novos agentes que possam colaborar
nessa batalha. A terapia alvo € um desses campos promissores, e entre 0s
agentes promissores estdo os anticorpos monoclonais, que ja vem sendo
testados, porém ainda ha um longo caminho a ser percorrido nessa direcao

(LEITAO e BARAKAT 2011).

1.5 FAMILIA EGF/HER

O Epidermal Growth Factor Receptor — Receptor do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR) foi identificado em 1978, e descrito como
uma proteina de 170kDa. Mostrou-se nos anos subsequentes, que o EGFR
€ uma proteina com atividade de tirosina quinase, que é ativada quando
ligada ao EGF, e em 1984 o seu cDNA foi isolado e caracterizado.
Posteriormente, usando-se um probe de EGFR, foi identificada uma familia
de proteinas semelhantes ao EGFR, também conhecido como ERBB, devido
a homologia com produto génico da eritroblastose viral (v-erbB). Essa familia
se constitui do EGFR, também conhecido como ERBB1HER1, e também
dos receptores ERBB2HER2NEU, ERBB3HER3, e ERBB4/ HER4
(CIARDIELLO et al. 2001; ZACZEK et al. 2005; SERGINA e MOASSER
2007; HYNES e MACDONALD 2009).

Estruturalmente os receptores da familia EGF/HER sao formados por
um dominio extracelular, um dominio transmembrana Unico, € um dominio

intracelular do tipo tirosina-quinase. O dominio extracelular possui 4
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subunidades, e o dominio tirosina-quinase consiste em duas subunidades
(lobos), N e C, que formam uma fenda na qual se liga o ATP. Apesar da
familia ErbB ser considerada um protétipo no que se refere a atividade
tirosina-quinase, um de seus membros da familia (ErbB3) nao tém atividade
autbnoma de fosforilagdo, portanto necessita acoplamento com outros
receptores para que ocorra a fosforilacao (TSUJIOKA et al. 2010; YARDEN
e PINES 2012).

Os receptores da familia EGF/HER sao ativados por seus ligantes,
chamados fatores de crescimento, que podem ser produzidos pela mesma
célula (autocrinos), ou pelas células ao redor (paracrinos). Os ligantes dos
receptores podem ser separados em trés grupos: (a) ligantes especificos do
EGFR, tais com EGF, amphiregulina (AF) e TGF-a; (b) ligantes de EGFR e
ERBB-4, tais como betacelulina, fator de crescimento ligado a heparina (HB-
EGF) e epiregulina (EPR); (c) e neuregulinas ou heregulinas (NRG), que se
ligam a ERBB-3 e ERBB-4. Nao séo conhecidos ligantes para ERBB-2,
apesar disso, ERBB-2, juntamente com ERBB-3, s&o os principais parceiros
de heterodimerizacdo dos receptores da familia (HYNES e LANE 2005;
TSUJIOKA et al. 2010).

Quando acoplados aos seus ligantes, ocorre mudanca de
conformacdo do dominio extracelular do receptor, permitindo homo ou
heterodimerizacdo dos receptores, iniciando uma complexa cascata de
traducdo de sinal intracelular responsavel pela morte, crescimento,

metabolismo e mobilidade celular. A selecdo de parceiros para dimerizacao
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determina a atividade sinalizadora entre as proteinas ErbB (HYNES e LANE
2005; YARDEN e SLIWKOWSKI 2006; SERGINA e MOASSER 2007).

A poténcia de sinalizagdo dos dimeros parece responder a uma
hierarquia, onde os heterodimeros sao mais potentes que os homodimeros,
e os heterodimeros contendo HER-2 sdo mais ativos deles. Em particular o
heterodimero HER-3/HER-2 possui a maior poténcia de sinalizagdo entre
todos (ZACZEK et al. 2005; SERGINA e MOASSER 2007).

As principais vias de sinalizacdo dos receptores da familia EGF/HER
estao representadas na Figura 1, sendo elas: via Ras-Raf-MAPK (proteina
quinase mitbgeno ativada), que leva a ativacdo de ERK1, e ERK2, que
regulam a transcricdo de moléculas responsaveis pela proliferacdo e morte
celular; via PI3K (fosfatidil-inositol-3-quinase) e Akt (serina/treonina quinase),
que também é implicada em regulacao da proliferacdo e sobrevivéncia

celular, e via PKC e Jak/Stat (TAKEUCHI e ITO 2010).
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Fonte: adaptado ZACZEK et al. (2005)
Figura 1 — Via de sinalizagdo da familia EGF/HER

Os receptores da familia EGF sdo parte de um sistema de bioldgico
complexo (Figura 1), onde seus componentes formam uma rede de
interacdes que culminam com uma série de alteracées que regulam a célula.
Podemos dividir esse sistema em camadas, onde a primeira pode ser
chamada de “input layer”, onde sao capturados os estimulos, que sdo dados
por interacdo entre as moléculas (fatores de crescimento) ligantes, e os
receptores. A camada intermediaria é formada pelos elementos
processadores de sinal (“signal processing layer”), que sdo as vias de
sinalizacao intracelular. Essas vias proporcionam interacao entre as vias de
entrada e de saida dos sistemas. A Ultima camada é chamada de “output
layer”, que é a via de saida. Ocorre no nucleo, e € constituida pela

expressdao dos genes através dos fatores de transcricdo. O controle do
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comportamento da célula € uma interacao entre os fatores de transcricao e o
contexto celular (YARDEN e SLIWKOWSKI 2006; CITRI e YARDEN 2006).

Nas células tumorais, a familia de receptores EGF podem estar
ativados por varios mecanismos, incluindo: amplificacado do gene, que pode
levar a uma expressdao aumentada do receptor; a mutacées no dominio
quinase de ativacéo; co-expressao do receptor e do ligante, e dele¢des no
dominio extracelular dos receptores (HYNES e LANE 2005; HYNES e
MACDONALD 2009).

Existe associacdo entre os receptores da familia EGF com varios
tipos de neoplasias malignas, entre eles os tumores de SNC (gliomas),
pulmao, mama, célon, cabeca e pescoco, ovario, estbmago e es6fago.

O aumento de expressao de EGFR é uma alteracao frequente nos
tumores do SNC, e pode ser observada em até 40% dos gliomas, estando
associada a alto grau histoldgico, alto indice de proliferacédo celular, € menor
sobrevida (WIKSTRAND et al. 1998).

Em proporgéo significativa de neoplasias malignas, a amplificacdo do
gene é acompanhada de rearranjo genético. A mutagdo mais freqiente € a
delecdo de parte do dominio extracelular do receptor de EGF, dando origem
a um receptor constitutivamente ativo (mutacao tipo Ill). Esse tipo de
mutagdo foi descrito em carcinomas de pulmdo, ovario e mama
(MOSCATELLO et al. 1995).

Nos céanceres de pulmao nao pequenas células (NSCLC) a ativacao
constitutiva do EGFR esta associada a expressdo aumentada do receptor,

amplificacdo do gene ou mutagdo somatica no dominio quinase do gene
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EGFR (exons 18 - 21), resultando em sinalizacao intracelular independente
de K-ras. A ativacdo aberrante do EGFR esta associada com resposta
clinica aos inibidores de tirosina quinase, como gefitinib e erlotinib
(UBERALL et al. 2008).

O melhor exemplo de associacao entre um dos receptores da familia
EGF e cancer, sao os tumores de mama. Nestes, o aumento de expressao
de HER-2, derivado da amplificacao do gene HER-2, esta descrito em cerca
de 15 a 30% dos casos dos carcinomas ductais invasores. Aumento da
expressdao de HER-2 esta associada ao tamanho do tumor, presenca de
acometimento linfonodal, maior grau histolégico e aneuploidia, o que implica
em pior prognostico. O aumento de expressdo de HER-2 também esta
associado a um pior prognéstico em tumores gastricos (UBERALL et al.
2008).

HER-3 possui expressdo aumentada em varias neoplasias, entre elas
tumores de mama e ovario, e possui também papel crucial na oncogénese
de uma parte dos tumores de pulméo e de préstata. Nos tumores gastricos,
BEGNAMI et al. (2011) mostraram que aumento de expressao nuclear de
HER-3 teve associacdo com pior sobrevida global.

HER-4 possui papel importante no desenvolvimento do miocéardio, o
que foi demonstrado em estudos de ablacdo de genes de roedores
(YARDEN e PINES 2012). Possui expressdao aumentada em uma série de

tumores, porém sem um papel prognostico definido.
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1.6 EXPRESSAO DA FAMILIA EGF/HER NO CANCER DE

ENDOMETRIO

Ha estudos avaliando a expressdo da familia EGF/HER e seus
ligantes no céancer do endométrio. Esses estudos descrevem padrbées de
expressao diferentes no endométrio pré e pds-menopausa, e no carcinoma
de endomeétrio.

Em estudo publicado em 1994, KHALIFA et al. relataram que a
expressao imunoistoquimica aumentada do EGFR é fator significativo
preditor de menor sobrevida em 5 anos, mesmo apds controle da variavel
por idade, tipo e grau histolégico. Este estudo incluiu 45 pacientes tratados
com diagnostico de adenocarcinoma endometriéide, 24 com diagnéstico de
carcinomas de endométrio tipo Il. Em 1995 NIIKURA et al. publicaram
estudo com 140 casos de tumores do tipo |, avaliando expressao
imunoistoquimica do EGFR, que apontou a expressdao de EGFR como fator
de pior prognéstico da doenca em analise univariada, mas que nao foi
confirmado em andlise multivariada.

EJSKJAER et al. publicaram em 2007 um estudo em que descrevem
a expressdao dos receptores do sistema EGF/HER em carcinomas de
endomeétrio tipo |. O autor pesquisou a expressdao do mRNA, juntamente com
perfil imunoistoquimico, em material de bidpsias, e verificou a expressao
diminuida de mRNA HER1 e HER3 nos carcinomas de endométrio, em
contraste com aumento significativo da expressao de HER4, AR, TGF-a e

HB-EGF.
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A expressdo do HER-2 tem sido alvo de muitos estudos, sendo sua
expressao nos carcinomas tipo | relatada entre 10 a 30% dos casos. Nos
tumores do tipo Il é descrito aumento de expressdo em taxas que vao de 18
a 80%, sendo nestes casos, associado a doenga de pior progndstico
(ENGELSEN et al. 2008; GRUSHKO et al. 2008; KONECNY et al. 2009).
Acredita-se que a amplificacdo do gene HER-2 tenha papel na
carcinogénese dos carcinomas endometridides pouco diferenciados, e
principalmente cancer endometrial do tipo Il (SAMARNTHAI et al. 2010;
OKUDA et al. 2010).

A expressao de HER3 e HER4 foi pouco estudada isoladamente nos
carcinomas do endométrio. SRINIVASAN et al. (1999) mostraram ambos
com expressao imunoistoquimica aumentada em tecido tumoral, quando
comparados ao endométrio normal.

Nos carcinomas do endométrio, assim como em outros tipos de
cancer, a terapia alvo é o presente e o futuro, no que se refere ao tratamento
anti-neoplasico. Embora ja existam estudos avaliando anticorpos
monoclonais anti-receptores de tirosina-quinase, mais especificamente o
HER-2, eles representam o inicio de um longo caminho, e estudos que
avaliam a expressao molecular dos receptores da familia EGF/HER podem
contribuir para o melhor entendimento da patogénese tumoral, assim como
contribuir para o desenvolvimento de novas drogas para ampliar e aprimorar

o arsenal terapéutico disponivel atualmente.
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OBJETIVOS

Avaliar a expressao protéica de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4
através de imunoistoquimica e o niumero de copias dos genes EGFR,
HER-2, HER-3 e HER-4 através de FISH (fluorescent in situ
hybridization) em carcinomas de endométrio do tipo I.

Correlacionar a expressao protéica dos receptores e a avaliacao do
nuamero de copias dos genes de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 com
as variaveis clinico-patolégicas.

Correlacionar a expressao protéica dos receptores e a avaliacao do
nuamero de copias dos genes de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 com
sobrevida livre de doenca, sobrevida cancer-especifica e sobrevida

global.
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3  CASUISTICA E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo retrospectivo longitudinal.

3.2 METODOS

3.2.1 Coleta de Dados

Os dados clinicos e alguns dados anatomopatolégicos foram obtidos
a partir dos prontuarios médicos arquivados no Servigo de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo. A maioria dos
dados anatomopatoldgicos foram obtidos do relatério patolégico péds-
cirurgico. Todos os dados foram transcritos para as fichas de coleta de

dados padronizadas (Anexo 1).

3.2.2 Critérios de Inclusao
Foram selecionadas as pacientes admitidas para tratamento no
Hospital A.C. Camargo, no periodo de Janeiro de 1990 a Dezembro de

2008, com diagnostico de adenocarcinoma endometridide do endométrio.

3.2.3 Critérios de Exclusao

Foram considerados inelegiveis para o estudo os pacientes com:
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a) Cancer do endométrio Tipo II;

b) Segunda neoplasia primaria sincronica;

c) Historia prévia de radioterapia pélvica;

d) Historia prévia de quimioterapia;

e) Pacientes que ja tenham recebido qualquer tratamento neoadjuvante
para o cancer do endométrio;

) Paciente cujo material anatomopatol6gico nao possibilitasse a analise

imunoistoquimica.

3.2.4 Variaveis Coletadas

Entre as variaveis demograficas e clinicas coletadas estdo: idade,
raca, peso, altura, menopausa, uso de reposicado hormonal pés-menopausa,
primeiro sintoma, informagdes a respeito do diagndstico, tipo de cirurgia
realizada para tratamento, realizacdo tratamento adjuvante, modalidades de
tratamento adjuvante.

Entre as varidveis anatomopatoldgicas coletadas estdo: estadiamento,
grau de diferenciacdo histolégica, tamanho do tumor e sua localizagédo no
Utero, presenca de invasao estruturas e érgaos pélvicos, presenca de
invasdo perineural, presenca de invasao vascular linfatica, presenca de
invasao vascular sanguinea, presenca de metastases linfonodais, nimero de
linfonodos dissecados por localizagdo anatémica (pélvica ou paradrtica).

Também foram coletados dados de seguimento, relativos a
mortalidade, presenca de recidiva de doenca, e tempo de livre de recidiva. A

ficha de padronizada de coleta de dados pode ser vista no Anexo 1.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram coletados de prontuario e transcritos para ficha
padronizada, e entdo digitados em computador para gerenciamento do
banco de dados e andlise estatistica. A confeccao do banco de dados e as
analises foram feitas no programa estatistico “Statistical Package for Social
Sciences for Mac” versao 16.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Inicialmente foram calculadas frequéncias simples de todas as
variaveis. (clinicas e anatomopatolégicas). As varidveis quantitativas foram
expressas pelas médias e/ou medianas. As variaveis clinico-patologicas
foram: idade, IMC, estadio da FIGO 2009, comprometimento linfonodal, grau
de diferenciacao histolégica da FIGO, invasao vascular sanguinea, invasao
vascular linfatica, invasao perineural, tamanho do tumor, profundidade de
invasao do tumor, citologia peritoneal.

As associacbes das variaveis qualitativas com expressoes
imunoistoquimicas de HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, e o numero de
cépias dos genes de HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4 verificados pelo teste
de FISH, foram realizadas através do teste do qui-quadrado bi-caudal.
Quando as frequéncias esperadas foram inferiores ao valor 5, utilizou-se o
teste exato de Fischer.

Utilizou-se o método de Kaplan-Meier para os calculos de
probabilidade de sobrevida global e livre de doenga (KAPLAN e MEIER
1958). A data da cirurgia foi considerada como o momento inicial do

seguimento. Para o calculo do intervalo livre de doenca considerou-se como
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momento final a data da recorréncia. Foram excluidas desta andlise as
mulheres com intervalo livre de doenca menor do que 4 meses, por
considerar que esta situacdo corresponde, na maioria das vezes, a
persisténcia de doenga e ndo a recorréncia. Para o célculo da sobrevida
global considerou-se como momento final a data do 6bito. Classificou-se
COmo censura 0 caso em que nao se registrou 6bito ou recorréncia e, nesta
situagdo, o momento final da andlise correspondeu a data da Ultima
informacao clinica. Utilizou-se o teste de log-rank para se comparar as
curvas de sobrevida entre os grupos.

Coletaram-se as informacgdes acerca das  expressdes
imunoistoquimicas de HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, e o numero de
copias dos genes de HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, originalmente como
variaveis numéricas. Estas foram convertidas em variaveis dicotémicas para
que fosse possivel a andlise de sobrevida. As expressbes imunoistoquimicas
de HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, e o niumero de cdpias dos genes de
HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, foram avaliadas em modelo multivariado
exploratério. Para tanto, utilizou-se 0 modelo de regressdo de Cox (COX
1972). As variaveis selecionadas para modelo multivariado foram as que
atingiram significancia estatistica na analise univariada, bem como aquelas
que atingiram valores de p de até 0,20. Em todos os testes estatisticos o

nivel de significancia foi igual a 5%.
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3.4 COMPOSICAO DA AMOSTRA

Dentre 290 pacientes tratados no Hospital do Cancer A. C. Camargo
por cancer de endométrio tipo | no periodo de janeiro de 1990 a dezembro

de 2008, 217 casos foram elegiveis para o estudo.

3.5 METODOS DE ANALISE E PROCESSAMENTO DE

MATERIAL

Os casos foram resgatados do arquivo de anatomia Patolégica do
hospital A.C. Camargo, revistos e reclassificados por dois patologistas. (IWC
e CABTO). Foi selecionada uma area representativa do tumor para a

montagem do TMA).

3.5.1 Técnica de TMA

Foi escolhida uma area de cada tumor selecionado para confecc¢ao do
TMA. O TMA foi construido conforme técnica descrita por ANDRADE et al.
em 2007, utilizando-se o dispositivo técnico chamado de “tissue
microarrayer” (Beecher Instruments, silver springs, EUA). A area identificada
no bloco de parafina do doador foi puncionada com agulha de 1mm e os
cilindros obtidos transferidos para o bloco de parafina receptor. Um mapa
com identificagdo detalhada de cada cilindro foi construido em planilha de
Excel®, permitindo a localizagdo exata de cada caso. Um caso foi definido

como adequado quando o corte resultante ocupou pelo menos 20% da area
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total do cilindro. Foram realizados cortes sequenciais de 4 um de espessura,
que foram colhidos em laminas adesivas oriundas da Instrumedics

(Hackensack NJ, EUA).

3.5.2 Protocolo de Imunoistoquimica

As laminas de TMA foram desparafinadas em xilol (2 trocas de 10
minutos cada); depois, passadas em alcool etilico em concentracao
decrescente (100%, 85% e 75%) e depois lavadas em agua corrente por 5
minutos.

A recuperacdo antigénica por calor foi realizada utilizando-se panela
de pressdao em tampao citrato, pH=6,0. Apds a recuperacao antigénica, as
laminas foram resfriadas e lavadas em 2 banhos de PBS de 5 min cada.

A peroxidase enddgena foi bloqueada em solucao de peréxido de
hidrogénio a 3%, com a duracado de 20 minutos, sendo as laminas, a seguir,
lavadas em agua corrente e um banho de PBS de 5 min.

Em seguida os cortes foram incubados com bloqueador de proteinas
(DAKO) por 5 minutos, a temperatura ambiente e em camara umida. O
excesso do bloqueador foi retirado com lavagem em PBS e os cortes
incubados com os anticorpos primarios anti-HER1, anti-HER2, anti-HER3 e
anti-HER4 (Quadro 1) por 90 min a temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas em tampao PBS (3 trocas de 5 minutos
cada) e, em seguida, incubadas com o anticorpo secundario e com o
polimero HRP (Kit Advance-DAKO), durante 30 minutos cada reagente, em

camara umida, a temperatura ambiente.
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Apoés lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o cromégeno
Diaminobenzidina (DAB — DAKO), por 5 minutos, sendo as laminas lavadas
em 4gua corrente e contracoradas com hematoxilina de Harris, por 2
segundos; lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, xilol, e

montadas em equipamento automatizado (Tissue-Tek film).

Quadro 1 - Anticorpos utilizados.

Anticorpo Marca Clone Caodigo
EGFR/HER Novocastra® EGFR 25 NCL-egfr
HER-2 DAKO® Policlonal cod. A0485
HER-3 Neomarkers® Policlonal cod. rb-9211
HER-4 Zytovision® Policlonal cod. rb 9045

3.5.3 Avaliacao da Expressao Imunoistoquimica

Para as proteinas HER-1 e HER-2, as reacOes foram avaliadas de
acordo com o Guideline ASCO/CAP 2007 para HER-2 (WOLFF 2007).

Para as proteinas HER-3 e HER-4, os casos foram classificados em
negativos, positivo fraco, moderado e forte de acordo com a intensidade da
reacao citoplasmatica. Nao foram considerados numero de células positivas,
uma vez que quando a marcacao estava presente, ela se dava de forma
homogénea em todas as células tumorais representadas. Como em alguns
casos de HER-3 observamos também a marcacdo nuclear, este dado
também foi relatado, e classificado conforme sua expressdo em marcacao
positiva, onde ocorreu a marcagao nuclear, e marcacdo negativa onde nao

houve a marcacéao nuclear de HER-3.
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Para fins de analise estatistica as expressdes consideradas negativo
e positivo fraco foram agrupadas em marcacdo negativa, e as expressoes

moderada e forte foram consideradas positivas.

3.5.4 Protocolo de hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Foram utilizadas as sondas descritas no Quadro 2 para os ensaios de
FISH. Apdés a desparafinizagdo em duas lavagens com xilol 100% de 5
minutos cada, as laminas foram reidratadas por meio de duas lavagens com
etanol 100% de 5 minutos cada. Em seguida, foram tratadas com 0,2mmol/L
de HCI por 20 minutos, agua destilada por 2 minutos e 2X tampao citrato
(SSC; NaCl 0,3mmol/L e citrato de sédio 0,083mmol/L ) por 3 minutos. As
laminas foram, entdo, incubadas nesse mesmo tampao por 30 minutos a
82°C em banho-maria e em seguida incubadas por 36 minutos a 37°C em
tampao de protease (0,05mmol/L Tris-HCI pH 7,8, 0,01mmol/L acido etileno
diamino tetracético, e 0,01mmol/L NaCl) para a digestdo protéica.
Finalmente, as laminas foram levadas a formalina 10% em tampao salina
fosfato por 10 minutos. Tanto a sonda para o FISH quanto o DNA alvo foram
denaturados juntamente por 5 minutos a 75°C e incubados “overnight” a
37°C. Em seguida as laminas foram lavadas em tampao pdés-hibridacao
(SSC e NP40) por 3 minutos a 74°C e montadas com contraste DAPI (SSC
2X/0,03 ug/mL 4’,6-diaminido-2-fenilindolediidrocloreto) para a identificacdo

dos nucleos.
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Quadro 2 - Sondas para FISH

Sonda Marca Codigo
EGFR/CEN7 Zytovision® cod. Z2033-200
HER-2/neu/CEN17 DAKO® cod. K5331
HER3/CEN12 Zytovision® cod. Z2056-200
HER4/CEN2q11 Zytovision® cod. Z2057-200

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio de
fluorescéncia (BX61, Olympus, Center Valley, PA, USA), e as imagens
capturadas usando o programa Image Pro Plus®. Para cada caso foram
contadas 20 células e os resultados informados de acordo com o numero de
sinais obtidos tanto para a sonda centromérica quanto para os genes alvos
(EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4). Um caso foi considerado normal, quando
houve 2 sinais para a sonda centromérica e 2 sinais para a sonda alvo,
amplificado ou ganho genémico quando houve mais de 4 sinais da sonda
alvo e 2 sinais de sonda centromérica, trissomia quando houve 3 sinais para
a sonda centromérica e 3 sinais para a sonda alvo, e polissomia quando
houve mais de 4 sinais tanto para as sondas centroméricas quando para as

sondas alvos.

3.5.5 Avaliacao do teste de FISH

Para fins estatisticos, o estado dos genes foi classificado em normal e
alterado, sendo que na categoria alterado foram inclusas as amplificagdes,
ganhos genémicos e as polissomias. Nao houve perda de cromossomos na

amostra analisada.




29

4 RESULTADOS

4.1 DESCRICAO DA CASUISTICA

Dentre as 290 pacientes tratadas no Hospital do Céancer A.C.
Camargo com diagnéstico de neoplasia endometrial, inicialmente 57 foram
excluidas do estudo devido a nao localizacdo do bloco de parafina do caso
selecionado, apresentar outros tipos histolégicos que ndo o endometridide,
ou auséncia de representacao de tumor nos blocos de parafina.

Dos 233 casos selecionados para confeccao do TMA, 16 casos foram
excluidos por ndo apresentarem tecido neoplasico no TMA. Dessa forma,
foram elegiveis para o estudo 217 mulheres com diagnostico de neoplasia

endometrial do tipo endometridide.

4.1.1 Dados Demograficos, Clinicos e Cirurgicos

As caracteristicas demograficas e clinicas das pacientes com cancer
de endométrio estdo descritas na Tabela 4. A média de idade das pacientes
ao diagnéstico foi 63 anos, variando de 25 a 90 anos. O principal sintoma foi
0 sangramento vaginal (73,3%), e os métodos diagnosticos mais utilizados
foram: curetagem uterina (46,5%) e a histeroscopia (30,9%). A primeira
cirurgia foi realizada no Hospital A.C. Camargo em 94,9% dos casos,

enquanto que 5,1% realizaram a primeira cirurgia em outra instituicédo.
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Os procedimentos cirlrgicos realizados foram: histerectomia total com
salpingooforectomia  bilateral  (24,4%), histerectomia total com
salpingooforectomia  bilateral e linfadenectomia pélvica (44,2%);
histerectomia total com salpingooforectomia bilateral e linfadenectomia
pélvica e paraadrtica (31,4%).

Nas pacientes com doenca avancada, os achados intra-operatérios
foram: 07 (3,3%) pacientes apresentavam ascite, 05 (2,4%) apresentavam
sinais de carcinomatose peritoneal e 41 (19,3%) apresentavam
linfonodomegalias palpaveis no ato cirtrgico (Tabela 5).

Com relacao a disseccéao linfonodal no ato cirirgico, das pacientes
que foram submetidas a linfadenectomia pélvica, 9,5% apresentaram
comprometimento linfonodal, e dentre as pacientes que foram submetidas a
linfadenectomia pélvica e paraadrtica, 12,5% apresentaram
comprometimento linfonodal.

As modalidades de tratamento adjuvante mais utilizadas foram a

radioterapia externa (45,8%) e a braquiterapia (61,9%) (Tabela 6).
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Tabela 4 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com
adenocarcinoma do endométrio tipo | (Hospital A.C. Camargo, 1990-2008).

Variavel Categoria n (%)
ldade < 65 anos 113 (52,1)
> 65 anos 104 (47,9)
Menopausa Sim 206 (96,3)
Néo 8 (3,7)
IMC <30 105  (57,4)
>30 78 (42,6)
Terapia Hormonal Sim 30 (21,7)
Néo 108  (78,3)
Raca Branca 193 (88,9)
Negra 2 (0,9)
Parda 3 (1,4)
Amarela 19 (8,8)

Tabela 5 - Caracteristicas dos achados intra-operatorios das pacientes com
adenocarcinoma endometridide de endométrio. (Hospital A.C. Camargo,

1990-2008).

Variavel Categoria n (%)

Ascite Sim 7 (3,3)
Nao 204 (96,7)

Carcinomatose Sim 5 (2,4)
Nao 206 (97.6)

Linfadenomegalia Sim 41 (19,3)
Nao 171 (80,7)

Aderéncia tumoral Sim 9 (4,3)
Nao 202 (95,7)
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Tabela 6 - Tratamento adjuvante realizado. (Hospital A.C. Camargo, 1990-

2008).

Variavel Categoria n (%)

Radioterapia  Externa Sim 99 (45,8)
Nao 117 (54,2)

Braquiterapia Sim 133 (61,9)
Nao 82 (38,1)

Quimioterapia Sim 14 (6,5)
Nao 202 (93,5)

Os dados anatomopatolégicos das pacientes tratadas no Hospital

A.C. Camargo podem ser vistos na Tabela 7, e a Tabela 8 mostra a

distribuicdo das pacientes em relagdo ao estadio da FIGO 2009.
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Tabela 7 - Caracteristicas anatomo-patolégicas das pacientes com
adenocarcinoma endometridide do endométrio. (Hospital A.C. Camargo,

1990-2008).

Variaveis Categorias n (%)
Tamanho <2cm 36 (22,2)
>2cm 126 (77,8)
Localizacao Fundo 13 (6)
Corpo 123 (56,7)
Fundo-Corpo 38 (17,5)
Fundo-Corpo-Cérvice 1 (0,5)
Corpo-Cérvice 39 (18)
Embolizagéo Linfatica Ausente 181 (85,4)
Presente 31 (14,6)
Embolizagdo Sanguinea Ausente 196 (92,5)
Presente 16 (7,5)
Invasao Perineural Ausente 204 (98,1)
Presente 4 (1,9)
Grau Arquitetural G1 100 (47,2)
G2 85 (40,1)
G3 27 (12,7)
Grau Nuclear G1 35 (16,8)
G2 120 (57,7)
G3 53 (25,5)
Grau FIGO G1+G2 160 (75,5)
G3 52 (24,5)
Invasao do Miométrio <50% 125 (58,7)
2 50% 88 (41,3)
Paramétrio Nao Comprometido 202 (95,3)
Comprometido 10 (4,7)
Istmo Nao Comprometido 148 (75,5)
Comprometido 48 (24,5)
Anexos Nao Comprometido 204 (94,9)
Comprometido 11 (5,1)
Status Linfonodal Nao Comprometido 143 (88,3)
Comprometido 19 (11,7)
Citologia Peritoneal Negativa 141 (87)
Positiva 21 (13)
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Tabela 8 - Distribuicdio dos 217 pacientes com adenocarcinoma
endometridide de endométrio de acordo com o estadiamento FIGO 2009.
(Hospital A.C. Camargo, 1990-2008).

Estadiamento FIGO 2009 (*) n (%)
la 119 (55,3)
Ib 48 (22,3)
I 8 (3,7)
Illa 8 (3,7)
b 6 (2,8)
lllct 8 (3,7)
lllc2 7 (3,3)
IVa 3 (1,4)
IVb 8 (3,7)

(*) 2 casos nao foram elegiveis para o estadiamento.

4.1.2 Dados de Seguimento

O status do seguimento das 217 pacientes com cancer do endométrio
pode ser visto na Tabela 9, sendo que 162 (74,7%) estao vivas sem sinais
de recidiva da doenca. Ocorreu morte por cancer em 30 (13,8%) casos, e 4
pacientes perderam o seguimento.

Nesta casuistica houve 45 casos de recidiva de doenca, sendo 17
(37,8%) recidivas locais, 26 (57,8%) recidivas a distancia, e 2 (4,4%) casos
com recidivas pélvica e a distancia.

A taxa de sobrevida global aos 5 anos para as mulheres portadoras
de adenocarcinoma endometridide foi 81,1% (Figura 2). A taxa de sobrevida
cancer especifica aos 5 anos foi 86,4% (Figura 3). A taxa de sobrevida livre

de doenga aos 5 anos foi 80,3% (Figura 4).
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Tabela 9 - Status da paciente ao final do seguimento. (Hospital A.C.
Camargo, 1990-2008).

Categoria n (%)
Vivo sem cancer 162 (74,7)
Vivo com cancer 3 (1.4)
Morte pelo tratamento 3 (1,4)
Morte pela doenca 30 (13,8)
Morte por outras causas 15 (6,9)
Perdido de Vista 4 (1,8)
Total 217 (100)
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Figura 2 - Curva de sobrevida global das pacientes portadoras de

adenocarcinoma endometridide (Hospital A.C. Camargo, 1990-2005).
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Figura 3 - Curva de sobrevida cancer especifica das pacientes portadoras
de adenocarcinoma endometridide (Hospital A.C. Camargo, 1990-2005).
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Figura 4 - Curva de sobrevida livre de doencga das pacientes portadoras de
adenocarcinoma endometridide (Hospital A.C. Camargo, 1990-2005).
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4.2 AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA E DO
NUMERO DE COPIAS DOS GENES DOS RECEPTORES DA

FAMILIA EGF

A frequéncia de expressao imunoistoquimica dos receptores da
familia EGF pode ser verificada na Tabela 10, e na Figura 5 podemos
verificar os padrées de marcacao dos anticorpos analisados.

Com relacdo a expressdo imunoistoquimica de EGFR, das 217
pacientes analisadas, ocorreu expressao positiva da proteina em 2 (0,9%)
casos. Quanto a expressao de HER-2, 214 pacientes (98,6%) apresentavam
tumores com expressdao negativa, enquanto que apenas 3 (1,4%)
apresentavam expressao positiva de HER-2. A expressdo de HER-3 foi
verificada no nucleo e no citoplasma de formas distintas. Sua expresséao foi
agrupada para a andlise estatistica, conforme ja mencionado. A expressao
de HER-3 no citoplasma ocorreu da seguinte maneira: negativa em 72
pacientes (39,8%), e positiva em 109 pacientes (60,2%). A expressao do
HER-3 no nucleo ocorreu seguinte forma: 113 (62,8%) pacientes com
expressao negativa, e 67 (37,2%) pacientes expressao positiva. A expressao
da proteina HER-4 foi negativa em 179 pacientes (93,7%), e positiva em 12

pacientes (6,3%).
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Figura 5 - Fotomlcrograflas ilustrando as reacdes imunoistoquimicas para os

marcadores pesquisados. Acima (A), marcacdes negativas, positiva fraca (1+) e
positiva moderada (2+) para HER-1. Ao meio (B), expressao negativa de HER-2 e HER-3
com positividade nuclear e positividade forte citoplasmatica para HER-3, respectivamente.
Abaixo (C) exemplos de marcagao negativa, positiva fraca e positiva moderada para HER-4.
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Tabela 10 - Frequéncias das expressoes imunoistoquimicas de EGFR, HER-
2, HER-3 e HER-4 (Hospital A.C. Camargo, 1990-2008).

Variavel Categoria n (%)
EGFR Negativa 215 (99,1)

Positiva 2 (0,9)

Total 217 (100)
HER-2 Negativa 214 (98,6)

Positiva 3 (1,4)

Total 217  (100)
HER-3 citoplasma Negativa 72 (39,8)

Positiva 109  (60,2)

Total 181 (100)
HER-3 nuclear Negativa 113 (62,8)

Positiva 67 (37,2)

Total 180  (100)
HER-4 Negativa 179 (93,7)

Positiva 12 (6,3)

Total 191 (100)

A frequéncia de coexpressao dos receptores pode ser verificada na
Tabela 10. Nao ocorreu coexpressao de EGFR e HER-2, EGFR e HER-4, e
entre HER-2 e HER-4. As coexpressdes de EGFR e HER-3 citoplasmatico, e
EGFR e HER-3 nuclear ocorreram em 1 (0,6%) caso cada. As coexpressoes
de HER-2 e HER-3 citoplasmatico e HER-3 nuclear foram encontradas em 2
(1,1%) casos cada. A coexpressao de HER-3 citoplasmatico e HER-4 foi de

5 (2,8%) casos, e a de HER-3 nuclear e HER-4 foi de 4 (2,2%) casos.
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Tabela 11 - Associacao entre as expressdes imunoistoquimicas de EGFR,
HER-2, HER-3 e HER-4.

Expresséao EGFR HER-2 HER-4
Imunoistoquimica Negativo  Positivo  Negativo  Positivo  Negativo  Positivo
Negativo 212 2
9 (97.7%)  (0,9%)
HER-2
Positivo 3 0
(1,4%) (0%)
Negativo 71 1 71 1 65 5
HER-3 9 (39,2%) (0,6%) (39,2%) (0,6%) (36,3%) (2,8%)
citoplasma . 108 1 107 2 104 5
Positivo
(59,7%) (0,6%) (59,1%) (1,1%) (58,1%) (2,8%)
Neqativo 112 1 112 1 106 6
HER-3 9 (62,2%) (0,6%) (62,2%) (0,6%) (59,2%)  (3,4%)
nucleo Positivo 66 1 65 2 63 4
(36,7%) (0,6%) (36,1%) (1,1%) (35,2%) (2,2%)
Negativo 177 2 176 3
92,7% 1,0% 92,1% 1,6%
HER.4 (927%)  (1.0%)  (921%)  (16%)
" 12 0 12 0
Positivo

(6,3%) (0%) (6,3%)  (0%)

Na Tabela 12 podemos verificar as alteracbes dos genes dos
receptores da familia EGF, levando em consideragdo a presenca de
alteracbes como a amplificacdo do gene, e o ganho de cromossomos
(trissomias ou polissomias).

A alteracao do numero de copias dos genes dos receptores da familia
EGF pode ser vista na Tabela 13. O numero de copias do gene do EGFR foi
normal em 160 pacientes (87,4%) e alterado em 23 (12,6%). Para o gene
HER-2, o numero de copias foi normal em 182 (92,4%) pacientes e alterada
em 15 (7,6%). O status do gene HER-3 foi normal em 167 (89,3%), e
alterado em 20 (10,7%). Para o gene HER-4, o numero de cépias foi normal

em 163 (97%) pacientes, e alterada em 5 (3%). (Figura 6).
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Figura 6 - Fotomicrografia ilustrando 0os genes pesquisados. Em A, EGFR sem
amplificagdo. O sinal verde representa o centrdbmero do cromossomo 7 € em vermelho e
gene EGFR. Em B, Gene Her3 sem amplificagao. O sinal verde representa o centrémero do
cromossomo 12 e em vermelho e gene Her3. Em C e D, caso normal e amplificado para
HER-2. O sinal verde representa o centrdmero do cromossomo 17 e em vermelho o gene
HER-2. Em E e F reagbdes normais e amplificada para o gene HER-4. Em verde o

centrdbmero do cromossomo 2 e em vermelho o gene HER-4.
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Tabela 12 - Frequéncias das alteragdes dos genes dos receptores EGFR,
HER-2, HER-3 e HER-4 — teste de FISH.

Variavel Categoria n (%)
EGFR N&o amplificado 160 (87,4)
Trissomia 17 (9,3)
Polissomia 6 (3,3)
Amplificado 0 (0)
Total 183 (100)
HER-2 Nao amplificado 182 (92,4)
Trissomia 8 (4,1)
Polissomia 2 (1,0)
Amplificado 5 (2,5)
Total 197 (100)
HER-3 Nao amplificado 167 (89,3)
Trissomia 13 (7,0)
Polissomia 6 (3,2)
Amplificado 1 (0,9)
Total 187 (100)
HER-4 Nao amplificado 163 (97,0)
Trissomia 3 (1,8)
Polissomia 1 (0,6)
Amplificado 1 (0,6)
Total 168 (100)

Tabela 13 - Frequéncias de alteracbes do numero de cépias dos genes dos
receptores EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 — teste de FISH.

Variavel Categoria n (%)
EGFR Normal 160 (87,4)
Alterada 23 (12,6)
Total 183 (100)
HER-2 Normal 182 (92,4)
Alterada 15 (7,6)
Total 197 (100)
HER-3 Normal 167 (89,3)
Alterada 20 (10,7)
Total 187 (100)
HER-4 Normal 163 (97,0)
Alterada 5 (3,0)
Total 168 (100)
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4.3 TESTES DE ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS CLINICO-
PATOLOGICAS, A EXPRESSAO IMUNISTOQUIMICA E O NUMERO

DE COPIAS DOS GENES DOS RECEPTORES DA FAMILIA EGF

As variaveis clinico-patoldgicas testadas foram: IMC, idade, estadio
da FIGO, grau histolégico da FIGO, status linfonodal, invasdo vascular
sanguinea, invasao vascular linfatica, invasao perineural, tamanho do tumor,
citologia peritoneal e invasdo miometrial.

Quando foi analisado o status linfonodal com as outras variaveis,
houve associagdo desta com invasdo miometrial, citologia peritoneal,
invasao vascular sanguinea e invasao vascular linfatica.

A variavel invasdo vascular linfatica apresentou associacdo com
idade, tamanho do tumor, citologia, grau histoldégico da FIGO, invasao
miometrial, invasao vascular sanguinea e estadio da FIGO.

Para as analises entre a expressao imunoistoquimica dos receptores
com as variaveis clinico-patolégicas, o estadiamento da FIGO 2009 foi
agrupado em duas categorias: estadios | + Il e estadios Il + IV.

As variadveis de expressdao imunoistoquimica dos receptores foram
correlacionadas com as variaveis clinico-patolégicas: idade, IMC, estadio da
FIGO, grau histologico da FIGO, invasdo miometrial, tamanho do tumor,
invasdo vascular sanguinea, invasao vascular linfatica e invasao perineural.
Ocorreu associacao estatisticamente significativa somente entre a expressao

imunoistoquimica de EGFR e invasao perineural (p=0,038).
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As mesmas variaveis clinico-patoloégicas foram correlacionadas com o
namero de cépias dos genes dos receptores da familia EGF. Ocorreu
associagao estatisticamente significativa entre o teste de FISH para HER-2 e
invasdo miometrial, e invasao vascular sanguinea (Tabela 14). Houve ainda
associagao estatisticamente significativa entre o teste de FISH para HER-3 e
as variaveis IMC, invasao vascular linfatica e tamanho do tumor (Tabela 15).

Foram realizadas analises de associacao entre alteracdo do numero
de cdpias do gene e a expressao imunoistoquimica dos receptores da
familia EGFR, e a Unica associacao positiva encontrada foi entre a presenca
de alteracdo do gene HER-2 e expressao da proteina HER-2 aumentada
(Tabela 16).

Tabela 14 - Associacao entre as variaveis clinico-patoldgicas e alteragao do
namero de cépias de HER-2.

FISH HER-2

Variavel Categoria Normal Alterado p

Idade < 65 anos 98 6 0,302
= 65 anos 84 9

IMC <30 89 8 0,716
230 69 5

Estadio FIGO I+ 11 148 11 0,485
"+ 1v 32 4

Status Linfonodal Positivo 123 9 0,623
Negativo 16 2

Grau FIGO [+ 11 135 10 0,749
11} 43 4

IVS Ausente 167 11 0,020
Presente 11 5

IVL Ausente 153 10 0,062
Presente 25 5

IPN Ausente 171 14 0,284
Presente 3 1

Invasdao Miométrio <50% 108 4 0,026
= 50% 72 10

Citologia Positiva 118 11 1,000
Negativa 18 1

Tamanho <2cm 30 0 0,075
= 2cm 101 14
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Tabela 15 - Associacao entre as variaveis clinico-patoldgicas e alteragao do
namero de cépias de HER-3.

FISH HER-3

Variavel Categoria Normal Alterado p

Idade < 65 anos 93 9 0,364
2 65 anos 74 11

IMC <30 74 16 0,003
=30 70 2

Estadio FIGO [+ 1l 134 15 0,550
"+ 1v 31 5

Status Linfonodal Positivo 113 13 0,241
Negativo 15 4

Grau FIGO [+ 1l 122 16 0,571
I 41 3

IVS Ausente 151 16 0,221
Presente 13 3

IVL Ausente 142 12 0,016
Presente 22 7

IPN Ausente 158 18 0,362
Presente 3 1

Invasao Miometrial < 50% 97 9 0,340
= 50% 68 10

Citologia Positiva 108 14 0,695
Negativa 19 1

Tamanho < 2cm 27 0 0,041

2 2cm 93 16
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Tabela 16 - Associacao entre alteracao do numero de copias do gene EGFR
e expressao imunoistoquimica para EGFR.

FISH EGFR
Variavel Categoria Normal Alterado p
Expressdao EGFR Negativa 158 (86,3%) 23 (12,6%) 0,590
Positiva 2 (1,1%) 0 (0%)

Tabela 17 - Associacao entre alteracdo do numero de cépias do gene HER-
2 e expressao imunoistoquimica para HER-2.

FISH HER-2
Variavel Categoria Normal Alterado p
Expresséo HER-2 Negativa 181 (91,9%) 13 (6,6%) 0,016
Positiva 1(0,5%) 2(1%)

Tabela 18 - Associacao entre alteracao do numero de cépias do gene HER-
3 e expressao imunoistoquimica para HER-3 no citoplasma.

FISH HER-3
Variavel Categoria Normal Alterado p
Expresséo HER-3 Negativa 57 (33,9%) 8 (4,8%) 0,898
Citoplasma Positiva 91 (54,2%) 12 (7,1%)

Tabela 19 - Associacao entre alteracdo do numero de cépias do gene HER-
3 e expressao imunoistoquimica para HER-3 no ndcleo.

FISH HER-3
Variavel Categoria Normal Alterado p
Expressao HER-3 Negativa 95 (56,5%%) 12 (7,1%) 0,805

Nucleo Positiva 53 (31,5%) 8 (4,8%)
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Tabela 20 - Associacao entre alteracdo do numero de cépias do gene HER-
4 e expressao imunoistoquimica para HER-4.

FISH HER-4
Variavel Categoria Normal Alterado p
Expressao HER-4 Negativa 132 (89,2%) 5 (3,4%) 0,519
Positiva 11 (7,4%) 0 (0%)

4.4 ASSOCIACAO ENTRE SOBREVIDA E AS VARIAVEIS

CLINICO-PATOLOGICAS

As taxas de sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida
livre de doenga em fungéo do estadio FIGO estédo descritas na Tabela 13.

As variaveis clinico-patolégicas com impacto na sobrevida global
foram: idade maior que 65 anos, presenca de metastase linfonodal, grau
histolégico Ill da FIGO, presenca de embolizacao sanguinea, presenca de
embolizacdo linfatica, invasdao miometrial maior ou igual a 50% e citologia
peritoneal positiva (Tabela 14).

As variaveis clinico-patolégicas com impacto na sobrevida céancer-
especifica, apds a analise univariada, estdo expostas na Tabela 15, e foram
as mesmas da sobrevida global.

Com relacdo a sobrevida livre de doenca, na analise estatistica
univariada, as variaveis idade e IMC nao tiveram significancia estatistica. As
variaveis presenca de comprometimento linfonodal, grau histolégico Ill da
FIGO, presenca embolizacdo vascular sanguinea, presenca de embolizacéo

vascular linfatica, invasao miometrial maior ou igual 50% e citologia
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peritoneal positiva, e tamanho do tumor maior que 2cm tiveram impacto

negativo na sobrevida livre de doencga (Tabela 16).

Tabela 21 - Taxas de sobrevida global (SG), Sobrevida cancer-especifica
(SCE) e Sobrevida livre de doenca (SLD), em 5 anos, em fungédo do estadio
da FIGO 2009. (Hospital A.C. Camargo, 1990-2008)

Estadio  SG (%)  p SCE (%) p SLD (%) p
| 89,3 0,001 94,2 0,001 84,9 0,001
I 75,0 87,5 75
I 62,8 71,7 62,7
IV 0 0 0

Tabela 22 - Taxas de sobrevida global (SG) em fungao das variaveis clinico-
patolégicas — Analise univariada. (Hospital A.C. Camargo, 1990-2008)

Variavel Categoria SG (%) em 5 anos p

ldade < 65 anos 86,8 0,001
=65 anos 74,7

IMC <30 77 0,279
=30 84,1

Status Linfonodal Positivo 48,1 0,001
Negativo 85,9

Grau Histoldgico FIGO [+l 85,1 0,003
Il 69,2

IVS Ausente 84,2 0,001
Presente 50,0

IVL Ausente 86,9 0,001
Presente 50,5

IPN Ausente 81 0,407
Presente 100

Invasdo miometrial <50% 90,8 0,001
=2 50% 68,9

Citologia peritoneal Positiva 52,4 0,001
Negativa 87,2

Tamanho <2cm 88,3 0,069

= 2cm 76,1
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Tabela 23 - Taxas de sobrevida cancer especifica (SCE) em funcao das
variaveis clinico-patolégicas — Andlise univariada. (Hospital A.C. Camargo,
1990-2008)

Variavel Categoria SCE (%)em5anos p

Idade < 65 anos 91,7 0,003
= 65 anos 80,4

IMC <30 83,2 0,253
=30 88

Status Linfonodal Positivo 67,7 0,004
Negativo 89,3

Grau Histoldgico FIGO I+ 1l 91,1 0,001
1l 73

IVS Ausente 91,5 0,001
Presente 50,0

IVL Ausente 93,3 0,001
Presente 50,5

IPN Ausente 86,6 0,486
Presente 100

Invasao miometrial < 50% 94 0,001
=2 50% 77,3

Citologia peritoneal Positiva 55,9 0,001
Negativa 92,5

Tamanho <2cm 941 0,086

= 2cm 82,4
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Tabela 24 - Taxas de sobrevida livre de doenca (SLD) em funcdo das
variaveis clinico-patolégicas — Andlise univariada. (Hospital A.C. Camargo,
1990-2008)

Variavel Categoria SLD (%) em 5 anos p

Idade < 65 anos 81,7 0,202
= 65 anos 78,5

IMC <30 77,2 0,875
=30 82,9

Status Linfonodal Positivo 49,4 0,001
Negativo 81,9

Grau Histoldgico FIGO I+ 1l 85,4 0,010
1l 61,5

IVS Ausente 82,1 0,013
Presente 54,5

IVL Ausente 83,8 0,001
Presente 56,

IPN Ausente 80,9 0,008
Presente 33,3

Invasao miometrial < 50% 87,3 0,006
=2 50% 70,2

Citologia peritoneal Positiva 63,8 0,052
Negativa 84

Tamanho <2cm 97 0,02
= 2cm 76,4

4.5 ASSOCIACAO ENTRE EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA,
NUMERO DE COPIAS DOS GENES DOS RECEPTORES DA

FAMILIA EGF E SOBREVIDA

Quanto aos receptores da familia EGF, a expressdao de EGFR teve
impacto negativo na sobrevida livre de doenca (p=0,001). Quando a
expressao de EGFR foi negativa, a sobrevida livre de doenca foi 81,1%. No

caso da expressao positiva, nenhum paciente esteve livre de doenca aos 5
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anos de seguimento. Foi encontrada uma melhor sobrevida global em 5
anos para o grupo de pacientes com expressdo positiva de HER-3 no
citoplasma, porém nao houve associagdo estatisticamente significativa (p =
0,092) (Figura 7). N&ao houve associacdo entre a expressao
imunoistoquimica entre os receptores HER-2 e HER-4 com sobrevida global,

cancer-especifica ou sobrevida livre de doenca (Tabela 17).

Tabela 25 - Taxas de sobrevida global (SG), cancer-especifica (SCE), e
sobrevida livre de doenca (SLD), em 5 anos, em funcdo das expressdes
imunoistoquimicas do EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 — Andlise univariada.
(Hospital A.C. Camargo, 1990-2008)

Variavel | £y ressdo | SG(%) | p | SCE®%) | p | SLD@) | p
Negati 1.4 104 1.1 1
EGFR egativa 81, 0,10 86,8 0,069 81, 0,00
Positiva 0,0 0,0 0,0
R Negativa |81,3 |0459 |86,2 0543 | 80,7 0,440
Positiva 66,7 100 66,7
HER-3 Negativa |753 |0,092 |825 0274 |797 0,831
Citoplasma  "p g 847 88.3 776
HER-3 Negativa |79,7 |0,698 |85,0 0808 | 79,3 0,814
Nécleo Positiva 82.8 872 754
Negati 1 291 7 277
HER-4 egativa 80, 0,29 85,9 0,533 8 0,
Positiva 917 917 917
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Figura 7 - Sobrevida global em funcdo de expressao imunoistoquimica de

HER-3.

O numero de cépias dos genes dos receptores da familia EGF

verificada pelo FISH e classificada como normal ou alterada, ndo apresentou

associacao estatisticamente significativa com sobrevida global, cancer-

especifica, ou sobrevida livre doenca (Tabela 26). O grupo de pacientes com

o teste de FISH de HER-2 alterado apresentou pior sobrevida livre de

doenca em 5 anos (60,2% versus 82,2%), porém nao houve diferenca

estatisticamente significativa (Figura 8).
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Tabela 26 - Taxas de sobrevida global (SG), cancer-especifica (SCE), e
sobrevida livre de doenga (SLD), em 5 anos, em funcdo de alteracdo do
numero de cépias dos genes de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 analisados
pelo teste de FISH — Analise univariada. (Hospital A.C. Camargo, 1990-
2008).

Variavel | g bressio | SG(%) o | SCE®%) | p | SLD®%) | p
EGFR Negativa 81,8 0,933 86,9 0,750 83,1 0,188
Positiva 76 80 64,5
HER-2 Negativa 82,4 0,200 87,7 0,435 82,2 0,066
Positiva 66,7 80 60,6
HER-3 Negativa 80,8 0,753 86,5 0,538 82 0,227
Positiva 79,3 84 66
HER-4 Negativa 81,1 0,291 87,1 0,388 79,3 0,314
Positiva 100 100 60
1,0 ey
% —— FISH normal
' —— FISH alterado
a | M
.l.
= 06-
1]
=
==
e
o 0,4
(&)
w
0,2
p=0.066
0,0
1 1 | | ] 1 1
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tempo de recorréncia (meses)

Figura 8 - Sobrevida livre de doenca em fungao da alteracao do numero de
cépias de HER-2.
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4.6 ANALISE MULTIVARIADA

Apés a andlise multivariada, os fatores independentes para risco de
Obito foram: idade maior que 65 anos, presenca de invasdo miometrial maior
que 50%, e presenca de comprometimento linfonodal (Tabela 21).

Os fatores associados ao risco de ébito por cancer foram: idade acima
de 65 anos e presenca de invasao vascular linfatica (Tabela 22). No caso do
risco de recidiva, foram fatores independentes: a presenca de
comprometimento linfonodal, grau histolégico Ill da FIGO e presenca de

alteragéo do FISH para HER-2 (Tabela 23).

Tabela 27 - Associacao entre as variaveis clinico-patolégicas e o risco de
Obito — Andlise multivariada.

Variavel RR IC 95% p

Idade = 65 anos 2,74 1.28 - 5,89 0,009
Invasdo miometrial > 50% 2,48 1.14 - 5,39 0,022
Comprometimento linfonodal 2,49 1,23 -7,06 0,015

Risco estimado do modelo de regressao Cox; RR: Risco relativo; IC: Intervalo de confianca.
Ajustado para indice de massa corporea, grau 3, invasdo vascular sanguinea, invasao

vascular linfatica, tamanho do tumor > 2cm, expressao de HER3 e FISH do HER2.
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Tabela 28 - Associacao entre as variaveis clinico-patoldgicas e o risco de
Obito por cancer — Analise multivariada.

Variavel RR IC 95% p
Idade = 65 anos 2,66 1,17 -6,07 0,019
Invasdo vascular linfatica presente 6,79 3,29 -14,0 <0,001

Risco estimado do modelo de regressao Cox; RR: Risco relativo; IC: Intervalo de confianca.
Ajustado para indice de massa corporea, grau 3, invasdo vascular sanguinea, invasao
miometrial > 50%, tamanho do tumor > 2cm, expressdo de HER3 e comprometimento
linfonodal.

Tabela 29 - Associagao entre as variaveis clinico-patolégicas e o risco de
recidiva — Analise multivariada.

Variavel RR IC 95% p
Comprometimento linfonodal 4,90 2,17-11,0 <0.001
Grau 3 FIGO 2,93 1,35-6,34 0.006
FISH HER-2 alterado 7,04 252-19,6 <0.001

Risco estimado do modelo de regressédo Cox; RR: Risco relativo; IC: Intervalo de confianga.
Ajustado para idade, indice de massa corpérea, invasdo vascular sanguinea, invasao

vascular linfatica, invasao perineural, invasao miometrial > 50% e tamanho do tumor > 2cm.
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5 DISCUSSAO

O cancer é uma doenga multifatorial e multifacetada, e nos ultimos 20
anos houve uma grande progressao no entendimento da doenga, com o
palco principal de atuagéo voltando-se para os mecanismos moleculares da
carcinogénese e as vias que levam ao desenvolvimento e progressao da
doenca. H& um crescente interesse em novas estratégias para o tratamento
do céancer, principalmente em estadios avancados, devido ao surgimento das
terapias alvo moleculares.

As vias relacionadas a ativagcdo dos receptores de fatores de
crescimento estdo entre as mais estudadas atualmente. Através da ativacao
desses receptores, a célula pode controlar mecanismos essenciais para a
carcinogénese, que incluem morte, proliferacdo, angiogénese e adesao
celular. Portanto, constituem alvos interessantes e facilmente atingiveis para
novas drogas molécula-alvo. E neste contexto que procuramos colaborar
com esse trabalho.

Consideramos a casuista deste trabalho expressiva quando
correlacionamos com o visto na literatura, principalmente porque é
constituida somente com neoplasias do endométrio tipo I. Além disso, os
prontuarios da instituicdo nos permitem acesso a maioria dos dados
coletados e o periodo de seguimento é confiavel. E importante também
ressaltar que houve disponibilidade da maior parte desse material para as

analises patolégicas em questao.
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Nossa casuistica mostrou nimeros compativeis com literatura no que
diz respeito a frequéncia dos fatores demogréficos, e também dos fatores
clinico-patolégicos. Nas analises de associacao univariada, os fatores
analisados também mostraram congruéncia com a literatura.

Em nossa casuistica as taxas de sobrevida global, sobrevida cancer-
especifica e sobrevida livre de doencga foram de 81,1%, 86,4% e 80,3% em 5
anos, respectivamente. Tal fato corrobora o bom prognéstico global dos
tumores de endométrio do tipo I.

As sobrevidas estratificadas por estadios (I, Il, Ill e IV) podem ser
vistas na Tabela 12.

O fator de prognostico mais importante para cancer do endométrio é a
presenca de comprometimento linfonodal. Em nossa casuistica esse fator
também se correlacionou com pior sobrevida, tanto na analise univariada
(SG, SCE e SLD), quanto na andlise multivariada (SG e SLD).

As outras variaveis clinico-patolégicas citadas em literatura como
tendo impacto na sobrevida, também mantiveram em nossa casuistica a
associacdo com a sobrevida (CREASMAN et al. 1987; MORROW et al.
1991). Para a sobrevida global e cancer-especifica, na andlise univariada, as
variaveis foram: idade maior que 65 anos, presenca de comprometimento
linfonodal, grau histolégico da FIGO, presenca de invasédo vascular linfatica,
presenca de invasao vascular sanguinea presenca de invasao do miométrio
= 50%, e citologia peritoneal positiva. Para sobrevida livre de doenga, na
analise univariada, foram: presenca de comprometimento linfonodal, grau

histolégico da FIGO, presenca de invasdo vascular linfatica, presenca de
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invasdo vascular sanguinea, presenca de invasao perineural, presenca de
invasdo do miométrio = 50%, citologia peritoneal positiva e tamanho do
tumor = 2cm.

Os fatores de risco independentes na andalise multivariada foram: 1)
idade = 65 anos aumentando o risco relativo de ébito e ébito por cancer em
2,74 e 2,66, respectivamente; 2) presenca de invasdao do miométrio = 50%,
com risco relativo de ébito de 2,48; 3) presencga de invasao vascular linfatica
foi associada a um risco 6,79 vezes maior de Obito por cancer; 4) presenca
de grau histologico Ill com aumento de risco de recidiva em 2,93; 5)
presenca de comprometimento linfonodal também foi fator de risco
independente para maior risco de 6bito e de recidiva da doenca, com riscos
relativos de 2,49 e 4,9 respectivamente.

Os receptores da familia EGF tém sido foco de atengdo no
desenvolvimento da terapéutica dos tumores sélidos nos ultimos anos. O
tratamento baseado em nos anticorpos monoclonais contra os receptores do
sistema EGF vem sendo consolidados na pratica clinica, principalmente no
cancer de mama e cancer de pulmao. Existem também estudos em céancer
de cabeca e pescoco, cancer de estdmago, cancer de célon, e também
alguns estudos em cancer de endométrio.

Para o cancer do endométrio, a familia EGF foi estudada
principalmente no que se refere a expressao imunoistoquimica e o status do
gene do HER-2. Esses estudos contribuiram para consolidar, do ponto de
vista molecular, a classificacdo proposta por BOKHMAN entre 2 tipos de

cancer de endométrio. A classificagdo inicial era baseada em critérios
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clinicos e patologicos. Posteriormente critérios moleculares confirmaram a
hipétese e sugeriram vias de carcinogénese distintas para cada tipo
(BOKHMAN 1983; SAMARNTHAI et al. 2010; OKUDA et al. 2010).

Em nossa casuistica, a expressao imunoistoquimica dos receptores
da familia EGF em geral se mostrou baixa, exceto pela expressao de HER-3
no citoplasma (60,2%) e no nucleo (37,2%). Nao houve associacéo entre as
expressdes imunoistoquimicas dos receptores HER-2 e HER-4 com
sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de doenca.
Houve associacao entre sobrevida livre de doenca e a expressao de EGFR
(p=0,016), porém a expressdo de EGFR nao se confirmou como fator
independente prognostico ap6s a analise multivariada. Esse resultado
poderia ser explicado pelo pequeno niumero de pacientes que apresentaram
expressao positiva de EGFR. A expressao positiva de HER-3 no citoplasma
correlacionou-se com melhor sobrevida global, porém essa diferenca nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,092).

A expressdao de EGFR foi associada na analise univariada com
presenca de invasao perineural. No entanto, devemos citar que somente 2
casos apresentaram expressao imunoistoquimica positiva para o EGFR, de
acordo com o critério de marcagdo usado. A andlise de associacdo dos
outros receptores (HER-2, HER-3 e HER-4) com as variaveis clinico-
patolégicas nao mostrou correlagdes significativas.

Em publicacdo de 2007, EJSKJAER et al. pesquisaram a expressao
imunoistoquimica dos receptores e ligantes da familia EGF e expressao

génica através da pesquisa de a pesquisa de mRNA por RT-PCR em
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amostras de biépsia do endométrio retiradas por curetagem. Os autores
encontraram maior expressao dos receptores e maior expressao génica nos
casos de adenocarcinoma do endométrio, quando comparados ao
endométrio ndo doente pdés-menopausa. Também mostraram associacao
entre 0s receptores. Esta casuistica consistiu em 45 casos de
adenocarcinoma de endomeétrio tipo |, sendo sua maioria casos com estadio
FIGO I e Il (41 casos).

Em outra série, ADONAKIS et al. (2008) verificaram a expressao
imunoistoquimica dos receptores, e correlacionaram a expressao com
prognéstico. A amostra consistia em 106 casos de adenocarcinomas do
endométrio, sendo 92 casos de tumores tipo | (86,8%), € 79 casos (74,6%)
de tumores em estadio | e Il. Nesta casuistica, os autores encontraram
expressao imunoistoquimica aumentada (>5% de marcagao pelas células
tumorais) em todos os receptores: 66 casos para o EGFR (62,3%), 69 casos
para HER-2 (65,1%), 78 casos para HER-3 (67,9%), e 78 casos para HER-4
(73,6%). A analise estatistica mostrou associacdo positiva entre as
expressdes dos receptores, e na analise de Kaplan-Meier, o EGFR positivo
mostrou associacao significativa com menor sobrevida cancer-especifica. A
expressdao de EGFR foi ainda fator independente de prognédstico na analise
multivariada (RR = 4,93, p = 0,043). Quando comparado com esse estudo,
nossa casuistica mostrou expressdes baixas de EGFR (0,9%), HER-2
(1,4%) e HER-4 (6,3%). HER-3 em citoplasma mostrou expressao de 60,2%,
valor proximo ao da casuistica previamente citada (67,9%).

Um dnico trabalho avaliou a expressao imunoistoquimica de HER-3 e
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HER-4 nos carcinomas do endométrio € 0 comparou com a expressao
encontrada no endométrio normal. Porém, a expressdao nao foi
correlacionada com prognéstico (SRINIVASAN et al. 1999). Os autores
descreveram a expressao aumentada de HER-3 (30%) e HER-4 (15%) em
41 casos de adenocarcinoma de endométrio, quando comparados ao
endométrio ndo tumoral. Na publicacdo nao foi especificado o subtipo dos
adenocarcinomas do endométrio.

Nossa casuistica mostrou expressao imunoistoquimica distinta de
HER-3 em citoplasma e nucleo, fato sem relato anterior em literatura para os
carcinomas do endométrio, ja que no cancer do endométrio foi previamente
descrita a marcagcao de HER-3 no citoplasma, e em uma minoria dos casos
na membrana (SRINIVASAN et al. 1999; EJSKJAER et al. 2007).

Houve expressao imunoistoquimica positiva de HER-3 no citoplasma
em 108 casos (60,2%), € no nucleo houve expressao positiva de HER-3 em
67 (37,2%) dos casos analisados.

Existem estudos relatando a localizagcdo nuclear dos receptores da
familia EGF, e o receptor mais estudado em relacdo a sua localizacao
nuclear € o EGFR. Nesta localizacdo, ha indicios de que o EGFR esteja
agindo como fator de transcricdo, podendo ser agente de remodelacédo de
cromatina, e agente de reparo de DNA e/ou transducéo de sinal por meio de
sua atividade de tirosina quinase. A localizacdo nuclear de EGFR é
tipicamente descrita como resposta ao estresse celular, ou concomitante
com a proliferacdo celular, como no caso das neoplasias (WELLS et al.

2002; CARPENTER et al. 2003).
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Sao poucos os estudos relatando a localizacdo nuclear de HER-3,
porém esses estudos mostram que o HER-3 pode desempenhar fungdes
interessantes nessa localizacdo. Em linhagens celulares de cancer de
mama, HER-3 nuclear parece ter papel na regulacdo de sintese de RNA
durante a fase de crescimento celular. Em uma série de casos de cancer de
pulméo, houve expressdo de HER-3 em ndcleo em 57% dos casos,
associado com niveis significativamente elevados de mRNA HER-3. HER-3
também pode ser visto em localizacao nuclear nos carcinomas da prostata e
suas linhagens celulares, sendo correlacionado com progressao da doenca.
Seu nivel de expressao é elevado em tumores horménio-resistentes, quando
comparado com tumores hormdnio-sensiveis. Porém, em linhagens
celulares de cancer de prostata, sua expressao nuclear foi alta em células
sensiveis a androgénios (SITHANANDAM e ANDERSON 2008). Isso prova
que a localizacao nuclear de HER-3 desempenha papéis em situacdes de
doenca, e que deve ser alvo de mais estudos para elucidacdo de suas
fungbes nessa localizagéo.

O receptor HER-3 tem atraido atencdo cada vez maior nos ultimos
anos, principalmente como alvo importante para desenvolvimento de novas
terapias alvo moleculares. Estudos indicam que o HER-3 é o principal
parceiro de dimerizacdo de HER-2, sendo este dimero considerado o mais
ativos da familia dos receptores de EGF. O dimero HER-2/HER-3 age
principalmente pela via PI3K-Akt, promovendo sobrevivéncia das células
tumorais, sendo crucial para sinalizacdo mediada pelo HER-2, nos tumores

que possuem amplificacdo do gene HER-2 (BASELGA et al. 2009).
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Podemos encontrar expressdao aumentada de HER-3 nos tumores de mama,
e em mais da metade dos cénceres de ovario, onde podem estar
relacionados com tumores de pior prognostico (TANNER et al. 2006).
BAIOCCHI et al. (2009) estudaram a expressao de HER-3 e HER-4 em
canceres de célon nos estadios Il e Il submetidos a cirurgia radical, e
demonstraram que expressao positiva de HER-4 em membrana foi fator
prognéstico independente para recorréncia de doenca. Mostraram ainda que
expressdao negativa de HER-3 foi fator prognostico independente para
recorréncia e sobrevida.

Quando analisamos as casuisticas de outros trabalhos da literatura,
levando em conta somente tumores do endomeétrio tipo I, temos taxas de
expressao de EGFR variando entre 32 e 67% dos casos, e a associagao
com prognoéstico foi diversa (REINARTZ et al. 1994; KHALIFA et al. 1994;
SCAMBIA et al. 1994; NIIKURA et al. 1995; KONECNY et al. 2009).

Em publicagdo de 1994, KHALIFA et al. publicaram resultados de sua
casuistica que possuia 45 casos de adenocarcinoma do endométrio tipo |,
com expressdo de EGFR em 37,8%, e HER-2 em 60%. Aumento de
expressao de HER-2 ndo teve impacto na sobrevida, porém a expressao de
EGFR teve impacto negativo na sobrevida, e na analise multivariada
excluindo o estadio FIGO, foi fator independente de mau prognéstico.

NIIKURA et al. (1995) analisaram a expressao de EGFR em 140
casos de tumores do endométrio tipo I, e encontrou expressdo aumentada
em 67,1% dos casos. Houve associacdo entre aumento da expressao

imunoistoquimica e tumores com alto grau histolégico, e com maior invaséao
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do miométrio na analise univariada. Expressdao aumentada de EGFR
também foi correlacionada com piora da sobrevida, porém, apds analise
multivariada nao se apresentou como fator prognostico independente.

REINARTZ et al. (1994) em sua publicacéo, avaliaram as expressoes
de EGFR e HER-2 em casuistica contendo 128 casos de carcinoma de
endométrio, sendo 84 casos de tumores tipo I. Nestes, houve expressao de
EGFR em 32% e de HER-2 em 4% dos casos dos tumores tipo |I. Nesse
trabalho, EGFR e HER-2 nao apresentaram associacdo com sobrevida.

Para a anadlise do teste de FISH, agrupamos as alteracoes de cépia
dos genes do receptores, juntamente com as amplificacdes, com a finalidade
de aumentar o poder da andlise estatistica, pois tivemos um baixo niamero
de amplificagdes dos genes dos receptores da familia EGF. Porém é
desconhecido se o ganho de cépias gene realmente se traduz numa
aumento de expressdo dos seus respectivos receptores. O teste de FISH
para EGFR encontrou 23 casos de ganho de cromossomos € nenhum caso
de amplificacdo do gene EGFR. Para HER-3 e HER-4, ocorreu somente um
caso de amplificacdo do gene em cada um, e o maior nimero de casos
alterados correspondeu a ganho de cépias dos genes. Para o FISH de HER-
2 encontramos o maior niumero de amplificacées, que foram 5, e 0 menor
namero de ganho de cromossomos, que foram 10, quando comparado aos
testes para EGFR, HER-3 e HER-4.

Estudos sugerem que a amplificacdo do gene HER-2 esta associada
a um aumento da expressdao da proteina HER-2 e consequentemente

ocorreria a transcricdo aumentada do receptor. Portanto, a verificacdo do
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papel do gene HER-2 é feita tanto através da analise de expressao proteica
quanto através da analise do numero de cépias do gene.

Em nossa casuistica, apesar do pequeno numero de casos com
alteracdo do gene e com expressao positiva da proteina HER-2,
encontramos associagao positiva entre alteracdo do teste de FISH para
HER-2 e expressao positiva o receptor (p = 0,016). Nao ocorreu associacao
entre alteracdo do FISH e expressao dos outros receptores (EGFR, HER-3 e
HER-4).

Na andlise univariada de associacao entre alteragcbes do FISH e
variaveis clinico-patoldgicas, encontramos que FISH de HER-2 alterado teve
associagcdo com presenca de invasao vascular sanguinea e invasao de =
50% do miométrio. Verificamos também associagao entre alteragdo do FISH
de HER-3 e IMC = 30, presenca de invasdo vascular linfatica e tamanho do
tumor = 2cm.

Alteracao do status dos genes dos receptores EGFR, HER-3 e HER-4
nao apresentou impacto em sobrevida. Apesar de nado ter havido diferenca
estatisticamente significativa na analise univariada (p = 0,066), alteracéo de
FISH para HER-2 se mostrou como fator independente associado a maior
chance de recidiva da doenca na analise multivariada (RR = 7,04; p <
0,001).

A porcentagem de tumores de endométrio tipo | que apresenta
aumento de expressdo de HER-2 & baixa, e varia entre 10 e 30%
aproximadamente. A expressdo aumentada de HER-2 é fator relacionado

com pior sobrevida em alguns estudos (REINARTZ et al. 1994; SAFFARI et
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al. 1995; KOHLBERGER et al. 1996; RIBEN et al. 1997; MORRISON et al.
2006), mas nao em outros (KHALIFA et al. 1994; GRUSHKO et al. 2008).
Isso pode ocorrer devido a falta de concordancia na literatura no que diz
respeito parametros de interpretagdo dos resultados para expressao proteica
de HER-2, diferenca nas populagdes analisadas, técnicas de coloracéo para
imunoistoquimica diferentes, e diferengcas nos anticorpos usados na
coloragéo das laminas.

A amplificacdo do gene HER-2 analisada por FISH esta presente
entre 6% a 38% de todos os carcinomas do endométrio (SAFFARI et al.
1995; RIBEN et al. 1997; ROLITSKY et al. 1999; WILLIAMS et al. 1999).
SAFFARI et al. (1995), em casuistica de 84% dos casos de céncer do
endomeétrio do tipo | (63 casos), encontraram associacao entre aumento de
expressao imunoistoquimica de HER-2 e amplificagdo do gene HER-2 com
pior sobrevida. ROLITSKY et al. (1999) encontraram que a amplificacao de
HER-2 foi fator de pior prognéstico independente na andlise multivariada.

Porém os resultados de outros estudos sugerem que amplificacdo ou
aumento de expressdo de HER-2 ndo € fator independente de pior
progndstico, embora apresentem influéncia na sobrevida (HETZEL et al.
1992; LUKES et al. 1994; HEFFNER et al. 1999; WILLIAMS et al. 1999;
CORONADO et al. 2001; PRAT et al. 2004).

O presente estudo obteve resultados semelhantes em relagédo a
expressdao de HER-2 (8% dos casos) e amplificacdo do gene HER-2 (1,4 a
3% dos casos), com dois estudos recentes, levando em conta somente

paciente com cancer do endométrio tipo | (MORRISON et al. 2006;



67

KONECNY et al. 2009).

MORRISON et al.(2006, em sua casuistica contendo 353 casos de
tumores de endométrio tipo | (73% do total de casos), mostraram que o
aumento da expressdo do receptor associado a amplificacdo do gene de
HER-2 foi fator independente de pior progndstico na analise multivariada.
Estes pacientes apresentaram maior risco de morte pela doencga (RR = 2,3;
p = 0,010), e menor intervalo livre de doenca (RR = 2,75; p = 0,002). Além
disso, para os 315 casos de tumores tipo | que possuiam tempo de
seguimento adequado, houve diferenca na sobrevida cancer-especifica e no
intervalo livre de doencga, para os pacientes que apresentavam aumento de
expressdo, ou amplificacdo do gene HER-2 (p = 0,002 e p = 0,001
respectivamente). Em um subgrupo desta casuistica, com 224 pacientes
estadio I, com qualquer grau histolégico, houve expressdo aumentada de
HER-2 em 6%, e amplificacdo em 1,3%. E neste mesmo subgrupo houve
menor sobrevida cancer-especifica e menor intervalo livre de doenga nas
pacientes com aumento de expressao e/ou amplificacdo de HER-2.

Em resumo, nossa casuistica mostrou expressao imunoistoquimica
pouco aumentada para EGFR, HER-2 e HER-4, e aumentada para HER-3
em citoplasma. Encontramos ainda a expressdao de HER-3 em ndcleo, fato
este ndo descrito previamente.

Quanto as alteracbes no status dos genes, nossa casuistica
apresentou baixas taxas de alteragédo, porém a alteracao do FISH de HER-2,
se destacou na analise multivariada como fator de pior prognéstico

independente, implicando em menor sobrevida livre de doenca.
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Algumas hip6teses podem ser feitas a partir dos dados apresentados:
Existe uma expressao proteica baixa da familia EGF, associada com
baixas taxas de alteragbes nos genes dos receptores. Uma
explicagao possivel para esse fato seria a de que um dos mecanismo
da oncogénese dos tumores de endométrio tipo |, fosse a baixa
ativacdo de todo o sistema EGF, o que poderia conferir o bom
prognéstico desse tipo de tumor;

Alteracao de FISH para HER-2 foi fator prognostico independente
para menor sobrevida livre de doenga, mesmo com 0 baixo numero
de casos em nossa casuistica. Alteracdo do FISH de HER-2 incluiu o
maior numero de amplificacées do gene, quando comparado com as
amplificacdes dos outros receptores, talvez sugerindo que alteracdes
de copias do cromossomo (polissomias) nao tenham a mesma
importancia que as amplificacées do gene. Este fato sugere ainda que
HER-2 possui importancia como oncogene, conferindo poder de
transformacdo as células quando suas vias intracelulares estdo
ativadas;

O principal papel do HER-3 é como parceiro de dimerizacao de HER-
2, ativando principalmente a via PI3K. Em nossa casuistica ocorre
aumento de expressao citoplasmatica de HER-3, assim como
aumento de expressao nuclear de HER-3, quando comparado aos
outros receptores da familia. Poderiamos inferir que esses receptores
encontrados no citoplasma e nucleo ndo estdo chegando ao seu

destino na membrana, onde formariam os heterodimeros. Portanto,
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haveria uma menor sinalizacao intracelular. Dessa forma podemos
tentar explicar a tendéncia de melhor sobrevida global em casos em o
HER-3 esta expresso. Porém essas sdao somente especulacdes
diante dos resultados e necessitam outros estudos para melhor

esclarecimento.
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CONCLUSOES

Houve expressao imunoistoquimica para EGFR, HER-2, HER-4 em

0,9%, 1,4%, 6,3% dos casos. No caso do HER-3, houve expressdo em

citoplasma e nucleo em 60,2% e 37,2% dos casos, respectivamente.

O numero de copias dos genes EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4

através de FISH foi encontrado alterado em 12,6%, 7,6%, 10,7% e 3,0% dos

casos, respectivamente.

A expressao imunoistoquimica de EGFR correlacionou-se com
presenca invasdo perineural. N&o houve associagcdo entre as
expressbes de HER-2, HER-3 e HER-4 com as variaveis clinico-
patoldgicas;

A presenca de alteracdo do numero de cépias do gene HER-2
apresentou associacdo com a presenca de invasdo vascular
sanguinea e invasao = 50% do miométrio. A alteragdo do numero de
copias do gene HER-3 apresentou associacdo com: IMC = 30,
presenca de invasao vascular linfatica e tamanho do tumor = 2cm. As
alteracées no numero de cépias de EGFR e HER-4 nao tiveram
associagao com as variaveis clinico-patolégicas;

A expressdao imunoistoquimica positiva de EGFR apresentou
associagao com pior sobrevida livre de doenca (p < 0,001) na anélise

univariada. As expressdes imunoistoquimicas positivas de HER-2,
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HER-3 e HER-4 néao tiveram impacto estatisticamente significativo em
sobrevida global, sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de
doenca na analise univariada.

A presenca de alteragdes dos numeros de copias dos genes dos
receptores da familia EGF nao tiveram impacto nas sobrevida global,
sobrevida cancer-especifica e sobrevida livre de doenca na analise
univariada. Porém, a alteracdo do numero de copias de HER-2 mostrou-se

fator de risco independente para recidiva na analise multivariada.
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Anexo 1 - Ficha de coleta de dados

PROTOCOLO NEOPLASIA DE ENDOMETRIO

PACIENTE
1. NOME- nome
2. RGH- rgh
3. DATA DE NASCIMENTO ... eeseeseeeeeeeeeee e sees e se e /| data nasc
4. RACA- (0) branca (1)negro (2)pardo (3)amarelo...........ceereerieeieeiieiiee e | [raca
5. P
6. [H
7. 1cons
8. MENOPAUSA- (0)SIM (1)N80 +.ueuiiiitiierieiirie ettt | |
9. IDADE DA
MENOPAUSA . ... et s lidade_menopausa
10. REPOSICAO HORMONAL 1 YOO | Itrh
SINTOMAS/EXAMES
11. SINTOMAS- (0) ndo (1)dor (2)sangramento (3)corrimento (4)OUtros ..........cccceereeeereennne | |sint
12. DATA DOS PRIMEIROS SINTOMAS-......coiiiiiiieiie e / / sint_data
13. DIAGNOSTICO- (0) curetagem (1)histeroscopia (2)aspirado (3) biopsia colo ................ | |diag
14. Data- .. e e | |diagn_data
15. HISTEROSCOPIA (achados)- (0)normal (1)polipo (2)endometrio proliferativo (3)massa
(G E= L] oo T OO SOU PRSPPI
16. AP- (1)adeno endometrioide (2)sero papilifero (3)cels claras
17. CA 125 (0)ndo realizado (1)realizado .........ccceceerereerierieeeee et
18. VALOR DO CA 125 ...ttt sttt s
TRATAMENTO
19. TRATAMENTO PRE CIRURGIA - (0)SIM (1)NE0.........oweeeeeeeeereeeeeeseeeseeeeeeeeseeeseesenneens | |trata_pre
20. TIPO DE TRATAMENTO PRE: (1)Rxt (2)hormonio (3)QT (8)nao se aplica....... | [tipo_tratapré
21. LOCAL 1a CIRURGIA- (0) ACC  (1)fO@ ...cvuoeveeeeeeeeeeeeee e enese e | |12 cir
22. 1% CIRURGIA- DATA ettt ee e eea s enen e eeeseseneneneneees / / 1% cir_data
23. TIPO DE CIRURGIA— (1)HTA (2)HTA+SOB (3)HTA+SOB-+linf pelvica  (4)HTA+SOB+linf
pélvica+retrop (5)exenteragdo anterior (6)exenteragao posterior (7)exenteragao total (8)linfadenectomia pélvica
+retroperiton@al ..........ccocciiiiiiiii i | |tipo_1%cir
24. 2% CIRURGIA- DATA ..ottt / / 2% cir_data
25. TIPO DE CIRURGIA— ..ottt et | |tipo_2acir
ACHADOS OPERATORIO:
26. ASCITE ...ccovveee (0)NA0  (1)SIM. .ttt e | Jasc
27. CARCINOMATOSE.... (0)N20 (1)SIM...cittiitiiatie ittt | Jcarcin
28. ADERENCIA TUMORAL(UTERO C/ ORGAQS)............. (O)nao (1)siM..ceveeeere.. | l|adere_tumor
29. LINFONODOMEGALIA............. (0)NA0 (1)SIM.eiieiiieiriirie e e | |linfonodo

30. METASTASE......oooiieeiceeeee (0)NAO0 (1)SIM.eeiiiiiiiiiicii e | |meta



TRATAMENTO ADJUVANTE

31. RADIOTERAPA EXTERNA- (0)N20 (1)SIM ...evuiiiiiiiieieiiric ettt | |Rxt_ext

32. BRAQUITERAPIA- (0)N80 (1)SIM.....vvoevereioeeeeeeeeeeeieeeesee s eseeeee e ee e eeess e ee e enesee s e ennenes | |braq

33. QUIMIOTERPIA- (0)N80 (1)SIM. .ttt s sre e e | QT

34. HORMONIOTERAPIA- (0)N@0 (1)SIM.ucieiiiieirieieniieieie st | |horménio

35. TERMINO termino
ANATOMIA PATOLOGICA

36. TAMANHO(CM) Lottt et er e ese e ereennesseennas | |tamanho

37. LOCALIDADE- (0)FUNDO (1)CORPO (2)CERVIX (3)FUNDO-CORPO (4)FUNDO-CORPO-CERVIX

(B)CORPO-CERVIX......ooorvoreeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeseeesse e essaes s snses s sneesnennes | Jlocal

38. OVARIOS- (0)C/IMPLANTE (1)S/IMPLANTE ....ctiiiiieieirere e | Jovarios

39. TROMPAS- (0)C/INVASAO (1)S/INVASAO ... | |trompa

40. EPIPLON- (0)C/IMPLANTE (1)S/IMPLANTE .....ccoiiiiitnine e | |epiplon

41, CITOLOGIA PERITONEAL POSITIVA- (0)Na0 (1)SIM...vueveeeeeeseeeseeeresneeseesenene. | |cperitoneal

42. CONGELAGAO-

43. TIPO HISTOLOGICO ADENOCARCINOMA - (1)adeno endometrioide (2)sero papilifero (3)cels

claras (4)auséncia de CANCEr NA PECA......uvurrrrsursemssursnmssssssrsssssesssssssssssssnsssssansas N [tipo_histo

NUMERO DE LINFONODOS DISSECADOS
44. PELVICO (diSSECAUOS) ... .c.verueireieeieiietirieeiie sttt st se e nr e nne e | |lin_pelv_diss
45. P.AORTICO (dISSECAUOS)..... wueerueeeaiieriieeiie ettt st | [lin_paort_diss

NUMERO LINFONODOS COMPROMETIDOS
46. PELVICO (COMPrOMEtIOS)-.... .eerveieeuriieireeie ettt st | [lin_pelv_comp
47. P.AORTICO (COMPIrOMELIAOS)- ..c..veeieireieieee ettt ettt st | [lin_paort_comp

48. GRAU ARQUITETURAL- G1(1) G2(2) G3(3).... el |GA
49. GRAU NUGCLEAR-. ... ettt ettt e e b saeesste e enbeeaeasnnaanes | I|GN
50. INVASAO VASCULAR- (0)N@O0 (1)SIM...uvereeererecereceeseeiersessesesessessessssessnsenens | |In_Vasc
51. INVASAO LINFATICA- (0)NA0 (1)SIM...eereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeese s neseeen [ |IN_linf
52. INVASAO PERINEURAL- (0)N20 (1)SIM ...ovuiieiiiiereeiinenreieneeieeeese s | |IPN
53. PARAMETRIOS COMPROMETIDOS- (0)nao (1)sim |param_comp
54. INVASAO DO MIOMETRIO (CM) ......... (O)restrito endometrio (1) 1/2 interna (2)1/2
LA - W PO PP UPPPPPPPN | linv_miom
55. NUMERO DA LAMINA PEGA-........cooieeeeereeeeeeeeeeeesiee e, - no_lamina
56. ESTADIAMENTO PATOLOGICO
1A(1) 1B(2) 1C(3) 2A(4) 2B(5) 3A(6) 3B(7) 3C(8) 4A(9) 4B(10) ......cooceruvrrenene ___|est_patolo
ACOMPANHAMENTO
57. RECIDIVA - (0)N@0 (1)SIM 1eeeitiiiiie ettt ettt st | |recidiva
58. DATA DA RECIDIVA --- / / data_recid
59. LOCAL DA RECIDIVA (O)local (1)distancia (2)local e distancia............c.ccc...... | Jlocal_recid
60. TRATAMENTO DA RECIDIVA (0)NAO (1)QT (2)RxT (3)CIR (4)QT+RxT (5)CIR+QT (6)CIR+RXT
........................................................................................................... | |Trat_recid
61. INTENGAO DO TRATAMENTO (0)PALIATIVO (1)CURATIVO ......ccvvvereerrine, | lintencéo_trat
62. CIRURGIA- DATA Cir_data

63. CIRURGIA- QUAL?......oii ettt s e e cir_tipo



SITUACAO ATUAL
64. DATA ULTIMO CONTATO ..ottt / / data_contato

65. SITUAGAO:(1) vivo sem cancer (2) vivo com cancer (3) morte pelo tratamento

(4) morte pela doenga (5) morte outras causas (6) perdido de vista...........ccceecrecnernnne | |situagao



