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RESUMO

Kawamura, L. Avaliacdo da densidade vascular linfdtica intratumoral
em adenocarcinomas primdrios de endométrio [tese]. SGo Paulo:
Faculdade de Medicinag, Universidade de Sao Paulo; 2011. 79p.

INTRODUCAO: A metdstase linfonodal em adenocarcinomas de
endométrio reduz significativamente as taxas de sobrevida. Poucos
estudos relacionando a microdensidade vascular linfatica (MDVL)
intratumoral e sobrevida em adenocarcinomas endometriqis estdo
disponiveis atualmente. OBJETIVO: O propdsito deste estudo foi avaliar a
microdensidade vascular linfatica intratumoral dos adenocarcinomas
de endométrio e investigar a sua associacdo com fatores patoldgicos
cléssicos, metdstase linfonodal e sobrevida. METODOS: Cinquenta e sete
pacientes com adenocarcinoma de endométrio, diagnosticadas entre
2000 a 2008 submetidas a estadiamento cirirgico completo e avaliacdo
da MDVL intratumoral e outras varidveis histolégicas. Os micro vasos
linfaticos foram identificados através de reacdo imunoistoquimica
utilizando um anticorpo monoclonal confra a podoplanina humana
(clone D2-40) e avaliados pela contagem do numero de vasos linfaticos
marcados em 10 campos com maior densidade vascular em aumento
de 400 vezes. A MDVL foi expressa pela média do nimero de vasos
nestes 10 campos microscodpicos de maior densidade vascular. A seguir,
investigamos a associacdo entre MDVL com achados clinico-
patoldgicos e progndstico. Nossos resultados demonstraram que a
média do nUmero de vasos linfaticos contados em todos os casos variou
de 0 a 4.7. O valor da mediana obtida da média da MDVL foi de 0,5 e
foi definido como valor de corte entre baixa e alta MDVL. RESULTADOS:
Identificamos baixa MDVL intratumoral em 27 (47,4%) pacientes e alta
MDVL em 30 (52,6%) das pacientes. A elevada MDVL intratumoral foi
associada com menor comprometimento linfonodal e casos fatais,
menor infilfracdo miometrial e de anexos e menor comprometimento
cervical e peritoneal. Ndo foi obtida associacdo entre MDVL e idade,
tipo histolégico pelo sistema da FIGO, invasdo vascular ou
comprometimento linfonodal. CONCLUSAQO: Nossos resultados mostram
associacdo enfre elevada MDVL intfratumoral com fatores progndsticos
favoraveis no c@ncer endometrial.

Descritores: 1.Neoplasias do endomeétrio 2.Progndstico
3.Linfangiogénese 4.Podoplanina 5.Imunoistoquimica.



SUMMARY
Kawamura L. Evaluation of infratumoral lymphatic vessel density in
primary endometrial adenocarcinomas [Thesis]. SGo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2011. 79p.

INTRODUCTION: Lymph node metastasis in  endometrial cancer
significantly decreases survival rate. Few data on the influence of
infratumoral lymphatic microvessel density (LMVD) on survival in
endometrial cancer are available. OBJECTIVE: Our aim was to assess the
intratumoral LMVD of endometrial adenocarcinomas and to investigate
its association with classical pathological factors, lymph node metastasis
and survival. METHODS: Fifty-seven patients with endometrial
adenocarcinoma diagnosed between 2000 and 2008 underwent
complete surgical staging and evaluation of infratumoral LMVD and
other histologic variables. Lymphatic microvessels were identified by
immunohistochemical staining using monoclonal antibody against
human podoplanin (clone D2-40) and evaluated by counting the
number of immunostained lymphatic vessels in 10 hot spot areas at 400X
magnification. The LMVD was expressed by the mean number of vessels
in these 10 hot spot microscopic fields. We next investigated the
association of LMVD with the clinicopathologic findings and prognosis.
Our results demonstrated that the mean number of lymphatic vessels
counted in all cases ranged between 0 and 4.7. The median value of
mean LMVD was 0.5, and defined the cut-off for low and high LMVD.
RESULTS: We identified low intratumoral LMVD in 27 (47.4%) patients and
high LMVD in 30 (52.6%) patients. High infratumoral LMVD was associated
with lesser nodal involvement and fatal cases, lesser miometrial and
adnaexal infilfration, and lesser cervical and peritoneal involvement. No
association was seen between LMVD and age, FIGO staging histological
type, vascular invasion, or lymph node involvement. CONCLUSION: Our
results show association of high infratumoral LMVD with favorable
prognosis in endometrial cancer.

Descriptors: 1.Endometrial neoplasms 2.Prognosis 3.Lymphangiogenesis
4 Podoplanin 5.Immunohistochemistry



1Introducgdo

A incidéncia de metdstase para linfonodos estd relacionada,
entfre outros fatores, ao tamanho do tumor (< 2 cm = 4%; > 2 cm =
15%; toda a cavidade = 35%)!'. Mais recentemente, Axtell et al.
(2007) encontraram na fracdo de envolvimento neopldsico da
cavidade uterna um  importante  fator  preditivo  de
comprometimento linfonodal2. Pacientes com envolvimento da
superficie inferior a 35% tém menores indices de metdstase
linfonodal (3%) quando comparadas aguelas com envolvimento
entre 35% e 80% (10%) e com mais de 80% da superficie envolvida
(31%)2.

A disseminacdo extrauterina da doenca aumenta o risco de
metdstase linfonodal e piora as taxas de sobrevida2. A citologia
peritoneal positiva associa-se a maior risco de morte (HR-1,70),
independente do envolvimento anexial?. O comprometimento
linfonodal € o maior indicador progndstico nos carcinomas de
endométrio e tem como fatores preditivos mais importantes, a
infilfracdo profunda do miométrio, envolvimento do estroma
cervical, citologia peritoneal positiva e presenca de embolizacdo
vascular4s, Carcinomas de endométrio com metdstases em
linfonodos pélvicos ou para-adrticos sdo classificados no estadio

HNIC 1 elllC 2, respectivamentes.

Cerca de um terco das pacientes com linfonodos pélvicos
positivos também apresentardo metdstase para linfonodos para-
adrticos, mas estes raramente estdo envolvidos na auséncia de
doenca linfatica pélvica’. O progndstico com envolvimento de
linfonodos para-adrticos € pior do que quando a metdstase
restringe-se aos linfonodos pélvicos. Em estudo do Gynecologic

Oncology Group (GOG), somente 36% das pacientes com



linfonodos para-adrticos comprometidos achavam-se livres de
doenca em 5 anos, comparativamente a 85% daquelas com

linfonodos para-adrticos negativos’.

O estadiamento cirdrgico identifica a maioria das pacientes
com doenca extrauterina e tem impacto significativo sobre as
decisdoes de tratamento, permitindo avaliar a necessidade de
adjuvancia radio ou quimioterdpica para as pacientes com
neoplasiac do corpo uterino, além da determinacdo do

prognosticos.

A metdstase é considerada a principal causa de mortalidade
em cdncer. O sistema linfatico € o primeiro sitio de metdstase para
a maioria dos carcinomas, normalmente precedendo a via
vascular. O acometimento do linfonodo regional € um evento
comum em tumores sdlidos, sendo considerado um marcador para
disseminacdo, estdgio avancado e pior progndstico. O processo
de metdstase linfatica € muito complexo e inclui disseminacdo e
invasdo do estroma circunjacente ao tumor, entrada nos vasos
linfaticos e implantacdo nos linfonodos regionais. Este processo ndo
€& somente mecdnico, mas envolve complexas interacoes

moleculares’.

Recentemente, Schacht et al. (2005) prepararam o anticorpo
monoclonal D2-40, disponivel comercialmente, que reconhece
especificamente a podoplanina humana. O anficorpo tem se
mostrado um marcador de endotélio linfatico altamente seletivo
em cortes de congelacdo e parafina de tecidos normais e
neopldsicos, e tem se mostrado Ufil na deteccdo da invasdo

linfatica em vdarias neoplasias malignas? 19,

O fato € que o comprometimento linfatico se relaciona com
a presenca de metdastase regional, porém, nem todos os fumores

metastatizam para os linfonodos. A importdncia da metdstase



linfatica € bem reconhecida no tratamento e estadiamento do
cancer, com estado linfonodal determinando a multimodalidade
de tratamento em pacientes com tumores sélidos como: céncer
de mama, colorretal e de cabeca e pescoco. Entretanto, os
mecanismos € o papel da linfangiogénese na disseminacdo
regional ainda sdo pouco conhecidos. Portanto, entender as
caracteristicas moleculares do  microambiente  neopldsico
relacionadas a linfangiogénese, pode propiciar a descoberta de
estratégias futuras para o controle da disseminacdo dos
carcinomas. Recentes avancos na biologia e patologia da
linfangiogénese tém promovido novos estudos no campo da
biologia vascular linfatica, incluindo o desenvolvimento de terapia

especificall.12.13.14,

Assim, propusemo-nos a avaliar densidade vascular linfatica
e sua relacdo com fatores progndsticos nos carcinomas

endometriais.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de endomeétrio

O adenocarcinoma de endométrio €& considerado a
neoplasia mais comum da pelve feminina nos paises desenvolvidos
e a mais prevalente nos paises em desenvolvimento, segundo
dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cdancer (IARC),
201115, Segundo dados da Sociedade Americana de Cdncer, em
2010, foi o tumor ginecolégico mais incidente na populacdo

americana’é.

No Brasil, ndo existem estatisticas oficiais ou publicadas sobre
sua incidéncia e mortalidade. Entretanto, no municipio de Sdo
Paulo, segundo dados do Registro de Cdncer de Base
Populacional de Sdo Paulo (RCBP-SP), as neoplasias do corpo
uterino, onde o endométrio se encontra e constitui a maior parte,
no periodo de 1997 a 2003, foram a quarta neoplasia mais

frequente dentre os tumores ginecoldgicos!’.

Segundo dados da Fundag¢cdo Oncocentro de Sdo Paulo
(FOSP), sobre a mortalidade deste tumor, segundo o sexo, no biénio
2001-2002, no Estado de SGo Paulo, as neoplasias do corpo uterino
representaram a ferceira causa de Obito dentre os tumores

ginecoldgicos!s.

Apresenta significativa elevacdo de sua incidéncia apods os
50 anos de idade, com 75% dos casos ocorrendo na pos-
menopausa. Quanto a distribuicdo racial, hd maior prevaléncia na
raca branca. Contudo, sdo de pior progndstico entre as mulheres

negras'?2o,

Muitos fatores de risco relativos j&d foram identificados nas
pacientes com c@ncer de endométrio, entre os quais ressaltamos

obesidade, diabete, hipertensdo arterial, anovulacdo crénica,



tumores funcionantes dos ovdrios (produtores de estrogénios) e
carcinoma de mama. O perfil da paciente que apresenta maior
rNsco para contrair a doenca sdo as que tiveram menopausa
tardia, nuli ou oligoparidade ou as que fizeram uso de
estrogenioterapia de forma abusiva, com estrogenioterapia
exclusiva como terapia hormonal?!. Além disso, deve ser lembrada
a predisposicdo genética (antecedentes familiares) das pacientes

com cdancer de cdélon, mama e ovdrio em parentes proximos'2.

A diferenciacdo histolégica dos carcinomas, importante fator
prognodstico, €& determinada pelo padrdo de crescimento
arquitetural e pelos aspectos citoldgicos. No sistema  de
classificacdo da Federacdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) proposto em 2009, os tumores sdo agrupados em
trés graus quanto d proporcdo de dreas sélidas: 1) Grau 1 (G1) - 5%
ou menos do tumor mostram padrdo sélido de crescimento; 2)
Grau 2 (G2) - 6 a 50% do tumor mostram padrdo de crescimento
sélido; 3) Grau 3 (G3) — mais de 50% do tumor mostram padrdo de
crescimento sdlido. Além disso, a atipia nuclear marcante e
inadequada ao grau arquitetural aumenta em um o grau

histoloégico do fumor722,

O grau de diferenciacdo dos carcinomas endometriais
representa importante fator progndstico, permitindo estratégias de
tfratamento mais efetivas. Enfretanto, carcinomas de grau 1
histoloégico apresentam 15,4% de chance de doenca extrautering,
tornando imperativo o estadiamento cirdrgico23. A incidéncia geral
de metdstase para linfonodos no estddio clinico | é de

aproximadamente 3% em tumores grau 1, 9% grau 2 e 18% grau 323,

O estadiamento cirdrgico realizado segundo o sistema FIGO
de 2009, é importante fator progndstico’20. No minimo, o
procedimento cirirgico deve incluir a coleta de amostra do liquido

peritoneal para avaliacdo citologica, a exploracdo do abdome e



da pelve com bidpsia ou excisdo de quaisquer lesdes extrauterinas
sugestivas de cancer metastdtico, a histerectomia extrafascial e a
salpingo-ooforectomia bilateral. A peca cirdrgica deve ser aberta
e a profundidade do envolvimento miometrial e a extensdo
cervical devem ser avadliadas. Os linfonodos pélvicos e para-
adrticos suspeitos e clinicamente negativos devem ser biopsiados

em todas as pacientes com fatores de risco 24,

A profundidade da invasdo do miométrio € um dos fatores
prognosticos, incluso no sistema de estadiamento cirdrgico na
determinacdo do risco de metdstase para os linfonodos. Segundo
o GOG, metdstases para os linfonodos pélvicos estdo presentes em
menos de 5% dos tumores nos graus 1 e 2 com invasdo superficial
do miométrio; aproximadamente 15% dos tumores grau 1 e 2 com
invasdo profunda do miométrio ou tumores grau 3 com invasdo
superficial, e mais de 40% dos tumores no grau 3 com invasdo
profunda do miométrioz>. O nivel de infiltracdo do miométrio em
tumores no estddio IB, aparentemente ndo mostra diferenca
progndstica entre os com infilfracdo menor do que um terco da
espessura miometrial e entre um terco e metade, de modo que a
linha de corte de 50% da espessura miometrial envolvida é a de
uso corrente2é, O envolvimento cervical estd associado a risco de
aproximadamente 15% de metdstases para os linfonodos pélvicos
ou para-adrticos. O comprometimento neopldsico do estroma
cervical constitui um dos fatores prognodsticos preditivos de recidiva

linfonodal junto com embolizacdo vascular e linfonodos positivos 27.

Cerca de 97% das neoplasias uterinas sdo epiteliais e os 3%
remanescentes correspondem a neoplasias com componente
mesenqguimal. O adenocarcinoma endometrioide € o tipo
histologico mais frequente, seguido dos carcinomas seroso, de
células claras, mucinoso, escamoso, de tipo misto e indiferenciado,

de acordo com a classificacdo histologicas.



O carcinoma endometrial pode ser classificado em dois
grupos distintos de acordo com sua etiopatogénese. O primeiro
tipo e mais comum ¢€ estrogénio-dependente, comumente
associado a hiperplasia endometrial complexa e ocorre em
mulheres mais jovens, apresentando-se no tipo histoldgico
endometrioide, frequentemente bem diferenciado e costuma
evoluir para metdstases ganglionares, tendo, portanto, melhor
prognostico. O segundo tipo, em contraste, € préprio de mulheres
mais idosas, negras, pobre em receptores hormonais, sem
associacdo com fatores estrogénio-relacionados e, portanto, ndo
associados a hiperplasia, apresentando-se, em geral, nos tipos
histolégicos seroso e de células claras, com metdstases linfaticas
frequentes e com pior progndsticos2829, Estes dois grupos foram
denominados, respectivamente, tipos | e Il. O fipo I, hormdnio-
relacionado, tem como protétipo histolégico o carcinoma
endometrioide e apresenta mutacdo precoce no gene supressor
PTEN. O tipo Il tem como protdtipos os carcinomas serosos e de
células claras, e se associa a mutacdo precoce Nno gene supressor
p535. A histologia de tipo nGdo endometrioide € hoje considerada
um dos fatores mais importantes no aumento das taxas de

mortalidade?0.

2.2 Angiogénese e Linfangiogénese

2.2.1 Aspectos Historicos da Linfangiogénese

O primeiro relato de estruturas linfaticas foi de Hipdcrates,
acreditando que esses tecidos pudessem ser gldndulas. Aristoteles,
posteriormente, descreveu os vasos linfaticos. E, finalmente, Gasper
Aselli, no século XVII, mais especificamente em 1627, fez a primeira

caracterizacdo sistemdtica do sistema linfatico30,31.32, Quase no



mesmo periodo, Wiliam Harvey descreveu a circulacdo
sanguineass,

Alguns anos mais tarde, Louis Petit fez a primeira descricdo
da disseminacdo metastdtica através de vasos linfaticos ao
observar metdstases de tumor de mama em linfonodos axilares3osT,
A mesma relacdo foi citada anteriormente pelo cirurgido francés
Le Dran, no século XVI, que observou a pior sobrevida nas
pacientes com cdncer de mama e disseminacdo para linfonodos
axilares do que as que apresentavam apenas doenca local34,

Somente no final do século XX, na década de 90, foi
identificada a presenca do linfonodo sentinela, ou seja, o primeiro
linfonodo da drenagem linfatica do tumor primdrio, através do
estudo de mapeamento linfatico nas neoplasias. Esta descoberta
foi identificada pela primeira vez em melanomas, mas atualmente
é utilizada em outras neoplasias, e permitiu, por exemplo, a
realizacdo de cirurgias mais conservadoras em tumores de mama,
ao conftrdrio das cirurgias radicais, utilizada por varios anoss34.

A principio, acreditava-se que os vasos linfaticos estariam
apenas no tecido peritumoral e ausente dentro do tumor maligno.
Desta forma, havia o conceito que a disseminacdo linfatica
tumoral se daria exclusivamente pela invasdo dos vasos linfaticos
peritumorais pré-existentes e ndo por um processo de
linfoangiogénesess. Havia incerteza se o tumor realmente poderia
estimular a linfangiogénese ou se a metdstase tumoral estimularia o
sistema linfaticose.

Alguns estudos foram realizados com intuito de esclarecer o
verdadeiro papel da linfangiogénese na metdstase tumoral, porém
ndo conseguiram provar a presenca de uma fonte infrinseca
linfatica intratumoral3s; o que poderia ser explicado pelo aumento
da pressdo pela proliferacdo tumoral que levaria ao colabamento

destes vasos. Entretanto, ainda havia o pensamento que 0s



linfaticos pré-existentes teriaom sido estimulados pelas células

cancerigenas ao invés de novos linfaticos formados pelo tumor?’.

2.2.2 O desenvolvimento do sistema linfatico

O estudo sobre o desenvolvimento do sistema linfatico ndo se
deu na mesma velocidade que o sistema sanguineo e apenas rés
décadas mais tarde, teorias sobre seu desenvolvimento
comecaram a surgir 38,

De maneira andloga, o sistema linfatico inicia seu
desenvolvimento no embrido no final da quinta semana de
gestacdo. Duas semanas depois da formacdo do sistema
sanguineo — o primeiro a se formar no desenvolvimento embriondrio,
sendo considerado um pré-requisito neste processos?40,

Da sexta até a nona semana, hd formacdo de dilatacoes
dos canais linfaticos, explicado pela migracdo de células
endoteliais sanguineas, sendo o primeiro denominado saco
linfatico primdrio, formado na regido jugular. Outros sacos vdo
sendo formados proximos as grandes veias do embrido,
caracterizando a formacdo do sistema vascular linfatico periférico
pela teoria centrifuga4!.

Existem duas teorias sobre o desenvolvimento do sistema
linfatico. A primeira, mais aceita, € a teoria centrifuga, proposta por
Florence Sabin, no inicio do século XX «ao estudar
morfologicamente fetos suinos. Esta feoria sugere que no
desenvolvimento embriondrio, os sacos linfaticos primitivos seriam
originados por brotamento de células endoteliais a partir de veias
do embrido. Dessa forma, os vasos linfaticos periféricos se
proliferariam pelos tecidos e 6rgdos e dariam origem aos capilares
linfaticos42.

A segunda teoria, dada por Huntfington and McClure,

baseada pelo desenvolvimento linfatico em aves, ao conftrdrio,
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sugeria que os vasos linfaticos primitivos surgissem do mesénquima
a partir de linfangioblastos independentes das veias, crescendo
centripetamente e estabelecendo conexdes com as veias mais
tardiamente. Entretanto, este processo ndo pode ser comprovado

em mamiferos43,

2.2.3 Aspectos microscopicos da angiogénese

A formacdo do sistema vascular envolve uma verdadeira
cascata que inclui a diferenciacdo de células endoteliais
progenitoras e a formacdo dos plexos capilares primdrios,
denominada vasculogénese e a angiogénese, ou seja, a formacdo
de novos capilares através de vasos pré-existentess?.

Histologicamente, a formacdo dos capilares sanguineos é
composta basicamente pelas células endoteliais e pela presenca
de uma membrana basal que as envolve. Nos vasos de maior
calibre, ainda existe o reforco pela camada muscular e
adventicia44.

Nos Ultimos anos, diversos marcadores foram descobertos.
Merecem destaque na prdatica a catepsina D 34, o CD 34, e a

familia do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)40,

2.2.4 Aspectos microscopicos da linfangiogénese

A linfangiogénese pode ser definida como o crescimento e a
formacdo de novos vasos linfdticos, que ocorrem normalmente em
processos fisioldgicos e em patoldogicos, como no inflamatdrio,
linfedema e no cancer3s 45,4¢,

O sistema linfatico consiste em uma rede hierdrquica de
vasos, que comecam de capilares formados por uma Unica
camada de células endoteliais linfaticas a vasos de maior dimetro

e que eventualmente se conectam ao sistema venoso. Difere do
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sistema vascular sanguineo por ser descontinuo e apresentar uma
membrana basal incompleta nos vasos iniciais, tornando-se um
caminho para disseminacdo de células malignas'3,ss,

O real avanco no estudo da linfoangiogénese se deu com a
descoberta de novos marcadores especificos ao endotélio linfdtico,
incluindo a podoplanina (mucoproteina transmembrana) e o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), principalmente o
receptor 3 que, com a realizacdo de mais estudos, poderdo
comprovar o verdadeiro o papel da linfoangiogénese na

metdstase tumoral.

23 Mecanismo Molecular da Linfoangiogénese

A angiogénese e a linfoangiogénese tem papel fundamental
no desenvolvimento fisioldgico e na presenca de alteracdes
patoldgicas em seres humanos, tendo, por isso, relevéncia no
estudo de acodes terapéuticas4’,48,

As caracteristicas de um marcador ideal seriam as seguintes:
“expressar somente o tipo celular de interesse; estar ausente em
demais células; ter um bom ratio com tecidos vizinhos; expressar um
nivel uniforme em todos os seguimentos vasculares durante todos
os estdgios de desenvolvimento e doenca, em todas as espécies
estudadas e ser resistente a diversas condicdes de fixacdo.
Entretanto, sGo poucos os existentes com estas caracteristicas”48.

Algumas questdes devem ser consideradas em se tratando
de marcadores em linfoangiogénese, uma vez que é sabido que
as células linfaticas endoteliais ndo sdo homogéneas € mostram
variagcdes de acordo com sua localizacdo e funcdo. Ademais,
existem marcadores em comum fanfo com células vasculares
endofteliais quanto com células progenitoras hematopoiéticas. A

intensidade de expressdo ainda pode variar com as condicdes de
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crescimento do tecido e com a exposicdo a condicdes fisioldgicas
ou patologicass,

Como exemplo, podemos citar o CD31 ou PECAM-1 (célula
endotelial plaquetdria de adesdo molecular), que €& uma
glicoproteina de membrana, marcador pan-endotelial, presente
em vasos sanguineos e linfaticos. Forte expressdo em capilares,
cavidades, pequenos e grandes vasos, com fraca reatividade em
cavidades hepdticas e sinusoides esplénicos e em vasos
linfaticos4s,4,

Diante da presenca de inUmeros marcadores de células
vasculares endoteliais identificados atualmente foi observada a
necessidade de se obter os marcadores mais especificos de
linfaticos possiveis, para que ndo houvesse falsas conclusdes. O
desenvolvimento linfdtico estd relacionado da expressdo do fator de
franscricdo LYVE-1, Prox-1, ao fator de crescimento endotelial C
(VEGF-C) e seu receptor, o VEGFR-3, além da contribuicdo de

vdrias proteinasso. 51.52,

O LYVE-1 (receptor endotelial de vaso linfatico), proteina
infegral de membrana, homdloga ao receptor de dcido
hialurbnico (CD 44), participa de processos inflamatdrios, em
macrofagos e em progressdo tumoral 31. Pode se dizer que o LYVE-1
fornece o primeiro indicador da competéncia endoftelial linfatica40,
E expresso em endotélio de pequenos vasos sanguineos, porém em
adultos permanece elevado apenas em capilares linfaticosss.

O LYVE-1 é utilizado largamente como marcador especifico
para vasos linfaticos, entretanto alguns estudos demonstraram sua
expressdo em sinusoides hepdticos, em células de Kupfer no
parénquima hepdtico, células de Langerhans, sinciciotrofoblasto
placentdrio, nos neurdnios do cortex cerebral, entre outros4.

Prox-1, “Prospero related homeobox gene”, € um produto do

gene homeobox, sendo fundamental para determinacdo da
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identidade da CEL. E expresso desde o desenvolvimento
embrioldgico e participa da formacdo de novos vasos linfaticos a
partir de vasos sanguineos pré-existentes. Também € encontrado
na retina de embrides vertebrados, sistema nervoso central,
pdncreas e figado. Tem se mostrado Util como marcador linfatico
quando pareado com outros, como o LYVE-l e a
podoplanina4?,53,54,

Os marcadores que compdem a familia dos fatores
endoteliais de crescimento vascular (VEGF), descoberto em 1989,
sdo expressos desde o principio da angiogénese e tém se revelado
como importantes marcadores da formacdo vascular sanguinea e
linfatica em processos fisiologicos e patoldgicoss?. Desde sua
descoberta, muitos fatores de crescimento vascular foram
identificados e os que principalmente compdem esta familia sdo
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PIGF (fator de
crescimento placentdrio). Para sua inferacdo com o angiogénese
e linfangiogénese, existem 1rés receptores tirosino-quinase
identificados em mamiferos, que sdo: VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3.
Sendo este Ultimo, ativado pelos fatores C e D, o principal
envolvido com a linfoangiogénese, induzindo a proliferacdo e
migracdo de CELs38,55,

O VEGFR-3 possui atfividade tirosino-quinase que é
predominantemente expressa em CEL em tecidos adultos>57. A
expressdo de VEGFR-3 tem sido encontrada em capilares
fenestrados de diversos 6rgdos como medula 6sseq, sinusoides
hepdticos e esplénicos, glomérulos renais, gldndulas enddcrinas e
células endoteliais em proliferacdo neovascular em cdncer de
mama. Entretanto, em alguns estudos, o receptor VEGFR-3 ndo se
mostrou tdo especifico ao endoftélio linfatico, uma vez que é
expresso tanto em vasos sanguineos, como linfaticos em tumores’.

A podoplanina, descoberta na década anterior € um

marcador especifico, porém ndo exclusivo para o endotélio
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linfatico e ndo é expressa em vasos sanguineos®,%8. Trata-se de
glicoproteina de superficie tipo mucina, com extensa O-glicisiacdo
e peso molecular de 38Kd. Contém dcido sidlico e estd presente
em células osteobldsticas, células da granulosa em ovdrio, células
dendriticas, pneumocitos tipo | e poddcitos renais. Entretanto, a
podoplanina € encontrada ainda em vasos linfaticos de pequeno
calibre, mas ndo nos grandes que contém células musculares
lisas%?. E detectada em capilares linfaticos, sacos linfaticos coletores
e sinusoides hepdticos, mas ndo em grandes vasos linfaticos com
células perivasculares, nem em vénulas endoteliais de linfonodos. A
especificidade da expressdo da podoplanina no endotélio linfdtico
e ndo no vascular sanguineo, tem sido demonstrada e sua relagcdo

com a progressdo tumoral tem sido sugerida'0.25.27.60.61,

2.3.1 Linfangiogénese e sua relagdao com cancer

A angiogénese tem seu papel bem definido quanto a
progressdo e metdstase de vdrias neoplasias malignas no homems3s,
Entretanto, estudos que provem o impacto da densidade
microvascular linfatica em metdstases sGdo de pequena montag,
UMa vez que eram escassos 0s numeros de marcadores especificos
para o endotélio linfdtico.

Com a descoberta de novos marcadores especificos para a
avaliacdo do endotélio linfatico, incluindo a podoplanina, estudos
em linfoangiogénese em diversos rgdos foram possibilitados.

Sabe-se que a disseminacdo metastatica do tumor primdrio €
um importante fator que afeta negativamente o progndstico na
maioria dos tumores, diretamente relacionado com o status
linfonodalé2,

As neoplasias malignas podem se disseminar para linfonodos

regionais pela invasdo de linfaticos pré-existentes na periferia do
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tumor ou pela producdo de fatores linfoangiogénicos induzindo a
formacdo e invasdo de linfaticos dentro do tumor. A extensdo da
metdstase tumoral seria diretamente proporcional a estimulacdo
desta atividade angiogénica e linfoangiogénica3!,45,63,64,

A interpretacdo progndstica e funcional dos vasos linfaticos
infratumorais e peritumorais ainda se mantém controversa nos
muitos canceres humanos.

Em tumores de pulmdo tipo ndo pequenas células, Renyi-
Vamos et al. (2005) demonstraram que a linfoangiogénese ocorre
em um tipo especifico deste tumor e que a densidade vascular
linfatica se correlaciona com o comportamento clinico neste tipo
fenotipico - o ftipo angiogénico, no qual a maior densidade
vascular linfdtica é expressa no tecido peritumoral. Entretanto,
houve maior risco de metdstase linfonodal e menor sobrevida no
grupo ndo angiogénico, no qual os vasos linfaticos sdo
incorporados ao tumor e funcionariaom melhor que os linfaticos
neoformadosés.

Nos melanomas cutdneos, Massi e cols. (2006), utilizando a
podoplanina e o VEGF-C como marcadores do endoftélio linfatico,
demonstraram que melanomas com linfonodo sentinela positivo,
apresentavam maior densidade vascular linfatica peritumoral e
intratumoral que os ndo metastdticos. Além disso, evidenciou que
os linfaticos intratumorais seriam os mais significativos fatores
predizendo a metdstase para linfonodo sentinelass.

Liu et al. (2008) também demonstraram a relacdo entre alta
densidade vascular linfatica e a presenca de metdstase linfonodal
nos melanomas malignos, identificando maior nUmero de linfaticos
peritumorais Nno grupo metastaticod’.

Matsumoto et al. (2006), estudando densidade vascular
linfatica em cdnceres colorretais, demonstraram que a avaliacdo
dos linfaticos intfratumorais pela microdensidade vascular linfatica,

é fator progndstico independente nestes tumores. Além disso, foi
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observado que quanto maior grau de linfangiogénese, maior
invasdo de vasos linfaticos. Portanto, a linfangiogénese aumentaria
a entrada das células fumorais ao sistema linfaticoss.

Estudando metdstase linfonodal em cdncer gdstrico,
Nakamura e cols. (2006), encontraram correlacdo entre a
densidade vascular linfafica e a metdstase linfonodal, sugerindo
que esta metdstase possa ser alcancada através da formacdo e
invasdo de novos linfaticos tanto intra quanto peritumoral¢?.

Em tumores de células escamosas de cabeca e pescoco,
Kyzas et al. (2005), evidenciaram a que a densidade linfatica
infratumoral pode representar um Util fator progndstico nestes
tumores’o.

Roma et al. (2006), estudando adenocarcinomas de
prostata, evidenciaram que a densidade vascular linfdtica é
reduzida no compartimento infratumoral comparada ao
peritumoral; havendo, portanto, melhor correlacdo entre invasdo
linfatica peritumoral e metdstase linfonodal”!.

Em tumores de células transicionais da bexiga, Miyata e cols.
(2006) demonstraram a correlacdo positiva entre densidade
vascular linfatica e o grau do tumor. E a primeira também seria
fator preditivo para sobrevida livre de doencaé2,

Cunnik et al. (2008), estudando adenocarcinomas ductal
invasivo e lobular de mama, apesar de ndo haverem identificado
associacdo com grau do tumor, tipo histolégico e progndstico,
mostraram que houve maior expressdo de marcadores endoteliais
linf&ticos no tecido tumoral em relacdo ao tecido normal e maior
expressdo nos tumores com metdstase para linfonodos regionais
gue nos ndo metastaticos’2,

Nas neoplasias epiteliais de ovario, Biner e cols. (2000),
demonstraram que ndo havia relacdo entre a microdensidade

vascular e sobrevida ftotal ou livre de doenca’3. Posteriormente,
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Sundar et al. (2006), corroboraram com este estudo ao ndo
encontrar significado progndstico na disseminacdo linfatica74.

Nas lesdes iniciais invasivas da cérvix uterina, Zhang et al.
(2009), demonstraram que a densidade vascular linfatica € maior
nas lesdes invasivas que no tecido normal e se correlaciona com
multiplos fatores clinico-patolégicos como metdstase linfonodal,
invasdo linfatica e grau histoldgico?s.

Nas lesdes pré-invasivas e invasivas de colo uterino, Longatto-
Fiho et al. (2007), sugerem que a proliferacdo linfatica ocorre
fortemente em lesdes pré-invasivas; havendo correlagcdo positiva
entre densidade vascular linfatica e invasdo linfatica?s.

Steffanson et al. (2006), em estudo de 316 pacientes com
diagnéstico de carcinoma endometrial seguidas na Noruega,
evidenciaram associacdo entre aumento da densidade vascular
linfatica peritumoral e carcinomas endometriais de alto grau,
relacionados com pior progndstico”’.

Em adenocarcinomas de endométrio, Balbi et al. (2006),
identificaram que havia relacdo entre a expressdo do marcador
VEGF e a microdensidade vascular com a invasdo vascular
linfatica e o status linfonodal’8. De forma adicional, Donoghue et al.
(2007), no adenocarcinoma endometrial, relatam que houve
elevacdo da densidade vascular peritumoral associadas com
aumento da expressdo dos marcadores VEGF-C e -D e com a

invasdo vascular linfatica nos carcinomas de alto grau”?.

2.3.2 Diferenga entre Vasos Sanguineos e Vasos Linfaticos: Aspectos

Morfologicos

Embora o sistema vascular sanguineo e o linfatico sejam
formados por uma camada de células endoteliais, eles diferem
bastante entre si. O sistema vascular sanguineo é fechado, sendo

formado por um sistema circulatério, que contém uma bomba
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cardiaca, artérias, capilares e veias. Ao contrdrio, o sistema
linfatico € aberto, se inicia em flbulos de fundo cego,
unidirecional, que flui de forma contrdria ao fluxo sanguineo®3. O
sistema linfatico representa uma via acesséria, através do qual os
liguidos conseguem fluir do espaco intersticial para dentro do
sangue. E, ainda mais importante, os linfaticos podem carrear
proteinas e grandes particulas de matéria para longe dos espacos
teciduais, 0s quais ndo poderiam ser removidos por absorcdo direta

e penetrar no capilar sanguineoso,

As células endoteliais linfaticas (CEL) nos capilares se
ancoram nas fibras coldgenas na matriz extracelular através de
fioras eldsticas, que mantém os vasos patentes e sdo responsdveis
pelo aumento do didmetro luminal dos linfaticos, quando o volume

de fluido intersticial estd aumentadoss.

Os capilares linfaticos ndo contém uma membrana basal
continua e apresentam poros intercelulares (“gaps”), que permitem
a permeabiidade de fluidos e células imunoldgicas, como as
células dendriticas e de Langerhanss3 Devido a essa caracteristica
estrutural, tforna-se mais facil a enfrada da célula tumoral no

sistema linfatico quando comparada ao sanguineo.

24 Caracteristicas do Sistema Linfatico do Endomeétrio

As primeiras descricoes do sistema linfatico uterino eram
feitas afravés de técnicas histolégicas e de coloracdo. No
miométrio existe consenso sobre a existéncia de uma rede de vasos
linfaticos de varios tamanhoss! 82,

Existem poucos recentes trabalhos em linfangiogénese de
endométrio. Na literatura hd uma divergéncia entre os autores

quanto 4 distribuicdo dos linfaticos do endométrio. Alguns
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acreditam que existam linfadticos em ambas camadas basal e
funcional, enquanto outros, apenas na basal. Donoghue et al.
(2007), ao analisarem endométrios durante o ciclo menstrual,
demonstraram que existe maior densidade vascular linfatica na
camada basal do endométrio com a presenca de 13% de todos os
vasos linfdticos localizados na camada funcional, enquanto 43%
deles estariom localizados na camada basal’2. Corrobora com este
estudo, Rogers et al. (2008 e 2009), que identificaram densidade
vascular linfatica cerca de 4 a 5 vezes mais alta na zona basal do
que na funcional. Neste mesmo estudo, Rogers et al. (2008),
descreveram a mesma distribuicGo de fatores de crescimento
entre as camadas basal e funcional, sem relacdo com a
densidade vascular encontradass,s4,

Em conftraste, Uchino et al. (1987) haviam descrito somente a
camada basal como fonte de linfaticos no endométriod284 e
Koukourakis et al. (2005), utilizando LYVE-1 como marcador linfdtico,

ndo identificaram linfaticos em tecido endometrial humano?s.,

2.5 Métodos Imunoistoquimicos de Avadliagcao da

Linfangiogénese

Como descrito por Weidner et al. (1991), a técnica mais
utilizada para avaliacdo da densidade vascular linfatica associada
ao tumor, ao que se procede igualmente com 0s vasos sanguineos,
€ a contagem de vasos marcados pela  técnica
imunoistoquimicas®s.

A densidade microvascular (nUmero de vasos por milimetro
quadrado)”? é determinada pela contagem de vasos em dreas
denominadas “hot spots”, em que hd maior imunofluorescéncia
dos vasos, ou em dreas que aparentam, em menor ampliacdo,
conter inUmeros microvasos. Enfretanto, a maior fragilidade estaria
em se localizar estas dreas de maior densidade, os "hot spots”, que

dependem da experiéncia do investigador?’,



20

Shields et al. (2004), questionaram a utilizacdo destas dreas
de maior densidade vascular para contagem de vasos ao invés de
uma contagem fotal dos vasos linfaticos, uma vez que a
associacdo ente linfangiogénese e  hipdxia  continuam
contraditoriosss,

Ainda observador-dependente, pela escolha da drea de
maior densidade vascular, existem outras técnicas de contagem
de vasos linfaticos, como a técnica de Chalkley, utilizada por Hall
et al. (2003), no qual um gratficulo contendo 25 pontos
posicionados aleatoriaomente, € colocado sobre a drea
selecionada e, ao invés da contagem individual dos microvasos, é
feita a contagem dos pontos cobertos pelo vaso®. A técnica de
“point-counting” também pode ter auxilio de um reticulo contendo
100 pontos e 50 retas proposto por Gundersen et al. em 19880,

De maneira mais objetiva, a imagem citométrica com auxilio
de softwares de andlise de imagens que permitem o
processamento e cdlculo em imagens digitalizadas, e
determinacdo de varidveis como drea e perimetro de estruturas
ndo geométricas. Tem como desvantagem a necessidade de
equipamentos especializados para realizacdo da andlise, além de
poder haver inclusdo de outras estruturas estromais na amostra que
ndo vasculares linfaticas. Em estudo realizado por Choi et al. (2005)
para avaliacdo da densidade vascular linfdtica em carcinomas de
mama, comparando a técnica visual e de imagem citométrica,
mostrou que somente pela primeira técnica houve associacdo

com status linfonodal e expressdo génica da familia VEGF?!.

2.6 Podoplanina como Marcador da Célula Endotelial Linfatica

A podoplanina ou anfigeno EI1 foi primeiramente
identificada em células osteopldsticas?0.92 foi descoberta na célula

endotelial linfatica por Wetterwald e cols. (1996). Foi assim
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denominada pelo baixo nivel de expressdo de poddcitos no
corpusculo renal, estando envolvida no processo de formacdo dos
pés do poddcito e de manutencdo da permeabilidade glomerular.
E uma mucoproteina de membrana, consistindo de uma porcdo
transmembrana, de um dominio exiracelular e pequena parte
citoplasmadtica, sendo sintetizada por um gene funcionante,
localizado na membrana citoplasmdatica, existindo duas espécies
de podoplanina mMRNA?394959697 Em cultura de células endoteliais,
a podoplanina pode promover adesdo celular, migracdo, e
formacdo tubular?,

O método de escolha para sua avaliacdo da expressdo tem
sido a técnica imunoistoquimica, baseada na utilizacdo de
anticorpos especificos contra a podoplanina, como o anticorpo
D2-40, que reage com o anfigeno oncofetal M2A de
membrana’?? e €& expresso pela microscopia eletrébnica
normalmente na face luminal das células endoteliais linfaticas e
mais raramente nas organelas citoplasmdaticas destas células!0.101,

A podoplanina tem sido considerada um marcador linfatico
especifico, por ndo influenciar a formacdo dos vasos sanguineos?’,
mas Nndo exclusivo do endotélio linfatico, podendo ser expresso em
outfros tecidos humanos normais, como em poddcitos renais,
células alveolares pulmonares, células dendriticas, células da
granulosa do ovdrio, células epiteliais do plexo coroide,
miofibroblastos da prostata, entre outros!0.93,

Em um estudo de revisdo, Kalof et al. (2009), mostraram que o
marcador D2-40 pode ser expresso, além do endotélio linfatico, em
varios tipos de células e de neoplasias como, por exemplo, em
linfangioma, sarcoma de Kaposi, hemangioblastoma, seminoma e
schwanoma'0z,

Raica et al. (2008), em estudo de revisdo de literatura,
demonstraram dados controversos na expressdo da podoplanina

no ambiente peritumoral e intratumoral em diversos sitios, ndo



22

podendo determinar maior importdncia de uma drea em relacdo
a outra. Entretanto, enfatizam a utilizacdo da podoplanina ndo
apenas na avaliacdo da microdensidade vascular, mas também,

como marcador na invasdo linfovascularss,

2.7 O Papel da Podoplanina no Mecanismo de Invasao e
Metastase

Dumoff et al. (2005), em estudo retfrospectivo envolvendo 138
casos de bidpsias cervicais com diagndstico de carcinoma
espinocelular de colo de Utero inicial, identificaram relacdo entre a
baixa expressdo do anticorpo D2-40 em células tumorais e a
presenca de invasdo linfatica e metdstase linfonodal103,

Em estudo de revisdo de literatura, Wicki e cols. (2007),
citando estudos de cultura de células normais e neopldsicas,
demonstraram que a invasdo de células expressando podoplanina
estava correlacionada com a superexpressdo de
metaloproteinases da matriz, sugerindo que a expressdo da
podoplanina em cdnceres humanos promove migracdo e invasdo
tumoral coletiva mesmo na auséncia da transicdo epitélio
mesénquima (TEM) 104,

Em estudo transversal retrospectivo de Orddnez (2005),
utilizando o anticorpo D2-40 para avaliagcdo da especificidade e
sensibilidade da podoplanina para mesoteliomas malignos,
incluindo neste frabalho amostras de carcinomas de vdarios sitios,
sendo 5 casos de adenocarcinomas endometrioides de
endométrio, ndo identificaram a expressdo de podoplanina em
nenhum dos carcinomas, marcando apenas 0os mesoteliomas'os,

Entretanto, Donoghue et al. (2007), em estudo fransverso
retrospectivo, evidenciaram maior densidade vascular linfatica
intratumoral em adenocarcinomas endometriais grau | e lll em
comparacdo com endométrio funcional, mesmo sendo a

densidade peritumoral a maior em ambos os grupos. Além disso, foi
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demonstrado que nos adenocarcinomas de grau |, havia presenca
de estruturas glandulares complexas entrelacadas a projecoes
semelhantes a miofibroblastos, onde foram identificados tanto
microvasos sanguineos como linfdticos. Estas projecdes se
mostraram reduzidas nos tumores grau |ll.

Ainda neste estudo, os vasos relacionados com invasdo do
espaco linfovascular, ou seja, aqueles que apresentavam embolia
tumoral, foram encontrados enfre o tumor endometrial,

expressando fortemente o anticorpo D2-4079,
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

1. Avaliar o valor prognéstico da microdensidade vascular linfatica
(MDVL) infratumoral em adenocarcinomas primdrios de
endométrio, através da quantificacdo de vasos pela expressdo

imunoistoquimica da podoplanina.

3.2 Objetivos Especificos

1. Redlizar associacdo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas
relacionadas aos carcinomas primdrios de endométrio (idade,
estadiamento cirlrgico; tipo histoldgico; grau histoldgico;
comprometimento vascular; extensdo na cavidade utering;
infilfracdo miometrial; comprometimento da serosa; do colo de
Utero; da vagina e dos anexos; peritbneo/omento, citologia

peritoneal) e da MDVL com o estado linfonodal e o desfecho;

2. Avdliar a expressdo de podoplanina em células neopldsicas e
células fibrobldsticos do estroma intratumoral e sua relacdo com

o comprometimento linfonodal e desfecho;

3. Determinar os eventuais fatores preditivos de comprometimento

de linfonodos para-adrticos e desfecho.
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4 . CASUISTICA E METODOS

4.1 Casuistica

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de
Ftica em Pesquisa do Hospital “Professor Doutor Jodo Sampaio
Goes Junior” — Instituto Brasileiro de Controle do Céncer (IBCC) e
pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

(CAPPesq)(Anexo 1).

Realizou-se estudo observacional retfrospectivo, no qual
foram estudadas pacientes com adenocarcinoma primdrio de
endomeétrio tratadas no IBCC, no periodo de janeiro de 2000 a

dezembro de 2008.

No total de 200 prontudrios pesquisados, foram incluidas 57
pacientes com carcinoma estddios | a Il de acordo com a
classificacdo da FIGO 19881%, submetidas a tratamento cirdrgico
que incluiu a excisdo total do tumor e amostragem de linfonodos
regionais, e que tfivessem blocos de parafina disponiveis. Foram
excluidas as que receberam qualquer fipo de tratamento

radioterdpico ou quimioterdpico neoadjuvante.
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As pacientes foram divididas em dois grupos: Grupo A com
linfonodos regionais negativos (n=35), e Grupo B com linfonodos

regionais positivos (n=22).

Do prontudrio foram coletados: idade da paciente,
estadiamento segundo a FIGO, tipo de cirurgia realizada, evolucdo
com tempo de seguimento e desfecho, segundo protocolo de

pesquisa (Anexo 2).

Todos os dados coletados foram primeiramente incluidos em
banco de dados eletrbnico no programa Excel Microsoft Office
2007 e, depois de finalzada a coleta, todos os registros que
permitissem qualquer possibilidade de identificacdo das pacientes

foram apagados, tornando-as andnimas (Anexo 3).

4.2 Métodos

4.2.1 Método Anatomopatolégico

As seguintes informacdes foram recuperadas a partir do

laudo anatomopatoldgico original:

e Nivel de infiltracdo miometrial: intraendometrial, infiltracdo de
<50% da espessura endometrial, infilfracdo >50% da

espessura miometrial;
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e Extensdo neopldsica para o colo uterino, vagina, serosa

uterina e anexos: sim ou Nndo;

e Comprometimento de omento: sim ou nQo;

e Comprometimento peritoneal: sim ou ndo;

e Estado dos linfonodos pélvicos: sim ou ndo;

e Estado do linfonodos para-adrticos: sim ou ndo;

e Caracteristicas do endométrio ndo neopldsico: atrdfico,

hiperpldsico, normal;

e Citologia peritoneal: positiva ou negativa.

Todos o©os casos foram revisados, inicialmente, no
Departamento de Patologia do Instituto Brasileiro de Conftrole do
Cancer (IBCC) pela Dra Elod Muniz de Freitas Alves, onde foram
selecionados os cortes mais representativos dos tfumores. Estes
foram enviados para o Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo para re-andlise,
estabelecimento de consenso acerca das varidveis histoldgicas e
selecdo de drea representativa do tumor para construcdo de
blocos de microarranjos de tecidos (TMA) para os estudos
imunoistoquimicos. Esta etapa foi realizada pelo Dr. Bernardo G. L.

Almeida e Prof. Dra. Flomena M. Carvalho.

Foram analisadas as seguintes varidveis histoldgicas:
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1) Tipo histologico segundo critérios da Organizacdo Mundial de

Saude07:

a) Endometrioide (Figura 1)

b) Mucinoso

c) Seroso (Figura 2)

d) Células claras (Figuras 3 e 4)

e) Misto

f) Indiferenciado

Figura 1: Adenocarcinoma endometrioide, grau 1 histolégico, caracterizado pela
presenca de gléndulas de formas varidveis, revestidas por epitélio iregularmente
estratificado, com atipia discreta (hematoxilina-eosina — aumento original 100X)



29

Figura 2: Adenocarcinoma seroso do endométrio com projecdes papilares
compostas por células com pleomorfismo nuclear (hematoxilina-eosina -
aumento original 400X).

Figura 3: Carcinoma de células claras com padrdo sélido, composto por células
com intenso pleomorfismo nuclear e citolplasma claro (hematoxilina-eosina -
aumento original 400X)
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Figura 4: Carcinoma de células claras com padrdo glandular, exibindo células
com nucleos hipercromdticos, salientes no contorno glandular, com citoplasma
escasso (hematoxilina-eosina — aumento original 100X).

2) Grau Histolégico segundo os seguintes sistemas:

1. FIGO8: Aplicado aos tipos histolégicos endometrioides
€ mucinoso e baseado na proporcdo de dreas solidas
ndo escamosas ou morulares. Tumores com até 5% de
dreas sélidas sdo graduados como 1; com é a 50% de
dreas sélidas (Figura 5), como grau 2; e com mais de
50% de dreas sélidas como grau 3. NuUcleos
intensamente pleomorficos elevam o grau 1 para 2 e o

grau 2 para 3.
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Figura 5: Adenocarcinoma endometrioide, grau 1 histoldgico, com
glédndulas irregulares revestidas por células com discreto pleomorfismo
nuclear (hematoxilina-eosina — aumento original 400X)

Sistema de Vancouver'®8: Baseado nos sistemas de Nottingham
para os carcinomas de mama'®? e de Silverberg para o
ovdario'10. SGo avaliadas a arquitetura, pleomorfismo nuclear e

contagem mitética (Tabela 1).
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Tabela 1 - Cdiculo do grau segundo critérios do sistema de
Vancouverl!od

Escore arquitetural Escore nuclear Escore mitético

Arquitetura escore Atipia nuclear escore Contagem escore
mitotica*

Glandular 1 Leve ou 1 <11 1

moderada

Sdlida ou 2 Intensa 2 >11 2

papilifera

Escore total Grau final

3-4 Baixo grau

5-6 Alto grau

* Ajustado para microscépio com campo de maior aumento de 0,48 mm de

diGmetro

3) Grau nuclear: Avaliacdo subjetiva considerando volume
nuclear, forma, variacdes no famanho, contornos,
distribuicdo da cromating, presenca e tamanho do nucléolo,
e afividade mitética. NUcleos ovalados, pouco varidveis,
pouco aumentados, com nucléolo inaparente ou pequeno e
basofilico, foram classificados como grau 1. A forma
arredondada do nuUcleo, com cromatina dispersa e
nucléolos evidentes foram classificados como grau 2.
NUcleos volumosos, com significativa variacdo de forma e
volume, cromatina vesiculosa e nucléolos volumosos e

geralmente eosinofilicos foram classificados como grau 3.
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4) Comprometimento vascular peritumoral: avaliado no

miométrio circunjacente ao tumor.

4.2.2 Construgao dos Blocos de Microarranjos de Tecidos - “Tissue

Microarray” (TMA)

O procedimento foi realizado pela Consultoria em Patologia,
de Botucatu (SP) sob orientacdo do Prof. Carlos E. Bacchi (diretor
da Consultoria em Patologia) e da Prof. Dra. Filomena M. Carvalho
(Departamento de Patologia da FMUSP). Foi retirado um cilindro de
20 mm da drea selecionada do tumor, em cada bloco de
parafina, designado bloco doador. Estes cilindros foram enxertados
em um bloco de parafina receptor em linhas e colunas com um
intervalo de 1,0 mm entre cada cilindro, obedecendo & orientacdo
de um mapa de planejomento previamente desenhado. Foi
utilizado um instrumento de precisdo para construcdo de TMA do
fabricante Beecher Instruments, Silver Spring, MD, posicionado em
bancada fixa para frabalho. Depois que os cilindros foram todos
inseridos no bloco receptor, este foi aquecido por 10 minutos, &
temperatura de 60°C. A seguir, foram cortadas fitas de 3um dos

blocos em micrétomo convencional para confeccdo dos
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preparados histolégicos, utilizando Idminas apropriadas da marca

Starfrost ®slides, com técnica padronizada.

Os primeiros cortes histoldgicos foram corados pela técnica
da hematoxilina-eosina (Figuras 6 e 7). A seguir, foram efetuados os
cortes histoldgicos para realizagcdo das reacdes imunoistoquimicas

para podoplanina e do marcador de atividade proliferativa Ki-67.

Consultoria em Patologia

}
¢ Imuno-histoquimica | &
ST ; : . ‘
Adenocarcinoma | *9 @
Endométrio 2 | *00 e o
: : S " §
HE . 2 e
[}
'
m

Figura 6: Ldmina com corte histoldgico obtido de bloco de microarranjos de
tecido com 30 amostras de tumores, corado pela técnica de hematoxilina-
eosina.
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Figura 7: Detalhe de um dos casos incluidos em bloco de microarranjos de
tecido, representado por corte histololdgico de adenocarcinoma endometrioide
corado pela técnica da hematoxilina-eosina.

4.2.3 Método Imunoistoquimico

Cortes histologicos dos TMA com espessura de 3 micrometros
foram estendidos em |&minas de vidro previamente tratadas pelo
adesivo poli-D-lisina (Sigma Chemical Coorporation, EUA) para

evitar o descolamento dos mesmos durante a imunocoloracdo.

Os cortes foram mantidos em estufa por 4 horas e, a segurr,
submetidos a desparafinizacdo com quatro banhos sucessivos de
xilol seguida de passagem em dicool etilico-absoluto (4 banhos),
lavagem com solucdo salina tamponada (PBS) e bloqueio da

peroxidase enddgena com solucdo de HO2 a 3%.
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Os métodos de recuperacdo antigénica utilizados para os dois

antigenos investigados foram:

1) Ki-67: Pelo calor em panela de pressdo por 8 minutos, com
I&Gminas incubadoras em solucdo de dcido citrico 0,21%, pH
6,00.

2) Podoplanina: Pelo calor em forno de microondas por 15
minutos, com l&minas incubadas em solucdo de dcido citrico
0.21%, pH 6,00.

A seguir as l&minas foram incubadas com os antficorpos

primdrios “overnight”:

1) Ki-67: Clone MIB-1 (Ref: M7240-DAKQO), diluicdo 1:4800.

2) Podoplanina: Clone D2-40 (Ref: M3619-DAKQO), diluicdo 1:400.

Apds lavagem em PBS, as ldminas foram incubadas por 30
minutos com o anticorpo secunddrio por 30 minutos, seguindo-se
do sistema de deteccdo com Novolink polimero da Novocastra

(Ref: 7161).

Apds nova lavagem com PBS, as |[Gminas foram tfratadas com
solucdo de 3,3 diaminobenzidina (DAB Sigma, St Louis, EUA, Ref:
5637), diluida em TRIS-HCI-IM, pH 7,4 aquecida de H;O; durante 5

minutos.

Apds nova lavagem em dgua corrente e agua destilada, os
cortes foram contracorados pela Hematoxiina de Mayer e, a

seguir, desidratados em cadeia crescente de etandis, diafanizados
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em xilol, montados em resina para microscopia e examinados em

microscopio de luz.

4.2 .4 Interpretagdo Imunoistoquimica

As reacoes foram interpretadas avaliondo-se toda a

superficie do tumor presente nos TMAS.

Para a quantificacdo da linfangiogénese foi considerada a
expressdo de podoplanina no citoplasma das células endoteliais
do estroma intratumoral. Foram também consideradas as
coloracoes no citoplasma de células neopldsicas e no de células
estromais tipo filorobldsticas para avaliacdo destes
compartimentos. A positividade de podoplanina tanto em células
neopldsicas como nas do estroma foi considerada positiva quando
de intensidade moderada a forte em mais de 10% das células

(Figura 8).
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Figura 8: Estroma intratumoral com raras células estromais positivas para
podoplanina (exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento original 400X).

4.2.5 Método de Avaliagdo da Microdensidade Vascular (MDVL)

A quantificacdo da MDVL foi baseada nos principios de
andlise morfométrica descritos por Weibel!'!. Os preparados foram
examinados em microscopio Optico marca Nikon, modelo
Alphaphot, utilizando-se, para a contagem, objetiva de 40x e
ocular de 10x. Foram considerados vasos linfaticos as estruturas
coradas em marrom e com morfologia consistente com vaso, com
ou sem lumen (Figuras 11 a 15). Foram selecionados os 10 campos
do tumor com maior densidade vascular para as contagens e

calculou-se a média de vasos nos 10 campos.
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Para fins de andlise estatistica, a mediana dos resultados foi
considerada a linha de corte entre baixa e alta densidade

vascular, conforme utilizado por Hall et al. 87,

Figura 9: Podoplanina em células endoteliais de vaso linfadtico no estroma de
adenocarcinoma endometrioide (exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento
original 400X).

Figura 10: Esfroma de adenocarcinoma endometrioide com trés vasos linfaticos
(exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento original 400X).



40

Figura 11: Adenocarcinoma com drea sélida e quatro vasos linfaticos no estroma
(exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento original 400X).

Figura 12: Adenocarcinoma endometrioide, grau 1 histolégico, com quatro vasos
linfaticos no estroma (exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento original 400X).
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Figura 13: Adenocarcinoma endometrial, sélido na drea representada, com seis
vasos linfaticos no estroma (exame imunoistoquimico, D2-40 — aumento original
400X).

4.3 Metodo Estatistico

Os resultados foram apresentados em tabelas de
contingéncia com as estatisticas descritivas para cada varidvel
pesquisada e a sua associacdo com comprometimento linfonodal

e desfecho, aplicando-se a estatistica Qui-quadrado de Pearson'!2,

Modelos de Regressdo Logistica Multinomiais'!3 114 foram
ajustados para previsdo de comprometimento de linfonodos e
desfecho do caso. O método de ajuste empregado foi Stepwise
forward selection, no qual as varidveis categorizadas foram
infroduzidas, uma a uma, até que o modelo final e respectivas

estatisticas fossem obfidas. Somente as variaveis significativas foram
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mantidas no modelo. Os valores de qui-quadrado foram obtidos
através do cdlculo do teste da razdo de verossimilhanca.

A metodologia de Kaplan & Meier!15116117 foi aplicada para
construcdo das curvas de sobrevida segundo a condicdo dos
linfonodos. A estatistica de Breslow!1¢ foi usada para avaliacdo da
diferenca entre as curvas''s,

O nivel de significGncia adotado para o estudo foi de 5%
(p<0,05). Todos os resultados foram processados através de

software Epi Info2000117,
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5. RESULTADOS

As caracteristicas clinico-patolégicas e sua associacdo com
comprometimento linfonodal e desfecho estdo descritas nas

tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas relacionadas aos
carcinomas primdrios de endométrio segundo comprometimento

linfonodal (n=57)

Variaveis Linfonodos
n(%) Negativo (%) Positivo p’
(%)

Idade 45 a 54 5(8,80) 4(80,00) 1(20,00)

55 a 69 28(49,10) 16(57,10) 12(42,90) 0.620

>70 24(42,10) 15(62,50) 9(37,50) ’
Estadiamento cirtrgico | 27(47,40) 26(96,30) 1(3,70)
1998 I 6(10,50) 6(100,00) 0(0) <0.001

1l 24(42,10) 3(12,50) 21(87,50) ’
Tipo histologico Endometricide 44(77,20) 30(68,20) 14(31,80)

Escamoso 6(10,50) 0(0) 6(100,00)

Células claras 4(7,00) 3(75,00) 1(25,00)

Indiferenciado 2(3,50) 2(100,00) 0(0) 0,007

Mucinoso 1(1,80) 0(0) 1(100)
Tipo histologico Endometricide 44(77,20) 30(68,20) 14(31,80)

Nao endometrioide 13(22,80) 5(38,50) 8(61,50) 0,053
Grau histolégico FIGO 1 26(45,60) 18(69,20) 8(30,80)

2 14(24,60) 10(71,40) 4(28,60) 0.122

3 17(29,80) 7(41,20) 10(58,80) ’
Grau histoldgico  Baixo 44(77,20) 32(72,70) 12(27,30) 0.001
Vancouver Alto 13(22,80) 3(23,10) 10(76,90) ’
Comprometimento N&o 15(48,40) 12(80,00) 3(20,00) 0.017
vascular Sim 16(51,60) 6(37,50) 10(62,50) ’
Extenséo cavidade <35% 1(1,90) 1(100,00) 0(0)
uterina 35a79% 11(21,20) 8(72,70) 3(27,30) 0.403

>80% 40(76,90) 22(55,00) 18(45,00) ’
Infiltragdo miometrial <50% 30(53,60) 25(83,30) 5(16,70) <0.001

>50% 26(46,40) 9(34,60) 17(65,40) ’
Comprometimento N&o 45(95,70) 31(68,90) 14(31,10) 0,575
serosa Sim 2(4,30) 1(50,00) 1(50,00) ’
Infiltragdo colo Nao 34(61,80) 25(73,50) 9(26,50) 0.023

Sim 21(38,20) 9(42,90) 12(57,10) ’
Extenséo vagina Nao 52(94,50) 34(65,40) 18(34,60) 0.614

Sim 3(5,50) 1(33,30) 2(66,70) ’
Comprometimento N&o 47(82,50) 33(70,20) 14(29,80) 0.003
anexos Sim 0(17,50) 2(20,00) 8(80,00) ’
Comprometimento N&o 41(87,20) 28(68,30) 13(31,70) 0.048
peritbnio/omento Sim 6(12,80) 1(16,70) 5(83,30) ’
Citologia peritoneal Negativo 29(93,50) 17(58,60) 12(41,40) 0.681

Positivo 2(6,50) 2(100,00) 0(0) ’

1: Qui-quadrado de Pearson



Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas relacionadas aos

carcinomas primdrios de endométrio segundo desfecho (n=57)
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Variaveis Desfecho
n(%) Viva (%) Obito (%) p!

Idade 45 a 54 5(8,80) 5(100,00) 0(0)

55269 28(49,10) 22(78,60) 6(21,40) 0.548

>70 24(42,10) 18(75,00) 6(25,00) ’
Estadiamento cirirgico | 27(47,40) 23(85,20) (14,80)
1998 I 6(10,50) 6(100,00) 0(0) 0.110

1l 24(42,10) 16(66,70) 8(33,30) ’
Tipo histoldgico Endometricide 44(77,20) 38(86,40) 6(13,60)

Escamoso 6(10,50) 2(33,30) 4(66,70)

Células claras 4(7,00) 2(50,00) 2(50,00) 0,010

Indiferenciado 2(3,50) 2(100,00) 0(0)

Mucinoso 1(1,80) 1(100) 0(0)
Tipo histoldgico Endometricide 44(77,20) 38(86,40) 6(13,60)

Nao endometrioide 13(22,80) 7(53,80) 6(46,20) 0,012
Grau histolégico FIGO 1 26(45,60) 24(92,30) 2(7,70)

2 14(24,60) 10(71,40) 4(28,60) 0.069

3 17(29,80) 11(64,70) 6(35,30) ’
Grau histoldgico  Baixo 44(77,20) 37(84,10) 7(15,90) 0,080
Vancouver Alto 13(22,80) 8(61,50) 5(38,50)
Comprometimento N&o 15(48,40) 14(93,30) 1(6,70) 0.040
vascular Sim 16(51,60) 10(62,50) 6(37,50) '
Extensdo cavidade <35% 1(1,90) 1(100,00) 0(0)
uterina 35a79% 11(21,20) 9(81,80) 2(18,20) 0.898

>80% 40(76,90) 33(82,50) 7(17,50) ’
Infiltrag&o miometrial <50% 30(53,60) 26(86,70) 4(13,30) 0113

>50% 26(46,40) 18(69,20) 8(30,80) ’
Comprometimento N&o 45(95,70) 37(82,20) 8(17,80) 0.005
serosa Sim 2(4,30) 0(0) 2(100,00) ’
Infiltrag&o colo Nao 34(61,80) 31(91,20) 3(8,80) 0.003

Sim 21(38,20) 12(57,10) 9(42,90) '
Extensdo vagina Nao 52(94,50) 41(78,80) 11(21,20) 0.619

Sim 3(5,50) 2(66,60) 1(33,30) ’
Comprometimento N&o 47(82,50) 41(87,20) 6(12,80) 0.004
anexos Sim 0(17,50) 4(40,00) 6(60,00) '
Comprometimento N&o 41(87,20) 33(80,50) 8(19,50)
peritonio/omento Sim 6(12,80) 4(66,60) 2(33,30) 0,811
Citologia peritoneal Negativo 29(93,50) 22(75,90) 7(24,10)

Positivo 2(6,50) 2(100,00) 0(0) 0,999

1: Qui-quadrado de Pearson
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A associagdo entfre microdensidade vascular linfatica (MDVL)
e comprometimento linfonodal e desfecho estdo sumarizadas nas

tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Associacdo entre microdensidade vascular linfdtica
(MDVL) e comprometimento linfonodal

Variavel Linfonodos
Negativos(%) Positivos(%) Total(%)
MDVL  Baixa 14(51,80) 13(48,20) 27(47,40)
Elevada 21(70,00) 9(30,00) 30(52,60)
Total 35 22 57(100,00)

p=0,257

Tabela 5 - Associacdo entre microdensidade vascular linfdatica
(MDVL) e desfecho

Variavel Desfecho
Viva (%) Obito(%) Total(%)
MDVL Baixa 18(66,60) 9(33,30) 27(47,40)
Elevada 27(90,00) 3(10,00) 30(52,60)
Total 45 12 57(100,00)

p=0,031
A associacdo entre caracteristicas clinico-patologicas e

MDVL estdo representadas nas tabelas 6,7, 8 € 9.

Tabela é - Associacdo entre microdensidade vascular linfatica
(MDVL) e infiltracdo miometrial

Variavel MDVL

Baixo(%) Elevado(%) Total (%)
Infiltracdo <50% 10(37,00) 20(69,00) 30(53,40)
miometrial  >50% 17(63,00) 9(31,00) 26(46,40)
Total 27 29 56(100,00)

p=0,034
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Tabela 7 - Associacdo entre microdensidade vascular linfatica
(MDVL) e comprometimento de colo de Utero

Variavel MDVL

Baixo(%) Elevado(%) Total (%)
Comprometimento Nd&o 12(46,20)  22(75.,90) 34(61,80)
Colo de utero Sim 14(53,80)  7(24,10) 21(38,20)
Total 26 29 55(100,00)
p=0,047

Tabela 8 - Associacdo entre microdensidade vascular linfatica
(MDVL) e comprometimento de anexos

Variavel MDVL

Baixo(%) Elevado(%) Total (%)
Comprometimento  N&o 19(70,40)  28(93,30)  47(82,50)
ANexos Sim 8(29,60)  2(6,70) 10(17,50)
Total 26 29 57(100,00)
p=0,023

Tabela 9 - Associacdo entre microdensidade vascular linfdtica
(MDVL) e comprometimento de peritbnio e omento

Variavel MDVL

Baixo(%) Elevado(%) Total (%)
Comprometimento Nao 17(77,30)  24(96,00) 41(87,20)
Peritonio e Sim 5(22,70)  1(4,00) 6(12,80)
Omento
Total 22 25 47(100,00)

p=0,055
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As associacoes entre expressdo de podoplanina em células
neopldsicas e em células fibrobldasticas no estroma infratumoral,
relacionado com o comprometimento linfonodal e o desfecho

estdo sumarizadas nas tabelas 10, 11, 12 e 13, respectivamente.

Tabela 10- Associacdo entre expressdo de podoplanina em células
neopldsicas e comprometimento linfonoddal

Variavel Linfonodos
Negativos(%) Positivos(%) Total(%)
Podoplanina  Negativa 28(60,90) 18(39.10) 46(80,70)
células Positiva 7(63,60) 4(36,40) 11(19.30)
neopldsicas
Total 35 22 57(100,00)

p=0,866

Tabela 11- Associacdo entre expressdo de podoplanina em células
neopldsicas e desfecho

Variavel Desfecho
Viva(%) Obito(%) Total(%)
Podoplanina  Negativa 38(82,60) 8(17,40) 46(80,70)
células Positiva 7(63.,60) 4(36,40) 11(19,30)
neopldsicas
Total 45 12 57(100,00)

p=0,330

Tabela 12- Associacdo entre expressdo de podoplanina em células
fiorobldsticas do estroma infratumoral e comprometimento
linfonodal

Variavel Linfonodos
Negativos(%) Positivos(%) Total(%)
Podoplanina  Negativa 13(59,10) 9(40,90) 22(38,60)
estroma Positiva 22(62,90) 13(37,10) 35(61,40)
Total 35 22 57(100,00)

p=0,876
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Tabela 13- Associacdo entre expressdo de podoplanina em células
fiorobldsticas do estroma intratumoral e desfecho

Variavel Desfecho
Viva(%) Obito(%) Total (%)
Podoplanina  Negativa 15(68.,20) 7(31,80) 22(38,60)
estroma Positiva 30(85,70) 5(14,30) 35(61,40)
Total 45 12 57(100,00)
p=0,114

As tabelas 14, 15 e 16 demonstram os fatores preditivos para

comprometimento  linfonodal

paradrtico,

linfonodal e desfecho, respectivamente.

comprometimento

Tabela 14 - Determinacdo dos valores preditivos para desfecho nos
carcinomas primdrios de endométrio

. 7 oge QUi'

Variavel preditiva quadrado P

ldade 2,535 0,282
Estadio cirugico 1988 3,589 0,166
Tipo histoldgico 2,738 0,254
Tipo endometrioide 1,034 0,309
Invasdo vascular 4,465 0,035
Gilks 0,108 0,742
Infiliracdo miometrial 0,106 0,745
Serosa+ 2,203 0,138
Colo+ 0,549 0,459
Vagina+ 0,071 0,790
Anexos+ 2,942 0,086
Periténio 0,071 0,790
Lavado+ 1,311 0,252
MDVL 0,309 0,578
Podoplanina células neopldsicas 0,036 0,849

+: comprometimento
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Tabela 15 - Determinacdo dos fatores preditivos para
comprometimento linfonodal nos carcinomas primdrios de
endométrio

Variavel preditiva Qui-quadrado P
ldade 4,017 0,260
Estadio cirirgico 1988 52,380 <0,001
Tipo histoldgico 3,559 0,313
Invasdo vascular 1,582 0,208
Gilks 1,873 0,171
Infiltfracdo miometrial 1,657 0,198
Serosa+ 1,391 0,238
Colo+ 0,070 0,791
Vagina+ 0,920 0,338
Anexos+ 0,026 0,872
Periténio 0,018 0,892
Lavado+ 4,432 0,035
MDVL 0,549 0,459
Podoplanina células

neopldsicas 0,167 0,683
Podoplanina estroma 1,309 0,253

+: comprometimento

Tabela 16 - Determinacdo dos valores preditivos para
comprometimento de linfonodos paradrticos em carcinomas
primdrios de endométrio

Variavel preditiva Qui-quadrado P

ldade 2,058 0,357
Estadiamento cirdrgico 1988 8,113 0,017
Tipo histoldgico 1,232 0,745
Invasdo vascular 0,533 0,465
Gilks 7,493 0,006
Infiliracdo miometrial 0,621 0,431
Serosa+ 2,003 0,157
Colo+ 0,702 0,402
Vagina+ 0,001 0,981
Anexos+ 0,169 0,681
Periténio 0,879 0,343
Lavado+ 0,537 0,464
Linfonodos pélvicos+ 0,099 0,753
MDVL 1,113 0,291
Poplanina células neopldsicas 3,256 0,071
Podoplanina estroma 0,084 0,772

+: comprometimento
Na figura 14 apresentam-se as curvas de sobrevida em

funcdo do comprometimento linfonodal. Para o grupo com
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linfonodos negativos, a sobrevida méedia foi de 110 meses, com
intervalo de 84 a 135 meses. Para o grupo com linfonodos positivos,
a sobrevida média foi de 69 meses, com intervalo de confianca de

48 a 89 meses.

Curvas de Sobrevida
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1,0 —oomo
omo @
oo O oo mo
8
g8 B
iy}
3
% E 3 . ] L1
=
=
o
]
] 4 )
5] ' 8 Linfonodos
EE
B Pasitivo
2 ¥ PFositivo-censuradao
Megativa
TN I] O MNegative-censurado
n 20 an G0 a0 100 120 140 160

Tempo de Sobrevida (meses)

Figura 14 - Curvas de sobrevida segundo a condicdo dos linfonodos

Na figura 15 foram aqjustadas as curvas de sobrevida em
funcdo da microdensidade vascular linfatica (MDVL). A estatistica
de Breslow € conservadora e ndo possibilita evidenciar diferenca
enfre as curvas. Porém hd indicios dessa diferenca, pois 0os tempos

médios de sobrevida foram de 129 meses para as pacientes com
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elevada MDVL, com intervalo de 113 a 145 meses; caindo para 79

meses nas pacientes com baixa MDVL.

% sobreviventes
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Figura 15 - Curvas de sobrevida segundo MDVL
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6. DISCUSSAO

A metdstase linfatica é considerada um dos mais importantes
fatores progndsticos na sobrevida de pacientes com céncer de
endométrio, assim como em vdarios tumores epiteliais. Vdarios estudos
clinicos e experimentais tém sugerido que a migracdo de células
tumorais aos linfonodos € facilitada pela linfangiogénese20.121,

Neste estudo, das 57 pacientes submetidas a estadiamento
cirirgico para cdncer de endométrio, com realizacdo de
histerectomia fotal abdominal, 22 (38,6%) apresentavam
disseminacdo para linfonodos pélvicos e/ou para-adrticos. Quando
os linfonodos estavam positivos, 8 (36,4%) foram a dbito.

Dentre as varidveis preditivas pesquisadas, estavam
associados ao comprometimento linfonodal para-adrtico o
estadiamento cirlrgico e o grau histoldégico e comprometimento
linfonodal pélvico, o estadiamento e o lavado peritoneal positivo.

Estudos avaliando a neovascularizacdo linfdtica e seu papel
na migracdo tumoral sdo facilitados pela recente identificacdo de
fatores linfangiogénicos e seus receptores e pelos marcadores
vasculares linfaticoss4.

Os marcadores mais usados para identificacdo de tecido
endotelial linfatico através da identificacdo imunoistoquimica
incluem os VEGFR-3, PROX-1, LYVE-1 e a podoplanina34. Entre estes,
a podoplanina, uma glicoproteina fransmembrana fipo mucing,
que ¢é reconhecida pelo anticorpo monoclonal D2-40, é
considerada o mais confiavel marcador linfatico, com alta
especificidade e sensibilidade>. Neste estudo, escolhemos a
podoplanina como indicador para avaliacdo da linfangiogénese,
uma vez que € expressa apenas em linfaticos e ndo no endotélio

vascular sanguineo4, em pequenos vasos linfaticos ao invés dos
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maiores, permitindo maior sensibiidade na identificacdo da
linfangiogénese122,

A expressdo da podoplanina tem sido associada com a
invasdo tumoral e metdstase, através de um processo de migracdo
coletiva de células tumorais mesmo na presenca da proteina
fransmembrana que possui funcdo de adesdo celular, a E-
caderina. A perda desta funcdo da E-caderina é estimulada na
maioria dos tumores epiteliais e se relaciona com 0s Processos
din@micos de mudanca de fendtipo molecular, que propiciam a
migracdo celular Unica e precoce04123,

Nos carcinomas de endométrio, apesar de alguns estudos,
como o de Wincewicz et al, ndo evidenciaram relacdo entre
expressdo de E-caderina e a profundidade de invasdo tumorall?4,
sabe-se que a perda completa ou parcial da funcdo da E-
caderina parece estar relacionada a comportamento mais
agressivo do tumor, com maior potencial metastdtico e pode ser
explicada pela perda da heterozigose (LOH) em alguns genes ou
por hipermetilacdo. A LOH é encontrada com maior freqUéncia
nos tipos histoldgicos ndo endometrioides’?s,

A podoplanina, entdo, poderia estimular a migracdo e
invasdo tumoral utilizando-se de sinalizadores da via E-caderina e
assim promover disseminacdo e metdstase.

Em nosso estudo, observou-se a expressdo de podoplanina
em células neopldsicas de apenas 19,3% e em fibroblastos do
estroma de 61,4%. Entretanto, nGo houve relacdo de sua expressdo
com o comprometimento linfonodal. Com relacdo ao desfecho,
houve indicios de relacdo entre expressdo de podoplanina no
estroma e desfecho (p=0,114), que poderia se tornar significativa
com aumenfo do nUmero de casos na casuistica. Obtiveram
desfecho vida, 85,7% das pacientes que apresentaram expressdo
de podoplanina no estroma; sugerindo a identificacdo da

podoplanina em processos de linfangiogénese iniciais, 0 que seria
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de grande importéncia para deteccdo precoce da disseminacdo
tumoral e melhora no prognadtico.

Consideramos neste estudo cada compartimento (intra e
peritumoral) para avaliacdo da linfangiogénese, devido a grande
controvérsia que envolve este tépico na literatura. Devido co
limitado conhecimento sobre a linfangiogénese e diferentes tipos
de cdancer, consideramos valido acumular dados que futuramente
possam ser comparados com outros estudos e ajudar a promover
um melhor entendimento do papel da linfangiogénese na
disseminacdo tumoral.

Neste frabalho, avaliomos a microdensidade vascular
linfatica no compartimento intratumoral utilizando a podoplanina
como marcador linfatico. A densidade vascular foi determinada
através da contagem direta de vasos linfaticos em 10 campos do
tumor com maior densidade vascular. Embora nosso estudo seja
limitado pelo fato da MDVL ter sido obtido somente nos cortes de
TMA, a drea do tumor investigada foi rigorosamente escolhida,
considerando as condicdoes de fixacdo do espécime e a
morfologia do tumor.

A técnica de contagem direta dos vasos linfaticos por
campo foi escolhida neste estudo ao invés da contagem por
pontos incidentes em vasos ou por interseccoes de linhas do
graficulo com vasos linfaticos marcados, devido a equivaléncia
entre os trés métodos, comprovada anteriormente em estudo
avaliando a linfangiogénese em carcinomas de colo de Utero!2,

A MDVL tem sido estudada em diversos tipos de tumores por
varios métodos'3. Existem poucos estudos sobre MDVL e cdnceres
ginecologicos. Gombos et al estudaram MDVL intra e peritumoral
utilizando anticorpo D2-40 em 111 carcinomas de células
escamosas € 0s correlacionando com expressdo de VEGF-C,
caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor e desfecho. Eles

identificaram associacdo apenas entfre elevada MDVL peritumoral
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e baixa sobrevida'?’. Zhang et al., utilizando LYVE-1 como
marcador linfatico, estudaram densidade vascular linfatica intra e
peritumoral em carcinomas cervicais de estadio inicial. A elevada
MDVL em ambos os compartimentos, intfra e peritumoral, foram
associados com metdstase linfonodal’s. Em contraste, Birner et al.
estudaram 95 casos de carcinomas cervicais estddio pTlb e
observaram progndstico mais favordvel entre os tumores com
elevada MDVL, resultado similar ao nosso'28,

Em estudo publicado em 2010, de Zaganelli et al, do
departamento de ginecologia do HCFMUSP, utilizando a
podoplanina para avaliar a linfangiogénese em 144 casos de
pacientes com carcinomas de colo de Utero, estddio lb a lla, a
MDVL intratumoral foi maior nos carcinomas cervicais precoces
(nagueles sem metdstase para linfonodos e com menores estadios)
apesar de ndo haver tido relacdo com metdstase linfonodal e
desfecho!?,

Estudos sobre linfangiogénese e céncer de endométrio sdo
raros. Para investigar se o aumento da MDVL peritumoral ou
intratumoral, Gao et al. estudaram 102 pacientes com carcinoma
endometrial ufilizando LYVE-1 como marcador linfatfico. Eles
identificaram relacdo entre elevada microdensidade peritumoral,
mas ndo infratumoral, e metdstase linfonodal'??. Em confraste,
Vandenput et al, ao estudarem 62 pacientes com carcinoma
endometrial, identificaram que nem a linfagiogénese peritumoral
ou infratumoral determinados pela expressdo da podoplanina
tiveram relacdo com o prognodstico!®, Outros estudos tém
documentado que a metdastase linfonodal ocorre independente
dos vasos linfdticos intratumorais, sugerindo que a vasculatura
infratumoral linfatica € normalmente ndo funcionante e apenas os

vasos peritumorais linfaticos conduziriam fluido e células™3!,
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Corroborando com nossos achados, ainda no estudo de
Vandenput et al, nGo houve correlacdo entre a MDVL e o grau ou
o fipo histoldgico30,

Em nosso estudo, a baixa MDVL foi associada com pior
prognostico. Setenta e cinco por cento das mortes ocorreram em
pacientes com baixa MDVL intratumoral, comparados com apenas
25% das mortes em pacientes com elevada MDVL (p=0,031). Em
contraste, a elevada MDVL foi associada com fatores progndsticos
favordveis, como menor infilfracdo miometrial >50% (p=0,034),
menor envolvimento cervical (p=0,023), menor envolvimento
peritoneal (p=0,055). A explicacdo para este achado ndo é clara,
mas supomos que a linfangiogénese seja um evento precoce na
progressdo tumoral, quando os vasos linfaticos ainda ndo estdo
funcionantes. Associacdo entre densidade vascular e outros fatores
progndsticos podem ajudar a  elucidar caminhos da
linfangiogénese na identificacdo de terapias alvo para o0s
carcinomas endometriais.

Nossos resultados mostram que uma elevada MDVL
infratfumoral € caracteristica de estadio inicial de carcinomas
endometriais, sugerindo que o comeco da linfangiogénese poderia
ser importante em tumores pequenos. Dessa forma, esses tumores

seriom candidatos a futuras terapias alvo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que, em mulheres
com adenocarcinoma primdrio de endométrio nos estadios | a lll:

7.1 Elevada microdensidade vascular linfatica relacionou-se
com melhor progndstico;

7.2 As caracteristicas clinico-patoldgicas que se associaram
com o comprometimento linfonodal foram: estadiamento cirdrgico,
tipo e grau histoldgico, presenca de invasdo vascular, nivel de
infiltracdo miometrial e comprometimento do colo do Utero,
anexos, peritbnio e omento. O comprometimento linfonodal reduz
a expectativa de vida das pacientes com cdncer de endométrio;

7.3 Ndo houve associacdo significativa entre expressdo de
podoplanina tanto em células neopldsicas quanto em células
fiorobldsticas do estroma intratumoral e a previsdo de
comprometimento linfonodal e o desfecho. Os resultados sugerem
que a expressdo de podoplanina no estroma estaria associada a
melhor prognodstico.

7.4 As variaveis que se relacionaram com o desfecho foram
tipo histoldgico, presenca de invasdo vascular, comprometimento

do colo do Utero e anexos e a microdensidade vascular linfatica.
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Apenas o estadiamento cirdrgico e o grau histolégico foram

preditivos para o comprometimento linfonodal.
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8. ANEXOS

Anexo1 - Aprovac¢ao do Protocolo de Pesquisa

dand

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de SGo Paulo, em sessdo de 10/09/2008, APROVOU o
Protocolo dé Pesquisa n° 0728/08, intitulado: "AVALIAGAO DA LINFANGIOGENESE
EM ADENOCARCINOMAS PRIMARIOS DE ENDOMETRIO" apresentado pelo
Departamento de OBSTETRICIA E GINECOLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Jesus Paula Carvalho
Pesquisador (a) Executante: Lecy Kawamura
CAPPesq, 11 de Setembro de 2008

A

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
255, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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Anexo 2 - Dados coletados do Prontudrio

PROTOCOLO DE PESQUISA
ADENOCARCINOMAS PRIMARIOS DE ENDOMETRIO

Prontudrio: Nome da paciente:
1)Idade:

2) Esdiamento: ()l () ()__

3) Tipo de cirurgia:

4) Tipo histoldgico:( ) Grupo endometrioide () Grupo ndo
endometrioide

5) Grau histolodgico: ()1 ()2 ()3

6) Grau nuclear: ()1 ()2 ()3

7) Comprometimento vascular peritumoral: ( ) ndo identificado

() presente focal () presente multifocal () ndo avalidvel

8) Extensdo do tumor na cavidade uterina:

() <385% () 35-80% ()>80% ()ndo informado

?) Nivel de infilfracdo miometrial:

() intra-endometrial () <50% () >50% () ndo informado

10) Envolvimento da serosa uterina: ( )sim ( )ndo ( )ndo informado
11) Envolvimento do colo: ( )sim ( )ndo ( )ndo informado

12) Envolvimento de manguito vaginal: ( )sim ()ndo ( )ndo
informado

13) Envolvimento de anexos: ( )sim ()ndo ( )ndo informado

14) Envolvimento de periténio: ( )sim ( )ndo ( )ndo informado

15) Envolvimento de omento: ( )Jsim ()ndo ()ndo informado

16) Lavado peritoneal: ( )sim ( )ndo ()ndo informado

17) NUmero de linfonodos pélvicos comprometidos/retirados:

18) NUmero de linfonodos paradrticos comprometidos/retirados:



19) Desfecho:

20) Inicio seguimento:

21) Seguimento em meses:

22) Data do obito:

23) Tratamento adjuvante: ( )Radio ( )Quimio ( )Radio e
Quimioterapia

24) Drogas quimioterdpicas:

62



Anexo 3 - Banco de dados

Paciente | Idade [ EC | EC2010 | Cirurgia fipo | GHist | Vasc + Gilks | mit [ arg | GN | ExtCavUt | Inf Miomet | ExtSerosa | ExtColo | ExtVagina | Anexos+ | Peritonio+
1 81 lla b Piver 1+Est E 1 SimM L 5 G 2 >80% >50% N&o Sim N&o NG&o NG&o
2 86 lic nc2 Piver 1+Est S 3 SimM H 31 SP 3 35-80% >50% Ndo Sim Ndo Sim N&o Inf
3 40 lic NCc2 Piver 1+Est S 3 N&o Inf H 17 SP 3 >80% >50% Ndo Sim Ndo Sim Ndo
4 66 lic lIC1 Piver 1+Est E 2 SimM L 8 G 2 >80% >50% Ndo Sim Ndo Ndo Ndo
5 86 b la Estadiam E 1 N&o L 4 G 1 N&o Inf <50% N&o N&o N&o Ndo N&o Inf
6 84 llla llla Piver 1+Est | CC 3 SimM L 9 G 3 >80% >50% Sim Sim N&o Sim N&o
7 74 lllc nc2 Estadiam N 3 SimM H 25 SP 3 >80% >50% N&o Inf Sim Sim Sim Sim
8 63 b la Piver 1+Est E 1 Na&o Inf L 1 G 1 N&o Inf N&o Inf N&o Inf N&o Inf N&o N&o Néo
9 66 b la Estadiam E 2 N&o Inf L 7 G 2 N&o Inf <50% N&o Sim N&o N&o N&o Inf
10 71 lllc [l[e}] Piver 1+Est N 3 NGo Inf H 15 SP 3 >80% >50% N&o Sim N&o N&o N&o
1 73 b b Piver 1+Est E 2 SimM L 3 G 2 >80% >50% N&o Sim Sim N&o N&o Inf
12 74 lllc ll[e3] Piver 1+Est N 3 Ndo Inf H SP 3 35-80% >50% Sim Sim N&o Sim Sim
13 65 [ b Piver 1+Est E 1 SimM L 3 G 2 >80% >50% N&o Inf N&o N&o N&o N&o
14 77 b la Piver 1+Est E 2 Ndgo Inf L 1 G 1 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
15 48 b Il Piver 1+Est E 1 Ndo Inf L 7 G 2 >80% >50% N&o Sim N&o N&o N&o
16 69 lllc ll[] Piver 1+Est E 1 SimF L 0 G 1 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
17 61 Ilc b Piver 1+Est E 3 Ndo Inf L 4 SP 2 >80% >50% N&o N&o N&o N&o N&o
18 88 1[s} llla Piver 1+Est E 1 Nd&o Inf L 0 G 1 N&o Inf <50% N&o Sim N&o Sim N&o
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19 78 lllc lIC1 Piver 1+Est E N&o 4 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o Sim
20 68 lic nc2 Piver 1+Est CC SimM 10 P N&o Inf <50% Ndo Sim Ndo Sim N&o Inf
21 69 lllc ll[e3] Estadiam E Nd&o Inf 3 G >80% >50% N&o Inf N&o N&o N&o N&o Inf
22 70 b la Piver 1+Est | CC N&o Inf 3 P 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
23 73 b la Estadiam E NG&o Inf 6 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
24 75 b la Estadiam E Nd&o Inf G 35-80% <50% Ndo N&o N&o N&o N&o Inf
25 60 Is} la Piver 1+Est E NG&o Inf 2 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
26 77 lic lNnc1 Estadiam E N&o Inf 2 G >80% <50% Ndo Ndo Ndo Nd&o N&o Inf
27 66 lllc IVB Estadiam E SimM 2 G >80% >50% N&o Inf Sim Sim Sim N&o
28 62 lic NIC1 Estadiam E N&o 2 G >80% <50% N&o Inf Sim N&o Inf N&o N&o Inf
29 55 Ic b Estadiam E N&o 1 G >80% >50% N&o Inf N&o N&o N&o N&o
30 59 lic ne2 Estadiam E N&o Inf 1 G >80% >50% N&o Inf Nd&o N&o Ndo N&o Inf
31 65 Ilb I Estadiam E SimM 4 G >80% >50% N&o Inf Sim N&o N&o N&o Inf
32 78 la la Piver 1+Est | CC Nao 2 G <35% Intra_End N&o N&o N&o N&o N&o Inf
33 63 b la Estadiam E N&o 1 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
34 61 lllc nc2 Piver 1+Est E SIM M 4 S >80% >50% N&o N&o N&o N&o N&o
35 68 lllc li[e3] Piver 1+Est E SimM 1 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
36 62 b la Estadiam E Ndo Inf 0 G 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
37 73 llc ne2 Estadiam M SimM 2 P >80% >50% N&o Inf N&o Inf N&o Inf Sim Sim
38 71 lla la Piver 1+Est E Ndo 7 G >80% <50% N&o Sim N&o N&o N&o Inf
39 77 b la Piver 1+Est E Ndo 3 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
40 89 b la Piver 1+Est E Ndo 1 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o
41 74 lllc nec2 Piver 1+Est E Ndo Inf 1 G >80% >50% N&o N&o N&o N&o N&o inf
42 61 b la Piver 1+Est | Nd&o Inf N >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
43 55 b la Piver 1+Est E N&o 8 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
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44 64 b la Piver 1+Est Nd&o Inf 3 N >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
45 52 lllc nc2 Piver 1+Est N&o 2 E >80% >50% N&o Sim N&o N&o N&o

46 56 b la Piver 1+Est N&o 0 G 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
47 58 lllc [[e3] Piver 1+Est Nd&o Inf 14 S >80% >50% N&o Sim N&o N&o N&o Inf
48 60 b la Piver 1+Est NG&o Inf 1 N 35-80% >50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
49 47 b la Piver 1+Est N&o 1 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
50 69 b la Piver 1+Est NG&o Inf 1 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
51 57 b la Piver 1+Est Nd&o Inf 4 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
52 46 b la Piver 1+Est N&o 0 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o

53 72 lic NIC1 Piver 1+Est Ndo 12 N >80% >50% N&o Sim N&o Sim N&o Inf
54 73 lic lIC1 Piver 1+Est Na&o Inf 2 G >80% >50% Ndo Ndo Ndo Ndo Sim

55 50 b la Piver 1+Est Sim F 7 S 35-80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf
56 47 llb I Piver 1+Est SimM 2 G 35-80% >50% N&o Sim N&o N&o N&o Inf
57 74 b la Piver 1+Est N&o Inf 8 G >80% <50% N&o N&o N&o N&o N&o Inf

continua
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Desfecho em Inicio Data Tto Céls. Céls. Estromais
Paciente | Omento+ | Lavado+ [ Npelv | Npelv+ | Naort | NAort+ | Desfecho | Meses Seguimento obito Adjuvante Drogas QT Endometrio Normal | DVV | Ki-67 | Neopldsicas + +
1 N&o N&o Inf 10 0 0 0 Seguim 105 meses 19/10/1999 - RXT - N&o Inf. 0 <5% 0% 0%
2 N&o Neg 28 4 4 3 Sbito 101 meses 19/01/2000 26/10/01 RXT N&o Inf. 0 70% 0% 0%
3 N&o N&o Inf 29 0 19 5 Sbito 24 meses 14/03/2000 04/05/02 RXT+QT MAP Lesdo Toda Cavid. 0 25% 0% 0%
4 N&o Nd&o Inf 34 2 6 0 Sbito 10 meses 14/02/2000 17/04/01 RXT — Lesdo Toda Cavid. 1 25% <1% <1%
5 Ndo Inf Neg 5 0 0 0 Seguim 108 meses 19/10/2002 05/04/02 RXT — Lesdo Toda Cavid. 0 25% 0% 0%
6 N&o Neg 42 0 5 0 Sbito 19 meses 16/08/2001 09/05/03 RXT — Lesdo Toda Cavid. 0 40% 0% 0%
7 N&o Neg 36 11 13 10 Seguim 94 meses 25/09/2001 Qr TAXOL+CARBO N&o Inf. 0 30% 0% 0%
8 Ndo Neg 28 0 8 0 Seguim 84 meses 15/01/2002 — RXT — N&o Inf. 0.8 10% 0% <5%
9 N&o Inf Neg 9 0 0 0 Sbito 78 meses 11/10/2001 — RT+QT CDDP Atrofia cistica 0 40% 0% 0%
10 N&o N&o Inf 30 1 7 0 dbito 7 meses 09/09/2002 25/05/03 RXT Lesdo Toda Cavid. 0 70% 10% 0%
11 N&o N&o Inf 29 0 4 0 Seguim 80 meses 15/04/2002 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 4,5 50% 0% <5%
Hiperplasia Sem
12 N&o Neg 2 1 8 0 dbito 35 meses 07/07/2003 13/07/06 RXT+QT MAP Atipia 0.1 50% <1% <1%
13 N&o N&o Inf 20 1 0 0 dbito 6 meses 16/09/2003 19/12/05 RXT Lesdo Toda Cavid. | 0.8 | 40% 0% <1%
14 N&o Inf N&o Inf 17 0 0 0 Seguim 144 meses 18/09/2003 — RXT - NGo Inf. 3.5 20% 0% <1%
15 N&o Neg 23 0 2 0 Seguim 67 meses 10/02/2004 — RXT — Lesdo Toda Cavid. 1.9 70% 0% <1%
16 N&o Neg 24 6 6 0 Seguim 69 meses 31/10/2003 — - - NGo Inf. 0.2 30% 0% 0%
17 N&o Neg 21 0 0 0 Seguim 63 meses 23/04/2004 — RXT — Proliferativo 0 40% 0% 0%
18 N&o N&o Inf 14 0 3 0 Seguim 53 meses 22/02/2005 - RT+QT MAP N&o Inf. 0 25% 0% 0%
19 Sim Positivo 3 0 0 0 Sbito 12 meses 15/12/2004 — — Lesdo Toda Cavid. | 0.2 50% 5% <1%
20 N&o N&o Inf 12 3 4 4 Sbito 10 meses 17/05/2005 25/03/06 RXT+QT MAP Lesdo Toda Cavid. 11 30% 0% 0%
21 N&o Neg 23 8 0 0 Seguim 51 meses 14/04/2005 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 1,6 60% 0% <1%
22 N&o Inf Neg 12 0 0 0 Seguim 50 meses 16/05/2005 — RXT - N&o Inf. 0.7 80% 0% <1%
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23 N&o Neg 9 0 0 Sbito 33 meses 18/04/2005 RXT - Lesdo Toda Cavid. 0.3 60% <1% <1%
24 Ndo Neg 5 0 0 Seguim 50 meses 01/07/2005 - — — N&o Inf. 0,5 40% 0% <1%
25 N&o Neg 24 0 2 Seguim 64 meses 25/03/2004 - RXT - Atréfico 0.9 20% 0% <1%
26 Ndo Neg 36 3 0 Seguim 51 meses 30/03/2005 - RXT — Lesdo Toda Cavid. 0.3 70% 0% <1%
27 Sim Neg 22 19 0 Sbito 30 meses 13/06/2006 19/12/08 RT+QT Cis+Pacli+MAP N&o Inf. 0 80% 0% 30%
28 N&o Neg 38 3 4 Seguim 38 meses 30/05/2006 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 1,4 40% 0% 20%
29 Ndo Neg 10 0 0 Seguim 36 meses 04/07/2006 — RXT — Lesdo Toda Cavid. 0.1 10% 0% 0%
30 N&o Inf Neg 26 1 11 Seguim 35 meses 23/08/2006 — RXT — Lesdo Toda Cavid. 0 30% 0% 0%
31 N&o N&o 11 0 0 Seguim 33 meses 31/10/2006 — RT+QT N&o Inf. Lesdo Toda Cavid. 0 70% 80% 0%
32 N&o Inf N&o Inf 5 0 4 Seguim 31 meses 05/01/2007 - - - Atréfico 0.6 <5% <1% <1%
33 N&o Neg 15 0 0 Seguim 31 meses 10/11/2006 - RXT — NGo Inf. 2,7 20% 0% 0%
34 Ndo Neg 14 1 2 Seguim 31 meses 22/12/2006 — RXT+QT Cisplatina Lesdo Toda Cavid. 4 0% 0% 0%
35 N&o Inf N&o Inf 4 1 0 Seguim 30 meses 22/01/2007 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 4,3 25% 0% <1%
36 N&o Neg 29 0 2 Seguim 30 meses 29/01/2007 — RXT - N&o Inf. 1 0% 0% <1%
37 N&o Neg 35 18 2 Seguim 30 meses 23/01/2007 - RT+QT N&o Inf. Lesdo Toda Cavid. 0 25% 0% 0%
38 N&o Inf N&o Inf 25 0 0 Seguim 32 meses 17/11/2006 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 0 70% 0% <1%
39 N&o Neg 5 0 0 Seguim 24 meses 10/07/2007 — — — Lesdo Toda Cavid. 0 30% 0% <1%
40 N&o Neg 23 0 1 Seguim 24 meses 31/07/2007 - - - Lesdo Toda Cavid. 0.9 50% 0% 0%
41 Ndo Neg 21 2 4 Seguim 23 meses 17/08/2007 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 0.3 40% 0% <1%
42 N&o Inf Neg 20 0 0 Seguim 21 meses 09/11/2007 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 1,2 70% 0% <1%
43 N&o Inf Neg 10 0 0 Seguim 20 meses 09/11/2007 - RXT+QT Pamidronato Lesdo Toda Cavid. 0.5 60% 0% <1%
44 N&o N&o Inf 6 0 0 Seguim 21 meses 05/10/2007 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 1.1 80% 0% <1%
45 N&o N&o Inf 19 3 2 Seguim 20 meses 28/11/2007 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 0.1 40% 0% <1%
46 Ndo Nd&o Inf 28 0 3 Seguim 17 meses 11/01/2008 — RXT - N&o Inf. 2 30% <1% <1%
47 N&o Inf Nd&o Inf 29 2 0 Seguim 19 meses 14/12/2007 — RXT+QT Pacli+Carbo N&o Inf. 0.1 80% 0% <1%
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48 Ndo N&o Inf 17 Seguim 19 meses 21/12/2007 —- RXT -—- Ndo Inf. 0,2 25% 0% <1%
49 Ndo Ndo Inf 13 Seguim 13 meses 24/06/2008 - RXT — Lesdo Toda Cavid. 4,1 35% 20% <1%
50 N&o N&o Inf 21 Seguim 44 meses 30/03/2007 RXT Atrdfico 3.4 70% 0% 0%
51 Ndo Ndo Inf 36 Seguim 24 meses 28/07/2008 - RXT — Lesdo Toda Cavid. 0 30% 0% 0%
52 NG&o Inf NG&o Inf 15 Seguim 15 meses 25/04/2008 RXT N&o Inf. 4.7 80% 20% <1%
53 N&o Inf N&o Inf 15 Seguim 13 meses 23/06/2008 — RXT+QT Pacli+Carbo Lesdo Toda Cavid. 2.4 80% 5% <1%
54 Sim Ndo Inf 15 Seguim 9 meses 08/10/2008 — RXT+QT Pacli+Carbo N&o Inf. 1.3 20% 0% <5%
55 N&o N&o Inf 15 Seguim 9 meses 27/10/2008 — — — N&o Inf. 1.2 70% 0% <1%
56 N&o N&o Inf 10 Seguim 9 meses 20/10/2008 RXT N&o Inf. 24 | 90% 0% 0%
57 Ndo N&o Inf 8 Seguim 9 meses 24/10/2008 - RXT - Lesdo Toda Cavid. 1.7 80% 0% 10%
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