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Resumo

SALUM, S.O.R. Analysis of IMP3 expression in the morphological and prognostic
evaluation of endometrial cancer. 2016. 93f. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Introducgao: O cancer de endométrio (CE) € a neoplasia ginecologica mais comum
em paises desenvolvidos, e tem um comportamento heterogéneo sob o aspecto
clinico, biolégico, e morfolégico, com taxas de recorréncia de 15 a 20% ap0ds a cirurgia.
Este estudo avaliou, a associag&o entre a proteina 3 de ligagdo ao mRNA com fator
de crescimento insulina simile Il (IMP3), e fatores progndsticos e morfolégicos do CE.
Métodos: Realizou-se um estudo retrospectivo tipo transversal analitico, com
avaliacdo anatomo-clinica em 79 pacientes com CE, com 70 casos de
adenocarcinoma endometridide (ACEE) e 9 casos de carcinoma seroso, entre 1992 e
2010. Setenta e quatro amostras de endométrio benigno, obtidas de pacientes com
patologias benignas (mioma e podlipo), foram utilizadas como controle. A expresséo da
IMP3 foi avaliada por imunohistoquimica e quantificada em intensidade e extenséo, e
entdo associada a fatores morfolégicos e prognésticos, e claudinas (CLDNs) 3 e 4,
receptor de estrogénio (ER) e receptores de progesterona (PR), p53 e KI-67.
Resultados: Foi evidenciada associacao entre a expressao da IMP3 no carcinoma
seroso, em comparagcdo com o ACEE, tanto em intensidade (p=0,044) quanto em
extensdo (p<0,001), bem como nos seguintes fatores progndsticos: grau de
diferenciagao (p =0,024; p<0,010), estadiamento (p<0,001; p<0,001), metastase
(p=0,002; p<0,001). A expresséao de IMP3 foi significativa em extensao (p=0,002), nos
tumores de endométrio quando comparados aos controles. Houve associacdo da
proteina p53 (p<0,001; p<0,001) em intensidade e extenséao, e KI-67 (p=0,01) em
extensdo. Conclusao: A expressao de IMP3 foi maior nos tumores serosos de
endomeétrio, comparados aos ACEE. Também houve maior expressao no CE quando
comparadas aos controles e com fatores de pior prognéstico.
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SALUM, S.O.R. Analysis of IMP3 expression in the morphological and prognostic
evaluation of endometrial cancer. 2016. 93f. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Introduction: Endometrial cancer (EC) is the main gynecological cancer in developed
countries. Clinically, biologically and morphologically it presents heterogeneous
behavior and has a recurrence rate of 15 to 20%. This study evaluated the association
between insulin-like growth factor Il mRNA-binding protein 3 (IMP3) and the
morphological features and prognosis of EC. Methods: A retrospective cross-sectional
analytical study was conducted involving the anatomical and clinical evaluation of 79
patients with EC, 70 cases of endometrioid adenocarcinoma (EAC) and 9 cases of
serous carcinoma, between 1992 and 2010. Seventy-four benign endometrial
samples, obtained from patients with benign pathologies (myomas and polyps), were
used as controls. IMP3 expression was evaluated by immunohistochemistry and
quantified according to staining intensity and extension, and then associated with
morphological and prognostic factors, claudin markers (CLDN 3 and 4), estrogen
receptor and progesterone receptors p53 and Ki-67. Results: Associations were
observed for IMP3 expression in serous carcinomas compared with EACs both in
staining intensity (p=0.044) and extension (p<0.001) and for the following prognostic
factors: degree of differentiation (p=0.024; p<0.010), stage (p<0.001; p<0.001), and
metastasis (p=0.002; p<0.001). The extension of IMP3 expression was significant
(p=0.002) in endometrial tumors compared with control samples. Associations were
observed for p53 (p<0.001; p<0.001) in intensity and extension, and for KI-67 (p=0.01)
in extension. Conclusion: IMP3 expression was higher in serous tumors of the
endometrium compared with EACs. Higher expression was also observed in
endometrial tumors compared with controls and with factors of poor prognosis.
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ACE -
ACEE -
ACENE-
AKT-
ARID1A -
ASTEC-A
ASTRO-
CA-125 -
CDKN -
CE -
CLDN
CLDNs

CM3-

CRD-BP
CTNNB-
DNA -

ER -

ERBB -
ETV5-ETS
FBXW7- F-

FCEV —
FIGO —

G1-

G2-

G3-

GOG-

HER2-

HMGA -
hnRNP-K ( KH )-
IA -

IB-

IDH -

IGF2BP1-

porcentagem

menor

maior

menor igual

igual

Adenocarcinoma de endométrio
adenocarcinoma endometrial endometridide
adenocarcinoma endometrial ndo endometridide
serine/threonine Kinase

AT-rich interactive domain-containing protein 1A
Study in the Treatment of Endometrial Cancer
American Society for Radiation Oncology
cancer antigen 125

Climate and Development Knowledge Network
cancer de endométrio

claudina

claudinas

centimetri cubico

The mouse Coding Region Determinant-Binding Protein
beta catenina

desoxyribonucleic acid

receptor de estrogénio

receptor tyrosine kinase

variant 5 [Homo sapiens (human)]

box and WD repeat domain containing 7 [Homo sapiens
(human)]
fator de crescimento endotelial vascular

federacao internacional de ginecologia e obstetricia
grau 1 bem diferenciado

grau 2 moderadamente diferenciado

grau 3 indiferenciado

grupo de ginecologia oncoldgica

Human Epidermal growth factor Receptor-type 2
high mobility group A

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
estadio 1A

estadio 1B

indice de desenvolvimento humano

proteina 1 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2
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IGF2BP2-

IGF2BP3-

MA-
IMC-
IMP1-

IMP2-

IMP3-

V-
KI-67-
KOC- KH
KRAS-
MACD-
MDR1 -

MI-
MLH1-
mm -
mMRNA-
MSH2-
MSH6-
mTOR-
MYC-
OMS-
PARP-
PET-CT-
PI3K-AKT-
PIK3CA -

PMS2- PMS1

PPP- P1
PR -
PTEN -

rDNA
RE-

RNA —
RNPs -
RP -
RRMs -

proteina 2 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2

proteina 3 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2
estadio 3A

indice de massa corporea

proteina 1 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2

proteina 2 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2

proteina 3 de ligagdo ao RNA mensageiro com fator de
crescimento insulina simile 2

estadio 4

monoclonal antibody Ki-67; marker of proliferation Ki-67
domain containing protein overexpressed in cancer
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

Maria Aparecida Custédio Domingues

Maijor Facilitator Transporter; benomyl/methotrexate
resistance; aka BMR; closest S. cerevisiae gene is FLR1
(YBROO8C) multidrug transporter

instabilidade de Microssatélite

mutL homolog 1

milimetro

RNA mensageiro

mutS homolog 2

mutS homolog 6

mammalian target of rapamycin

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
organizagdo mundial da saude

Poly-(ADP-ribose) polymerase

tomografia computadorizada por emissao de positrons
phosphatidylinositol 3-kinase- serine/threonine kinase

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha
homolog 2, mismatch repair system component

protein phosphatase
receptores de progesterona
Phosphatase and tensin homolog

Ribosomal DNA
receptor de estrogeno

acido ribonucléico
ribonucleoproteinas
receptores de progesterona
RNA recognition motifs
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RUX1- roughex 1

STK- serine/threonine kinase

STK15- serine/threonine kinase 15

TCGA- The Cancer Genome Atlas

TGFB- transforming growth factor beta

TMA tissuemicroarrays

TOR- target of rapamycin

TP- terminal protein

TQ- tirosina quinase

TFF3- trefoil factor 3

U/mil- unidade por mililitro

USA- United States of America

VGEF- Vascular endothelial growth factor

VgRBP/Vera- insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 3 L homeolog
VICKZ- Vg1RBP/Vera IGF2BP CRD-BP KOC ZBP1 (gene family alias)

ZBP Z-DNA-binding protein
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1.1 Conceito

O cancer de endométrio é definido como neoplasia epitelial maligna do corpo
uterino, originada do endométrio, geralmente com diferenciacdo glandular, com
potencial de invasdo miometrial e metastases (Tavassoli; Devilee, 2003). E uma
doenca heterogénea no aspecto clinico, biolégico, morfoldgico, molecular e genético.
A identificagdo de grupos com comportamento semelhante e previsivel, € um dos
objetivos para direcionar condutas terapéuticas e definir o seguimento apropriado
(Murali et al., 2014).

1.2 Epidemiologia

O adenocarcinoma de endométrio (ACE) é o sexto tipo de cancer mais
frequente entre as mulheres no mundo, com aproximadamente 320 mil casos novos
por ano, o que representa cerca de 5% de todos os canceres do sexo feminino, com
70 % dos casos ocorrendo em paises com alto IDH (indice de desenvolvimento
humano). A taxa de incidéncia é de 8,2 casos por 100 mil mulheres, e a maioria dos
casos ocorrem acima de 50 anos. E responsavel pelo ébito de aproximadamente 76
mil mulheres por ano, o que representa 2% dos Obitos em mulheres

(www.inca.gov/estimativa/2016).

Nos Estados Unidos e Europa é a neoplasia maligna ginecologica mais comum,
responsavel por 6% dos casos novos de cancer e 3% de 6bitos por ano (Murali et al.,
Obitos; também foi estimado risco de 2.8% de desenvolver a doenga durante a vida
(Siegel et al., 2016).

No Brasil € a 3% neoplasia maligna ginecolégica mais comum, com incidéncia
esperada para o ano de 2016 de 6.950 casos novos, e risco estimado de 6,74/100.000
mulheres, estando atras apenas das neoplasias de mama e colo uterino. O maior risco
esta na Regido Sudeste com 9,58 casos a cada 100 mil mulheres, e o0 menor na
Regiédo Norte com 2,71 casos por 100 mil (www.inca.gov/estimativa/2016).
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Houve um aumento na taxa de obitos por 100 mil habitantes de 100% nos
ultimos 20 anos até 2012 (Sorosky, 2012). Vale ressaltar que esse indice tem relagao
com o aumento da expectativa de vida da populacdo e com as comorbidades que
geralmente acompanham esses casos. Em 90% dos casos, as pacientes com ACE
tem mais que 50 anos, e apenas 5% dos casos ocorrem antes de 40 anos (Sorosky,
2012).

1.2.1 ACE Esporadico e Hereditario

Cerca de 90% dos casos sao esporadicos e 10 % hereditarios. A idade média
de incidéncia é de 61 anos (Burke et al., 2014). Cerca de 5% dos casos hereditarios
estdo associados a Sindrome de Lynch, (Cancer de colén nao polipoide hereditario),
sindrome autossémica dominante, caracterizada por mutagado germinativa em um dos
genes de reparo do DNA: MLH1, MSH2, PMS2 e MSHG6. O risco acumulado de
desenvolver ACE devido essas mutacdes aos 70 anos é: de 54% para MLH1, 21%
para MSH2 e 16% para MSH6 (Burke et al., 2014). A mutagdao no PMS2 esta
associada a um risco acumulado de 15% durante a vida (Lancaster et al., 2015).
Geralmente as pacientes com esta sindrome, desenvolvem cancer endometrial 10
anos antes da populacdo geral, com um pico de incidéncia aos 46 anos, e
normalmente o prognéstico é bom (Ellis et al., 2010).

A sindrome de Cowden autossdmica dominante, esta relacionada ao aumento
de risco para ACE, associada a mutagdo germinativa no gene PTEN, e a um risco de
19-28% até os 70 anos. Esta relacionada a risco aumentado para outras neoplasias,
como, cancer de mama e tiredide (Lancaster et al., 2015).

1.2.2 ACE e Caracteristicas Fenotipicas e Fatores de Risco

Ha fatores de risco associados fenotipicos, e destaca-se a epidemia de
obesidade, presente principalmente nos paises desenvolvidos. Aproximadamente
70% das pacientes com ACE sao obesas, o que também aumenta o risco de morte
progressivamente em relagao ao IMC (indice de massa corpérea), (Calle et al., 2003;
Von Gruenigen et al.,, 2006; 2011); dados que mostram a necessidade da
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implementagcdo de politicas para mudanga no estilo de vida, melhorando habitos

alimentares e atividades fisicas.

O histdrico reprodutivo, maior numero de ciclos menstruais e estimulo
estrogénico exdégeno ou enddgeno, também sao importantes fatores. Neste contexto
se enquadram: a nuliparidade, menarca precoce € menopausa tardia, anovulagao
cronica (presente principalmente na sindrome de ovarios policisticos), obesidade
(situacdo em que ocorre maior produgdo estrogénica devido a aromatizagéo
periférica), tumores produtores de estrogenos, cirrose, terapias hormonais

estrogénicas isoladas e uso de Tamoxifeno.

O uso de estrégenos sem oposigao da progesterona aumenta de 4 a 8 vezes o
risco, enquanto a utilizagdo da progesterona diminui substancialmente, a depender do
tipo, dose e duragdo do tratamento.A nuliparidade e diabete estdo associados a um
aumento de 3 vezes do risco, ja a hipertensdo parece estar mais associada a
obesidade e diabete do que ao risco de ACE. Em mulheres brancas ha um risco 2
vezes maior que em negras, porém o prognostico em populagao negra € pior, o que
pode estar relacionado a tumores mais agressivos. O Tamoxifeno utilizado no
tratamento e prevencédo de cancer de mama, aumenta em até 3 vezes o risco, € a
maioria dos casos € do tipo endométrioide, baixo grau e estadio inicial. A terapia
hormonal estrogénica isolada, aumenta de 2 a 12 vezes o risco e este risco
permanece por 2-3 anos apos o fim do tratamento; nesses casos os tumores

geralmente sao precedidos por hiperplasia endometrial atipica (Sorosky, 2012) .

O uso de contraceptivo oral, acetato de medroxiprogesterona, dispositivo
intrauterino liberador de progesterona diminuem o risco de ACE, bem como o
tabagismo também tem sido associado a diminui¢cao de risco (Murali et al., 2014).

1.3 Classificagao Histologica e Anatomo-Clinica

A classificagdo da Organizagdao Mundial de Saude (OMS),para os tumores dos
orgaos genitais femininos identifica os diferentes tipos histolégicos de ACE:
Carcinomas epiteliais (endometridide, seroso, células claras, escamoso, células de

transicdo, células pequenas, mucinoso, indiferenciado); Tumores mistos
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mesenquimais e epiteliais (carcinossarcoma, tumor milleriano misto); Tumores
mesenquimais (musculo liso, estroma endometrial); Doenga trofoblastica e outros
tumores (Tavassoli; Deville, 2003). Os ACEE sao classificados em relagéo a sua
arquitetura em: Grau 1, com menos que 5% de padrao soélido ndo escamoso ou

morular; Grau 2 de 5-50% e Grau 3 mais que 50% (Buhtoiarova et al., 2016).

O ACE também é classificado, segundo Bokhman, de 1983, em dois grandes
subtipos, Tipo 1 e 2, baseando-se em caracteristicas clinicas, epidemioldgicas,
metabdlicas e enddcrinas das pacientes. O Tipo 1, tem como caracteristicas:
exposicao aumentada ao estrogeno, anovulagao crbnica (situagdo comum na sidrome
de ovarios policisticos), aumento da aromatizagao periférica convertendo maior
quantidade de androgénios em estrogenos (comum em pacientes obesas e
frequentente associadas a dislipidemia e diabete), receptores hormonais de
estrogeno e progesterona positivos, menor paridade, maior numero de ciclos
menstruais (menopausa ap6s 50 anos), tumores de baixo grau, invasao miometrial
superficial, baixa probabilidade de metastases linfaticas, alta sensibilidade a
progesterona, prognostico favoravel, com sobrevida em 5 anos de 86%. O tipo
histologico associado, é o adenocarcinoma endométrioide (ACEE), normalmente
com estadio precoce (FIGO I e II) no momento do diagnéstico (Silverberg et al., 2003).

Geralmente a lesdo precursora € a hiperplasia epitelial atipica.

O tipo 2 ou adenocarcinoma ndo endometriéide (ACENE), é mais comum em
pacientes sem exposicdo estrogénica excessiva, nao obesas, sem disturbios
endodcrinos e metabdlicos, menopausa antes de 50 anos, raga negra, tumores de alto
grau, invasao miometrial profunda com alta probabllidade de metastase linfatica, baixa
sensibilidade a progesterona, prognostico desfavoravel com sobrevida em 5 anos de
59% (Bokhman, 1983).0 tipo histolégico mais associado, € o Adenocarcinoma Seroso
5-15% e células Claras 1-5% dos casos, com baixa expressdo de receptores de
estrégeno e progesterona, e maior frequéncia de estadio (FIGO Ill/IV) no momento
do diagndstico. O endométrio atréfico normalmente precede esses casos e a lesao
pré- neoplasica associada é o carcinoma intraepitelial endometrial (Murali et al., 2014;
Llaudaré et al., 2012). A classificagdo de Bokhman, apesar de amplamente utilizada
e servir de modelo para diversos estudos até 0 momento, ndo se adequa a parte dos
casos, nos quais nao consegue definir grupos homogéneos quanto a biologia,
genética e patogenia, devido a sobreposi¢cao de caracteristicas. Murali et al. (2014),
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relata que cerca de 10-19% dos casos de ACEE sao de alto grau e possuem
caracteristicas intermediarias entre o tipo 1 e 2, 20% dos carcinomas serosos nao
apresentam invasao miometrial profunda e 2% tem associagdo com hiperplasia
endometrial. O grupo de ginecologia oncolégica (GOG), mostrou evidéncias de fatores
de risco comuns entre ACEE grau 3 e ACENE (Buhtoiarova et al., 2016). Setiawan e
cols. (2012), observou outros fatores de risco comuns entre as duas entidades, como
0 uso de contraceptivo oral, paridade, tabagismo, idade da menarca, diabete tipo 2,
no entanto, também ressaltou que o IMC (indice de massa corpérea) tem uma maior

relagdo com os tumores endométrioides.

O estadiamento do ACE FIGO 2009, elaborado pelo comité em Ginecologia
Oncoldgica, foi descrito por Pecorelli. ( 2009). O estadiamento pela FIGO (Federagao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia), 2009, divide-se no momento do
diagnéstico em: | 72%, 11 12%, 111 13, IV 3% (Sorosky, 2012). Cerca de 80% dos casos
sao diagnosticados em estadios precoces, | e Il pelo estadiamento da FIGO, com
sobrevida em 5 anos entre 74-91%. Pacientes com estadios avangados, Ill e IV, tem
respectivamente sobrevida em 5 anos de 57-66% e 20-26% (Murali et al., 2014).

Anexo |

1.4 Aspectos Clinicos e Diagnodstico

O sintoma mais comum no ACE é o sangramento vaginal anormal, que ocorre
em 90% dos casos e possibilita o diagndstico em estadios precoces em 75% dos
casos (Sorosky, 2012). Qualquer sangramento pdés menopausa é suspeito e deve ser
investigado, e sangramentos anormais na pré menopausa também. A avaliagao
nestes casos normalmente se inicia com a realizagdo de ultrassonografia pélvica
transvaginal, que tem alta acuracia na mensuragao do endométrio. O parametro
utilizado é a espessura do endométrio, considerada normal com valores iguais ou
menores que 4 mm (ACOG, 2012). Em casos alterados, indica-se bidpsia do
endométrio, que pode ser realizada ambulatorialmente, com maior frequéncia na
pratica, por catéter de Pipelle, com taxas de deteccdo para ACE e hiperplasias, de
99.6% e 98% respectivamente. A curetagem uterina também pode ser realizada, e a
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histeroscopia com bidpsia € o padrao ouro; todos os métodos tem alta especificidade
em torno de 98% (Burke et al., 2014).

1.5 Estadiamento e Tratamento

A partir de 1988, a FIGO, recomendou o estadiamento cirurgico para o
tratamento inicial do ACE, e mesmo apos a revisdo em 2009 (Anexo 1), o padrédo se
manteve em histerectomia total com salpingooforectomia bilateral e linfadenectomia
pélvica e para aodrtica bilateral. E importante observar que em torno de 20 % das
pacientes em que a impressao era de doenca em estadio inicial, o estadiamento
cirurgico mostrou doenga avangada (Burke et al., 2014). A abordagem cirurgica pode
ser feita por laparotomia, laparoscopia e cirurgia robotica. A conversdo da
laparoscopia para laparotomia tem relagdo entre outros fatores como a obesidade
presente na maioria dos casos; no estudo do GOG, LAP2, a conversao ocorreu em
17.5% das mulheres com IMC de 25, 26.5% com IMC entre 34-35% e 57.1% quando
o IMC era maior que 40 (Walker et al., 2009).

Dos procedimentos adotados no estadiamento, o que causa mais
controvérsias, é a linfadenectomia, por duvidas do seu papel no tratamento e
prognostico das pacientes, e o risco de morbidade associado. No ACE 6-8% das
pacientes tem metastase linfonodal no momento do diagndstico, 4-6 % tem metastase
para linfonodos pélvicos (com ou sem para aorticos) e 2% tem metastase em
linfonodos para aodrticos (Werner et al., 2014). As evidéncias nao mostram beneficios
deste procedimento em pacientes com estadio precoce e baixo risco (Todo et al.,
2010). Ja o estudo ASTEC em 2009, conclui apés avaliagdo de 1408 pacientes com
ACE, que também nao ha beneficios deste procedimento neste grupo. No entanto
este estudo apresentou varios pontos controversos, como: 1) apenas 50 % das
pacientes de alto risco, foram randomizadas para tratamento adjuvante 2) 7-9 % das
pacientes eram de baixo risco, 53-61% das pacientes com doenca avancada
(excluindo acometimento linfonodal) ndo foram randomizadas para terapia adjuvante.
Além disto, do grupo de pacientes randomizadas para linfadenectomia, havia 3% a
mais de lesdo de alto grau e invasao linfovascular e 10 % a mais de invasdao miometrial
profunda (Kitchener et al., 2009). O linfonodo sentinela, tem sido uma proposta de
minimizar a morbidade associada a linfadenectomia e substituir a linfadenectomia

completa (Ballester et al., 2011). A avaliagao pré-operatéria das pacientes é essencial
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para programacao do tratamento cirurgico; informagdes como invasao profunda do
miométrio, invasao cervical e extrauterina, linfonodos suspeitos de metastases sao
fundamentais para dirigir uma abordagem cirurgica mais adequada, desta forma,
métodos de imagem tem um importante papel neste cenario. A ressonancia magnética
com contraste e ultrassonografia transvaginal é mais utilizada para avaliagdo da
extensdo local do tumor, enquanto a PET-CT (tomografia computadorizada por
emissao de positrons) e tomografia computadorizada, tem um melhor desempenho

para detectar metastases linfonodais e a distancia (Haldorsen et al., 2016).

Sala et al. ( 2014), estudaram pacientes com ACEE através de dois modelos
de risco para definir a extens&o da cirurgia e correto estadiamento pelos critérios da
FIGO. As pacientes foram submetidas a avaliagao intraoperatéria através de exame
de congelacédo do utero e posteriormente classificadas em alto e baixo risco pelos
modelos da GOG33 e Clinica Mayo.

O algoritmo da GOG33 segue o estadiamento da FIGO 1988 e é definido
Como:

v' Baixo Risco: Estadio IA (acometimento superficial do endométrio),
independente do grau. Estadio IB (acometimento de menos da metade do
miométrio), Grau 1.

v" Risco intermediario: Estadio IB Grau 2 e 3.

v" Alto Risco: Estadio 1C (acometimento de mais da metade do miométrio),

independente do Grau, ou Estadios superiores.

O algoritmo da Clinica Mayo é definido como:

v' Baixo risco: tumores grau 1 e 2 com didametro do tumor < 2 cm, infiltragéo
de menos da metade do miométrio. Tumor endométrioide sem invasao do
miomeétrio.

v' Baixo risco intermediario: tumores de baixo risco grau 1 e 2, porém com
didmetro maior que 2 cm ou desconhecido.

v' Alto risco intermediario: tumores endométrioides grau 1 e 2 com mais de
50% de invasao do miométrio e grau 3 com menos de 50% de invasao do

miométrio.
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v" Alto Risco: tumores nao endométrioides; endométrioides grau 3 com
mais que 50% de invasdao do miométrio; envolvimento parametrial,

vaginal ou anexial; estadio IV da FIGO (Dowdy et al., 2014).

Apo6s a classificacdo de risco, as pacientes eram ou ndo submetidas a
linfadenectomia. Houve uma maior acuracia através dos critérios da Clinica Mayo,
com apenas 1 caso, que representou 0.4% do total, subestimado em relagao ao risco
de disseminacéo linfonodal.

As principais terapias adjuvantes no ACE sao radioterapia e quimioterapia e
existem evidéncias de que nao ha beneficios da radioterapia para pacientes com
estadio inicial e tumores Grau 1 e 2 (Blake et al., 2009). A radioterapia pélvica tem
demonstrado diminuir em até 64% a recidiva locorregional, porém sem melhorar a

sobrevida global e livre de doencga (Kong et al., 2012).

1.5.1 Tratamento Adjuvante

A ASTRO (sociedade americana de radioterapia em oncologia), recomenda o
tratamento radioterapico adjuvante da seguinte forma: 1) Pacientes sem doenga
residual em pegas de histerectomia e com ACE de baixo risco, grau 1 e 2 sem invasao
miometrial maior que 50%, nao ha indicagao de radioterapia. 2) Pacientes com tumor
grau 3 sem invasdo miometrial maior que 50%, grau 1 e 2 maior ou igual a 50 %, a
braquiterapia de fundo vaginal € a opgao de escolha. 3) Pacientes com Tumores grau
3 e invasao miometrial acima de 50% ou invasao do estroma cervical, esta indicado
radioterapia pélvica. Pacientes com tumores avangados, ha indicacédo de
quimioterapia associada ou n&o a radioterapia externa. N&o ha beneficio comprovado
da associagdo de radioterapia externa com braquiterapia de fundo vaginal em
nenhuma situagdo (Meyer et al., 2016). A quimioterapia tem a sua indicagdo em
tumores avancados e pode ser associada a radioterapia com melhora da resposta; o
regime quimioterapico com melhores resultados, € a associacdo de paclitaxel e

carboplatina, e tem a menor toxicidade (Burke et al., 2014 Part 2).

O tratamento hormonal também é uma alternativa, e pode ser indicado em
casos de pacientes jovens e tumores iniciais de baixo grau, com desejo de

preservagao de fertilidade. A medroxiprogesterona e acetato de megestrol s&o os
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farmacos mais utilizados nestes casos (Erkanli et al., 2010). Também pode ser
utilizado na doenca recorrente e avangada, com taxas de resposta entre 10-25%, e
resultados melhorados com associacédo de tamoxifeno, que aumenta a expressao dos

receptores de progesterona (Sorosky, 2012).

1.5.2 Terapia Alvo Molecular

A terapia alvo molecular € outro tipo de tratamento que surgiu com o avango da
compreensao dos eventos moleculares envolvidos no ACE. E uma opgéo para doenga
recorrente e/ou metastatica, situacdo que apresenta uma média de sobrevida de 7-12
meses, e requer tratamentos mais efetivos (Dedes et al., 2011). A utilizagdo destas
terapias ainda faz parte de ensaios clinicos e ndo é utilizada na pratica clinica do ACE;
a caracterizagdo molecular do tumor primario € fundamental para melhores
resultados. Os melhores impactos clinicos sao alcangados na associacdo com
quimioterapia, e diferentes vias de sinalizacdo s&o candidatas a terapias alvo. A via
de sinalizagao PI3K-AKT €& a mais frequente no ACEE, e frequentemente resulta da
mutacdo do gene supressor tumoral PTEN e da PIK3CA (Llaudaré et al., 2012).
Inibidores da PI3K podem ser usados como potentes agentes no tratamento do
cancer, e uma diminui¢ao na fosforilacdo da AKT e um aumento na apoptose € notada
em pacientes com ACE e mutagédo da PTEN apds uso de inibidores de PI3K (Matias-
Guiu, 2013).

Tumores associados com a inativacdo da PTEN s&o suscetiveis ao tratamento
com inibidores da via mTOR (alvo em mamiferos da rapamicina). Inibidores da mTOR
fazem parte de ensaios clinicos, como: temsirolimus, everolimus e ridaforolimus. A
utilizagédo de inibidores da mTOR no tratamento do ACE é sustentada pela alta
prevaléncia de perda de fungdo da PTEN, mutagao da PI3K, ativagao do sinal da PI3K,
e amplificacdes na doenga metastatica (Salvesen et al., 2012). Pacientes com
mutacao da PIK3CA tratadas com inibidores da via PIK3/AKT/mTOR tem resposta
significativamente superior que pacientes sem a mutagao (Salvesen et al., 2012). O
uso da via dupla PIBK-mTOR tem sido proposta para terapia alvo no ACE (Shoji K et
al., 2012). Receptores de Tirosina Quinase (TQ) também sao alvos para o tratamento
do cancer e se relacionam entre outras fung¢des, a regulagédo da expressao de fatores

de crescimento.
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Um exemplo é receptor do fator de crescimento epidermal (HER), que tem a
atividade intrinseca da TQ para sua expressao. A utilizacdo de anticorpos
monoclonais para inibicdo do HER, resulta em parada do crescimento celular, e um
efeito semelhante é visto na inibicao da atividade da TQ relacionada a este fator
(Matias - Guiu, 2013).

O fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) é outro receptor de TQ com
um importante papel na angiogénese e esta altamente expresso em ACEE.

O Bevacizumab, um anticorpo monoclonal recombinante de imunoglobulina
humana para o FCEV, tem sido utilizado em pacientes com doenga recorrente, com
resposta de 20% e estabilizagdo da doenga em 30% (Matias - Guiu, 2013).

O fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e o eixo de receptor de sinalizagao
do FGF, tem um importante papel em érgdos normais e no desenvolvimento vascular.
A mutacéao do receptor do fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF2) identificado no
ACE, esta associada a sensibilidade com a inibicdo do FGF, com estudos in-vitro e in
vivo demonstrando efeitos pr6 apoptoéticos e antiproliferativos (Salvesen et al., 2012).

A enzima poli (adp-ribose) polimerase (PARP), € um novo alvo terapéutico
importante no tratamento do cancer; esta enzima tem um papel essencial no reparo
de quebras do DNA, e terapias alvo tem sido propostas para subtipos especificos do
ACE, como aqueles com mutagédo da PTEN (Llaudaré et al., 2012).

1.6 Aspectos Moleculares do ACE e Fatores Prognodsticos

O ACE é uma doenga heterogénea, no aspecto clinico, morfolégico e

molecular.

Apesar da doencga ser diagnosticada em 75% dos casos em estadios iniciais, e
com uma sobrevida em 5 anos em torno de 80% considerando todos os estadios, 15-
20% dos casos ira recidivar, sendo um terco em pelve e vagina e dois tergos a
distancia (Salvesen et al, 2012), e o progndstico para doenga metastatica, sera de
uma sobrevida de apenas 7-12 meses, € apenas 10-15 % das pacientes irdo se
beneficiar de tratamento nesta fase (Haldorsen et al., 2016; Salvasen et al., 2012).
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Outro aspecto importante, é que deste grupo de recorréncia, 20% sao do ACEE, ou
tipo 1, teoricamente menos agressivos e de melhor prognéstico (Salvesen et al.,
2012). Por outro lado, 50% das pacientes com ACE de alto risco irdo se curar da
doencga (Werner; Salvesen, 2014).

A identificacdo de subtipos biologicamente distintos e marcadores de pior
prognostico, € fundamental neste cenario, para individualizar terapias e diminuir a
chance de recorréncia, como também, evitar tratamentos desnecessarios com a

toxicidade associada.

Até 70 % das recorréncias ocorrem nos 2-3 anos apos o tratamento, e a relagao
com fatores de risco histologicos € bem conhecida: tumores de alto grau, invasao de
mais da metade do miométrio, acometimento do espacgo linfovascular, invasao do

segmento inferior do utero, e histologia ndo endométrioide (Ben Arie et al., 2011).

Lavazzo et al. (2014), em uma reviséo sobre recorréncia em ACEE de estadios

iniciais, encontraram os seguintes fatores:

1) Uma taxa global de recorréncia em pacientes com ACE de 14.2%,
associada aos fatores de risco: idade avangada, grau histologico, atividade
mitética, invasdo miometrial, invasdo do espaco linfovascular, metastases
microscopicas vaginais, envolvimento anexial e linfonodal, com maior RR

(risco relativo) para idade.

2) Em pacientes com ACEE de baixo grau e estadios iniciais, 0 acometimento
do espaco linfovascular é um fator importante para recorréncia e

mortalidade.

3) Envolvimento do segmento inferior uterino também pode estar associado a

um risco maior de recorréncia.

4) A aneuploidia se mostrou como fator independente de risco para pacientes
com ACE estadio la.

5) Pacientes com expressdo aumentada da p53, mesmo em tumores

diploides, tiveram maior risco de recorréncia.

6) O papel da linfadenectomia é fundamental na avaliagdo de risco, e

pacientes com recorréncias precoces, podem estar associadas a
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subestadiamento; a combinagdo da avaliagdo do grau tumoral pre-
operatoria e da invasao miometrial intraoperatoria, pela macroscopia, leva

a decisdes erradas em 11 % dos casos.

7) Fatores genéticos como a metilagdo do rDNA, superexpressao e mutagao
do p53, presente até 3 vezes mais em mulheres de raga negra com ACE
estadio I, sd de Lynch que é caracterizada pela IM (instabilidade de
microssatélites), inativacao do gene 14-3-3-sigma, amplificacdo do KRAS
e expressao mMRNA kRAS, tem correlagdo com maior agressividade e

recorréncia.

Varios estudos avaliaram a expressdo molecular dos diferentes tipos
histologicos, com o objetivo de identificar perfis moleculares que caracterizassem
subtipos distintos de ACE.

Como em outras neoplasias, o ACE resulta de uma sequéncia de alteragdes
genéticas, relacionadas a cada tipo histologico. Existem perfis com caracteristicas
mais comuns em cada subtipo. O tipo 1 apresenta alteragbes no PTEN(Phosphatase
and tensin homolog), PIK3CA (Phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-Kinase,
catalytic subunit alpha), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue), Beta-
catenina, e/ou IM, e genes de reparo do DNA.O tipo 2 apresenta mutagao da TP53
(tumor protein p53), amplificagdo do STK15 e HER2 (fator 2 do receptor de
crescimento epidermal humano), alta expressao da p16 e baixa expressao ou perda
da E-caderina, e perda da heterozigose (Llaurado et al., 2012). Neste contexto, houve
uma melhor compreenséao da patogénese do ACE, marcada por eventos moleculares
na progressao de lesdes pré-neoplasicas para carcinomas invasivos e da evolugao
destes para invasao e metastases. Nos carcinomas tipo 1, a hiperplasia simples ou
complexa progride para hiperplasia atipica e neoplasia epitelial endometrial através
de mutagdes dos genes de reparo do DNA, MLH2 e MLHG, silenciamento do MLH1 e
proliferagdo policlonal; destas lesdes pode ocorrer evolugdo para ACEE e invasao
miometrial e metastases ou invasao vascular e metastases por mutagées nos genes
RUX1, ETV5, TGFB. No carcinoma tipo 2, o endométrio atréfico apresenta perda dos
RE e RP e progride para carcinoma intraepitelial endometrial, e deste para ACENE de
alto grau através de perdas de heterozigose, mutacdo da p53, amplificacdo da

Her2/neu e aneuploidia, podendo evoluir com invasdao miometrial e/ou vascular e
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metastases (Llaudaré et al., 2012). Apesar de existir um perfil molecular mais
prevalente para cada tipo, € fato, que ha muita sobreposi¢cao na expressao molecular
entre ambos (Murali et al., 2014). A porcentagem das altera¢gdes moleculares mais
comuns em relagdo aos subtipos 1 e 2 do ACE s&o respectivamente: mutacao de
PTEN 52-78% e 1-11%, PIK3CA 36-52% E 24-52%, PIk3R1 21-43% e 0-12%, KRAS
15-43% e 2-8%, ARID1A 25-48% e 6-11%, CTNNB1 23-24% e 0-3%, TP53 9-12% e
60-91%, PPP2R1A 5-7% E 15-43%, ampliagdo de HER, 2,0% e 27-44%, instabilidade
de microssatélite, 28-40 % e 0-2% (Murali et al., 2014).

PTEN é um gene supressor tumoral que tem importante papel na regulagédo do
ciclo celular e apoptose, e também regula a sobrevida celular e proliferagdo através
de acao antagbnica na via PI3K/AKT (Phosphoinositide 3-Kinase) (Ellis et al., 2010;
Llaudaré et al., 2012). A perda de fungéo do PTEN causa um aumento na proliferagéo
celular e alteragao no mecanismo de apoptose. A expressdo do PTEN no endométrio,
varia de acordo com a fase do ciclo menstrual e é regulada pelo estrogeno e
progesterona. Na fase proliferativa ha uma maior expressao, diminuindo na fase

secretora.

A inativagdo do PTEN tem sido amplamente associada ao desenvolvimento do
ACE, e varios autores tem demonstrado mutag&o deste gene em hiperplasias tipicas
e atipicas do endométrio (Ellis et al., 2010). A perda do PTEN tem sido associada a
30-60% de hiperplasia endometrial e a sua inativagdo com piora na sobrevida e
estadios mais avangados (Ellis et al., 2010). O KRAS, tem sido relacionado com o
crescimento tumoral e diferenciagdo, normalmente se expressa em tumores tipo 1.
Estudos tém demonstrado a sua expressdo progressivamente mais alta, de
hiperplasias simples para complexas e destas para carcinoma; a presenga de sua
mutacdo em material de bidpsia de lesdes pré-malignas podem sugerir sua fungao na

progressao para carcinoma (Llaudaré et al., 2012).

Microssatélites sdo simples repeticbes de sequéncias de DNA no genoma, que
séo suscetiveis a erros de replicacéo. A instabilidade de microssatélites (IM) é uma
condicdo de dano no DNA, devido alteragcdes no processo de reparacgao durante a sua
replicagdo, o que esta relacionado aos genes de reparo de DNA (Llauradé et al.,
2012). As primeiras alteragdes nos genes de reparo de DNA foram descritas em
pacientes com carcinoma coloretal ndo polipoide hereditario (CCNPH); algumas
mutagdes na linhagem germinativa: hMLH2, MLH-1, e hMLHG6 tem sido descrita em
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ACE, e a inativacdo do MLH-1, descrita como a causa mais comum de IM em ACEE

esporadico (Llaurado et al., 2012).

O Her-2/neu é um oncogene da familia do fator de crescimento epidermal e
desempenha um importante papel na regulacdo do crescimento e diferenciagao
celular. A sua superexpressao e amplificacdo se relacionam a varios tipos de cancer,
entre eles, o de endométrio, mama e ovario e estdo relacionadas a menor intervalo
livre de doenga e sobrevida global. No ACE, esta mais expresso em ACENE ou
endomeétrioides de alto grau. (Ellis et al, 2010).

A p53 é um gene supressor tumoral com importante fungdo na apoptose,
proliferagdo tumoral, e na carcinogénese do ACE. Principalmente no tipo 2 de ACE,
foram descritos até 85% de alteracdes da p53, e relacionados a estadios avancgados,

metastase linfonodal, e tumores de alto grau (Ellis et al., 2010).

Um desafio no diagnostico anatomo-patologico, é diferenciar os ACE de alto
grau, que incluem os tumores endometridides grau 3, serosos, ceélulas claras, e
indiferenciados. Atualmente o coriocarcinoma, tumores epiteliais mistos e “tumores
hibridos” (com morfologia ambigua, sem caracterizagéo do tipo histolégico), também
sao inclusos nesta relagao. Existe até 20% de divergéncia no diagndstico deste grupo
(Soslow, 2013). O grupo de estudo do TCGA (O Atlas do Genoma do cancer), sugeriu
que 20-30% de tumores diagnosticados como endometridides grau 3 € em menor
proporgao grau 2, possuiam caracteristicas moleculares do carcinoma seroso. Entre
10-19% de ACEE sao de alto grau, e tem caracteristicas clinicas, histopatolégicas e
moleculares intermediarias com ACENE, incluindo falta de associagdo com

hiperplasia endometrial e pior prognéstico (Murali et al., 2014).

O ACEE de alto grau geralmente evolui com metastases primaria para
linfonodos pélvicos e paraaodrticos e tecidos pélvicos, mais raramente para outros
orgaos. A doencga extrauterina geralmente ocorre em casos com invasao profunda do
miométrio e linfovascular. Entretanto, os ACENE serosos, além das metastases
linfonodais e viscerais, frequentemente apresentam invasdo anexial e peritoneal.
Tanto ACENE seroso e de células claras tem relato de associacédo frequente com
polipos endometriais (Soslow, 2013).

A imunoistoquimica tem auxiliado a elucidar o grupo de alto grau, como descrito

a segquir.
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PTEN, PIK3CA e ARID1A tem a mutacdo encontrada em mais de 60% dos
ACEE grau 3, ha mutagado da TP53 em cerca de um tergo dos casos e 20-30% tem
alta instabilidade de microssatélites. A Perda do PTEN e ARID1A e expresséo de RE
e RP, mesmo que focal, também s&o encontrados no ACEE grau 3 (McConechy et
al., 2012). O ACENE seroso apresenta alta taxa de mutagéao da TP53, variando de 67-
90% dos casos, aproximadamente metade tem mutagdo de PPP2R1A e um quarto
mutacado da PIK3CA. O carcinoma seroso tipico, também apresenta alta expressao
da p16, e RE e RP com baixa expressao ou ausentes, PTEN e ARID1A com baixa
expressao e raramente alta IM. O carcinoma de células claras tem frequente mutagao
de PIK3CA e ARID1A, baixa mutagao da p53 (semelhante ao ACEE grau3) e baixa
taxas de mutacdo da PTEN; frequentente ha perda da expressao do RE e RP e
ocasionalmente alta expressao da p53 e p16 (Soslow, 2013).

A expressao aumentada da p53, RP negativo e baixa expressdo da PTEN
auxilia a definicdo de ACNE seroso em relagdo ao ACEE Grau 3; e baixa taxa ou RP
negativo associado a alta expressédo da HNF-1Beta (fator nuclear do hepatdcito-
1Beta), favorece o diagndstico de ACNE de células claras (Soslow, 2013).

Alvarez et al. (2012), concluiram que o ACEE grau 3 tem em comum com o
ACEE de baixo grau, a expressdao aumentada da cyclin D1 mas ndo a sua
amplificacdo e também a baixa frequéncia de expressao e amplificacdo do HER-2. Na
correlagdo com os ACNE serosos, observou a alta expressédo do p53 e p16 e baixa
frequéncia dos genes de reparo de DNA em comum, e raramente a alta expressao e
ou ampliagado do HER-2 e ampliagao da cyclin D1 e WT-1.

A superexpressao do HER2 se associa a tumores agressivos e auxilia a
definicao de subtipos; A baixa expressao de ER/PR tem relagdo com baixa sobrevida,
metastase linfonodal e define progndstico e subtipos. A alta expressédo da Stamina se
associa a baixa sobrevida, metastases linfonodais e baixa resposta ao tratamento com

taxanos (Werner; Salvesen., 2014).

Os melhores marcadores para subtipos histoléogicos do ACE segundo este
mesmo estudo sdo: RE e RP, p53 e ploidia do DNA; os RE e RP s&o comuns em
ACEE, e a superexpressdo de p53, aneuploidia, presenca de ganhos e perdas
cromossOmicas, sao mais presentes em ACNE. A perda da expressédo do RE e RP

tem claramente se associado a tumores agressivos, mesmo os do tipo endometridide.
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A ploidia do DNA tem se mostrado um marcador independente de progndstico para
ACE em varios estudos, identificando grupos de alto risco, até para pacientes que
presumidamente eram classificados como baixo risco por critérios clinicos e

patologicos (Werner; Salvesen., 2014).

Um perfil morfolégico e molecular foi elaborado para prever a probabilidade de
doenca disseminada no momento pré operatorio e também estabelecer o progndstico,
a sobrevida em 5 anos.Os achados foram: histologia ndo endométrioide ou
endometridide grau 3, invasdo vascular, perda da expressdao dos RE e RP,
superexpressao da p53, perda da expressdao da CDKN2A (cyclin dependent kinase
inhibitor 2A), alto grau de proliferagéo, superexpressdo da Stamina e do ERBB2,
aneuploidia (Salvesen, 2012).

Em um painel de imunoistoquimica utilizando os RE e RP, p16, PTEN, e p53,
obteve-se apenas 62.5% de concordéancia no diagndstico diferencial de tumores de
alto grau, em carcinomas puros e mistos, apds avaliagao de trés patologistas (Gilks et
al., 2013).

Um estudo utilizando RE, IMP3 (proteina 3 de ligagdo ao RNA mensageiro do
fator de crescimento insulina simile Il), p16, p53, RP e PTEN, em pacientes com tipo
puro de ACEE grau 3 e ACNE seroso, encontrou uma maior expressao de IMP3,
PTEN e p16 neste ultimo, e também observou a associacdao de p16 e PTEN como
fator preditivo para ACNE grau 3, com sensibilidade de 90% e especificidade de 96.8%
(Alkushi et al., 2010).

Um painel imunoistoquimico com nove marcadores: p53, IMP3, IMP2, HMGAZ2,
p16, FolR1, ciclina, receptor de estrogeno, PTEN se mostrou util na diferenciagéo do
ACNE seroso com ACEE grau 1-2, com sensibilidade de 100% e especificidade de
83% (Santacana et al., 2014).

O grupo de estudo TCGA , identificou padrdes gendmicos no ACE e dividiu em
4 grupos de acordo com espectro de mutagdes, numero de copias com aberragao e
instabilidade de microssatélites. Sugeriu uma integracéo destas caracteristicas, para
identificar grupos homogéneos, e corrigir fatores como a sobreposicdo de
caracteristicas, presente em parte dos casos na classificacdo de Bokhman. Os grupos
sao:
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1) POLE (polymerase-epsilon, catalytic subunit) ultramutado, caracterizado
por altas taxas de mutacdo, baixo numero de codpias com aberracio,
mutacdo no PTEN, PIK3R1, PIK3CA, FBXW7 e KRAS, evolugao favoravel.

2) Instabilidade de microssatélite (MSI hipermutado), grupo de ACEE
caracterizados por instabilidade de microssatélites, devido a metilagdo do
MLH1, altas taxas de mutacdo, baixo numero de cépias com aberracao,
recorrente delegdo da RPL22, e mutagdo do KRAS e PTEN.

3) Baixo numero de copias (tumores endométrioides), compreendendo ACEE
grau 1 e 2 com instabilidade de microssatélite e baixa taxa de mutagéo,
frequente mutagcdo de CTNNB1.

4) Alto numero de coépias (tumores serous —like), caracterizado por elevado
numero de cdpias com aberracdo e baixa taxa de mutacio, recorrente
mutacao de TP53, FBXW7 e PPP2R1A e mutacdo pouco frequente de
PTEN e KRAS, prognéstico ruim (Kandoth et al., 2013).

A utilizagdo desta classificacdo por dois patologistas com experiéncia em
ginecologia oncoldgica, em 82 casos com diagnostico de ACEE grau 3, levou a
reclassificacdo em ACENE seroso em 20-25 % dos casos com concordancia de 88%
entre os observadores. (Soslow., 2013; Kandoth et al., 2013).

A presenca de receptores hormonais para estrogeno e progesterona,
normalmente se correlaciona com tumores de baixo grau, endométriodes, de melhor
progndstico. Aneuploidia tem sido correlacionada com tumores de pior prognaostico.
Avaliagcédo de atividade proliferativa também ¢é fator preditivo de mal prognostico. A
superexpressdao da ERBB2 tem sido associada a redugdo da sobrevida. A
oncoproteina Stamina tem sido relacianada com a ativag&o da via PIK3 e tipos mais
agressivos de ACE. A expressédo aumentada da p53 e p16 tem identificado pacientes
com ACE de alto risco (Salvesen, 2012).

Myers et al. (2014), encontraram mutagdo da CTNNB1 associado a alto risco

de recorréncia em tumores endometridides la Grau1, sem tratamento adjuvante.

Portanto, fica claro, que muito se evoluiu ha compreensdo do comportamento
e caracteristicas biologicas do ACE, através da pesquisa de suas caracteristicas

genéticas e moleculares, por técnicas imunoistoquimicas e moleculares; porém ainda
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ha necessidade de um aprofundamento e confirmagcdo do papel dos marcadores

estudados, para determinar subtipos de ACE biologicamente distintos.

1.7 ACE, Claudinas 3 e 4 e IMP3

Em estudos prévios do nosso grupo (aguardando publicagao), utilizando-se a
técnica de Microarranjos de Tecido (TMA) e analise imunoistoquimica da expresséo
das Claudinas (CLDNs) 3 e 4 no ACE, observou-se que nos casos de ACEE, houve
correlacao positiva da intensidade da claudina-3 com estadio avancado da doenga e
claudina-4 com a presenca de metastase a distancia. Observou-se ainda que a
claudina-4 se mostrou um marcador independente na avaliagdo de agressividade do
ACEE. Portanto, tais estudos vieram acrescentar, que as claudinas 3 e 4 exercem um

papel importante na progressao dos ACEE.

As claudinas séo proteinas que fazem parte das jungdes estreitas das células
epiteliais, as quais estdo envolvidas na manutengdo da polaridade celular,
proliferacéo, diferenciacédo, e funcionam como uma barreira paracelular regulando a
homeostase. Nas neoplasias ocorre a interrup¢ado da adesao intracelular e acredita-
se que a perda da integridade epitelial seja devido a expresséo das claudinas, com
consequente alteracdo do espago paracelular e aumento do suprimento nutricional

das células neoplasicas (Tonon, 2013).

A IMP3 faz parte de uma familia de oncoproteinas fetais de ligagdo ao RNAmM
(RNA mensageiro) do fator de crescimento insulina-simile Il (IGF2BP1, IGF2BP2,
IGF2BP3), também representados pelas siglas (IMP1, IMP2, IMP3), entre outros
sinbnimos na literatura: CRD-BP, VICKZ, ZBP, VgRBP/Vera ou KOC. As trés
proteinas possuem 2 RRMs (RNA -recognition motifs) na parte N-terminal e 4
dominios homélogos hnRNP-K (KH) na regido C-terminal.

As IMPs sao predominantemente citoplasmaticas, onde se ligam a mRNAs no
complexo de RNPs (ribonucleoproteinas mensageiras) citoplasmaticas, controlando o
seu destino, que pode evoluir para a tradugdo de uma proteina ou degradagéao do
MRNA. Nos mamiferos, a sua estrutura em ordem e espagamento dos dominios &

muito semelhante, bem como a sequéncia de aminoacidos que é semelhante em mais
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de 56% e acima de 73% entre as IMP1 e IMP3, o que sugere que dividam fungbes

bioquimicas semelhantes (Bell et al., 2013; Lederer et al., 2014).

No periodo da embriogénese, a IMP3 ¢é expressa em epitélios em
desenvolvimento, musculos e placenta, tem importante papel na migragao de células
nervosas e desenvolvimento morfologico, envolvendo o controle do remodelamento e
dinamica do citoesqueleto. Sdo altamente expressos em tecidos fetais e tumores
malignos e raramente expressos em tecidos benignos. (Bell et al., 2013; Gong et al.,
2014).

Estdo relacionadas a varias fungdes celulares, como polarizagao celular,
migrag&o, morfologia, metabolismo, proliferagéo, diferenciagdo e adeséo nas células
tumorais. Também se relacionam a mau progndstico, maior agressividade,
metastases e expressdo de fatores oncogénicos (KRAS, MYC e MDR1) (Bell et al.,
2013).

O controle da expressao das IMPs parece estar relacionada ao microRNA let-
7, beta-catenina e MYC (Bell et al., 2013).

A expresséo da IMP3 tem sido associada a tumores agressivos em diferentes
sitios, como: endométrio, ovario, colo, mama, carcinomas pancreaticos, renais,
uroteliais, esofagicos, pulmonares, trato gastrointestinal entre outros, e também como
fator preditivo na evolugéo de lesdes pré neoplasicas para tumores invasivos. (Lu et
al., 2011; Gong et al., 2014). A maioria dos estudos considerou apenas a IMP1 e IMP3,

com menos evidéncias sobre o papel carcinogenético da IMP2 (Bell et al., 2013).

A primeira descricdo da IMP3 em neoplasias malignas em humanos, foi no
estudo de Mueller — Pillasch et al. (1997), em neoplasias pancreaticas; Foi identificado
um gene no cromosomo 7p11.5 denominado KOC (dominio KH contendo proteina
superexpressa em cancer), envolvido na regulagdo da proliferagdo de células

tumorais, tanto na fase de transcrigdo como poés transcricional.

A IMP3 foi estudada em céncer ginecoldgico, de endométrio, ovario e colo,
associada a alto grau tumoral e mau progndstico (Lederer et al., 2014). Varios estudos
avaliaram a expressao da IMP3 em ACE, principalmente para diferenciar ACEE de
ACENE serosos e identificar tumores mais agressivos. A maior parte dos estudos
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utilizou anticorpos primarios da marca DAKO, variando em sua diluicao e na leitura e

notas de corte no estudo imunoistoquimico.

Em estudo de Li et al. (2007), os autores avaliaram a imunoexpressao da IMP3
em ACE, e encontraram uma expresséo significativamente maior em ACENE serosos
em relagdo aos ACEE, também encontraram uma expressao aumentada da p53 e

uma relagdo com neoplasias de alto grau.

Um painel com os marcadores IMP3, IMP2, p53, p16 pode ser util na distingéo
de ACENE serosos e ACEE, em casos de lesdo de alto grau duvidosos e tumores
mistos, devendo sempre associar a morfologia da lesao, principalmente na peca
cirurgica (Gatius; Matias-Guiu., 2016).

Em estudo de Mhawech-Fauceglia et al. (2010), foram avaliados os
marcadores, IMP3, PTEN, Beta-catenina e p53, entre os tumores serosos de
endométrio e os endometridides, para diferencia-los, principalmente nos
endometridides de alto grau, que sdo muitas vezes um desafio. A IMP3 se mostrou o
melhor marcador independente e associado a expressao positiva do PTEN, para
prever casos de carcinoma seroso do endométrio. Em 2013 os mesmos autores ,
estudaram a associacdo de ER+/PR+/TFF3+/IMP3-, e observaram que esta
combinagdo de marcadores, foi mais expressa em ACEE, em relacdo aos ACE
serosos e de células claras; como marcador isolado, a IMP3 se manteve

predominantemente expressa nos tumores serosos e de células claras.

A expresséo significativamente maior em carcinomas serosos e suas lesdes
precursoras (carcinoma intraepitelial seroso do endométrio), foi observada em estudo
de Wenxin Zheng et al. (2008).

O estudo atual pretende determinar a expressao da IMP3 e sua relacdo com
as Claudinas 3 e 4 no ACE, para diferenciar pacientes com pior prognéstico e definir
subtipos histoldgicos e desta forma compor um painel de marcadores moleculares que
auxilie na tomada de decisdes terapéuticas, bem como auxilie no diagndstico de casos

duvidosos.




2. Justificativa
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O ACE é uma neoplasia maligna que se destaca por sua heterogenicidade de
causas, padrao morfoldgico, alteracdes moleculares e evolugéo clinica. Prova disso
se faz na classificacdo dualistica, que divide os ACE em tipo 1 e 2 e nem sempre
responde as informacdes necessarias, visto que, ha sobreposi¢ao das caracteristicas
em parte dos casos, € ndo consegue caracterizar casos do tipo 1, teoricamente de
bom prognéstico, que evoluem com metastases e recidiva em até 20 % e casos de
alto risco, que evoluem com cura em até 50% dos casos. Encontrar marcadores que
preencham estas lacunas e auxiliem na identificacdo de subtipos biologicamente
distintos, vai melhorar a definigdo progndstica e terapéutica da doenga, o que é
fundamental para o desfecho final.

A IMP3 é uma proteina ja estudada em varias neoplasias malignas, relacionada
a tumores mais agressivos; a sua expressao foi avaliada em céancer de endométrio
principalmente para identificar ACENE, mas também associada a tumores de alto grau

e outros marcadores como a p53.

Com este estudo pretende-se avaliar a expressdo da IMP3 em ACE, ndo
apenas para definir subtipos histologicos, mas também para avaliar outros fatores
prognoésticos, como associagcdo com metastases, estadiamento, grau tumoral, e
avaliar sua relagdo com as claudinas 3 e 4, que em estudos prévios do nosso grupo
mostraram associagdo com ACEE e fatores de mau prognéstico como metastases a
distancia e estadiamento avangado.

Isso determinara mais um importante elemento na compreenséo do ACE e na

racionalizacido de decisdes terapéuticas.




3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Analisar a associacdo da expressao da IMP3 com as claudinas 3 e 4 na
determinagao de progndstico e subtipos histolégicos no ACE.

3.2 Objetivos Especificos

e Correlacionar a expressdo da IMP3 com a morfologia dos subtipos
histologicos mais agressivos

e Correlacionar a expressao da IMP3 com casos de pior prognostico

e Avaliar o perfil imunoistoquimico (Claudina 3 / claudina 4 / IMP3 ) como
possivel marcador de agressividade e pior prognéstico no ACE

e Avaliar a expresséo da IMP3 com marcadores prognosticos.




4. Artigo

Andlise da expressio da IMP3 na avaliagdo progndstica
e morfoldgica do cancer de endométrio
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RESUMO

Introducgao: O cancer de endométrio (CE) € a neoplasia ginecologica mais comum
em paises desenvolvidos, e tem um comportamento heterogéneo sob o aspecto
clinico, biolégico, e morfolégico, com taxas de recorréncia de 15 a 20% ap0ds a cirurgia.
Este estudo avaliou, a associagéo entre a proteina 3 de ligagcdo ao mRNA do fator de
crescimento insulina simile Il (IMP3), e fatores prognésticos e morfologicos do CE.
Métodos: Realizou-se um estudo retrospectivo tipo transversal analitico, com
avaliacdo anatomo-clinica em 79 pacientes com CE, com 70 casos de
adenocarcinoma endometridide (ACEE) e 9 casos de carcinoma seroso, entre 1992 e
2010. Setenta e quatro amostras de endométrio benigno, obtidas de pacientes com
patologias benignas (mioma e polipo), foram utilizadas como controle. A expresséo da
IMP3 foi avaliada por imunohistoquimica e quantificada em intensidade e extenséo, e
entdo associada a fatores morfolégicos e prognésticos, e claudinas (CLDNs) 3 e 4,
receptor de estrogénio (RE) e receptores de progesterona (PR), p53 e KI-67.
Resultados: Foi evidenciada associacao entre a expressao da IMP3 no carcinoma
seroso, em comparagcdo com o ACEE, tanto em intensidade (p=0,044) quanto em
extensdo (p<0,001), bem como nos seguintes fatores progndsticos: grau de
diferenciagdo (p =0,024; p<0,010), estadiamento (p<0,001; p<0,001), metastase
(p=0,002; p<0,001). A expresséao de IMP3 foi significativa em extensao (p=0,002), nos
tumores de endométrio quando comparados aos controles. Houve associacdo da
proteina p53 (p<0,001; p<0,001) em intensidade e extenséao, e KI-67 (p=0,01) em
extensdo. Conclusao: A expressao de IMP3 foi maior nos tumores serosos de
endomeétrio, comparados aos ACEE. Também houve maior expressao no CE quando
comparadas aos controles e com fatores de pior progndstico.
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INTRODUGAO

O céancer de endométrio (CE) é a neoplasia ginecoldgica mais comum em
paises desenvolvidos, tendo as mulheres, um risco de 2-3% de desenvolverem esta
neoplasia durante a vida. Nos Estados Unidos a estimativa € de aproximadamente
60.050 novos casos e 10.470 mortes para o ano de 2016. (Siegel et al., 2016)

O principal fator de risco associado é a exposi¢cao excessiva de estrogénios
sem oposigao da progesterona (Sorosky, 2012; Colombo et al., 2015).

Trata-se de uma doencga heterogénea no aspecto clinico, patologico, biolégico
e molecular, caracteristica que dificulta prever seu comportamento, e adequar

tratamentos mais eficientes (Murali et al., 2014).

A classificagdo dualistica de Bokhman, divide o CE em dois subtipos distintos,
baseado em caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, endocrinas e metabdlicas: tipo
1 (80-90%), associado ao adenocarcinoma endometridide (ACEE), e tipo 2 (10-20%),
que englobam os adenocarcinomas nao endometriéides (ACENE), com
comportamento mais agressivo. (Bokhman, 1983; Ellis et al., 2010; Murali et al., 2014).

O estudo molecular e genético tem auxiliado a caracterizagdo dos dois
subtipos. O tipo 1 esta mais associado a alteragdes nos genes PTEN, PIK3CA, KRAS,
B-catenina, e de reparo do DNA; enquanto no tipo 2 sdo mais comuns as mutacdes
p53, STK15, amplificagdo da HER2/neu, superexpressao da p16, perda da E-caderina
e perda de heterozigose (Llaudaré et al., 2012; Salvesen et al., 2012; Murali et al.,
2014).

Apesar da maioria dos casos (75%) ser diagnosticado em estadio precoce,
existe um subgrupo de tumores mais agressivos, que irdao recidivar apos o tratamento
primario, em 15-20% dos casos, comprometendo a sobrevida global. A identificagéo
deste subgrupo e dos mecanismos envolvidos na progressdo da doencga, permitira
direcionar melhores tratamentos (Werner, 2014; Salvesen et al., 2012).

A IMP3 é membro de uma familia de 3 proteinas de ligagdo ao mRNA: IMP1,
IMP2, IMP3.E uma oncoproteina fetal que se expressa nos periodos de embriogénese

e em tumores malignos, associada a pior progndstico, e é rara ou ausente em tecidos
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benignos (Gong et al., 2014). Foi clonada pela primeira vez em tumores pancreaticos,
e estudos in-vitro mostram sua funcdo na modulagao pés-transcripcional da expressao
de genes relacionados a proliferacdo, adesado, invasdo, quimioresisténcia e
metastases. (Muller-Pilasch et al., 1997; Bell et al., 2013; Lederer et al., 2014).

A maioria dos estudos associando neoplasias ginecologicas e IMP3, foram em
tumores de endométrio, ovario e colo do utero, e foi utilizado técnica de
imunoistoquimica com anticorpo da marca Dako.A nota de corte para considerar a
positividade da IMP3 variou muito nestes estudos (Gong et al., 2014; Lederer et al.,
2014).

No CE a expressao da IMP3 avaliou a diferenciagao entre os casos de ACENE
e ACEE, e a associagao da patogénese e com os fatores prognosticos, como grau de
diferenciacao tumoral e estadiamento (Li et al., 2007; Zheng et al., 2008; Mhawech-
Fauceglia et al., 2010; Mhawech-Fauceglia et al., 2013).

Li et al. (2007), fizeram o primeiro estudo entre ACE e IMP3, e demonstraram
associacao com ACENE serosos e tumores de alto grau. Zheng et al. (2008), também
encontraram associagao com tumores serosos e lesdes precursoras. Mhawech-
Fauceglia et al. (2010), concluiram que a IMP3 foi o melhor marcador para distinguir
ACENE seroso de ACEE, em relagao a B-catenina, p53 e PTEN.Os mesmos autores
em 2013, definiram o painel RE+/RP+/TTF3+/IMP3-, como melhor marcador para

tumores endometridides.

O presente estudo avaliou a associagao da expressao da IMP3 com fatores
prognosticos e morfolégicos do ACE e com os marcadores tumorais claudinas 3 e 4,
receptor de estrogénio (RE), receptores de progesterona (PR), p53 e KI-67, visando
auxiliar a definicdo de subtipos histologicos e identificar tumores com pior progndstico.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo transversal analitico de caso-controle com

analise anatomoclinica em pacientes com adenocarcinoma de endométrio .
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Foram selecionadas 79 pacientes com exame anatomo-patoldgico
evidenciando CE, com 70 casos de ACEE e 9 casos de ACENE serosos. (Tonon,
2013)

A partir dos laudos, foram identificados os prontuarios para coleta de dados
clinicos e os blocos de parafina do Departamento de Patologia da FMB-UNESP. As
pacientes foram diagnosticadas no periodo de 1992 a 2010 e tratadas por
histerectomia total abdominal + salpingo-oforectomia bilateral + linfadenectomia s/n e

adjuvancia s/n.

As amostras selecionadas foram revisadas por um ginecopatologista (MACD),
para confirmagao diagnodstica, e classificadas segundo os critérios da OMS para os
Adenocarcinomas de Endométrio, (Tavassoli; Deville, 2003).

A partir dos blocos de parafina foi elaborada a plataforma de Tissuemicroarrays
(TMA), para posterior estudo imunohistoquimico.

No grupo controle foram selecionadas 74 pacientes, com diagnostico
anatomopatologico de prolapso e leiomioma uterino, que apresentavam endométrio

com padréao atrofico, proliferativo e secretor.

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa da FMB-UNESP, com
dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido (CAAE:
42995315.2.0000.5411).

Coleta de Dados
Clinicos

Nas pacientes com CE e controles foram coletados: idade e status menopausal.
Também se registrou nas pacientes com CE, as seguintes caracteristicas:
menopausa, paridade, uso de contracepg¢ao hormonal, peso, altura, indice de massa
corporea (IMC) , antecedente de diabetes e hipertensdo, uso e tempo de terapia

hormonal e caracteristicas do ciclo menstrual.

Ultrassonograficos
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O volume uterino (cm®), foi calculado pelos diametros longitudinal,
anteroposterior e transversal, por exame transvaginal. A espessura do endométrio

(mm) foi medida de basal a basal, em corte sagital do utero.
Laboratoriais

O marcador tumoral CA-125 foi quantificado pelo método de
quimiluminescéncia, conforme recomendagbes do fabricante, (valor de referéncia <
35,0 U/ml). (Architect i 2000 SR).

Anatomopatologicos

Todas as pacientes foram diagnosticadas e estadiadas utilizando o critério
FIGO (FIGO, 2009) (Pecorelli, 2009). Foram coletados os seguintes dados: tipo
histologico, invasdo miometrial, citologia peritoneal e presenga de metastases em
linfonodos iliacos.

Seguimento clinico

Foram levantadas as seguintes informacgdes: tratamento adjuvante

(radioterapia, quimioterapia, e hormonioterapia ), recidivas e metastases a distancia .
Elaboragao do Tissuemicroarrays (TMA).

Foi confecionada uma plataforma de TMA (conforme descrito por Nagai e cols,
2007) por meio do aparelho TissueMicroarrayer (Beecherinstruments® Silver Spring,
USA), contendo amostras representativas (cores) de 79 casos de CE e 74 do grupo

controle, com endomeétrio atréfico, proliferativo e secretor.

Avaliagao Imunohistoquimica

A reacao imunohistoquimica foi realizada segundo protocolo do servigo. Os
anticorpos primarios utilizados foram : IMP3 (Dako, 1:100, clone 69.1). Os cores foram
incubados por 1 hora. Os anticorpos secundarios utilizados foram obtidos do Kit Flex
Mouse Dako. A especificagdo dos demais marcadores consta na tabela 2.
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Leitura do TMA

Para a IMP3 foi utilizado um score de leitura avaliando-se a extensao e

intensidade da imunomarcacgao citoplasmatica:

- Para extensao: 0 = negativo; 1 = até 1/3 do core; 2 = até 2/3 do core; 3 =
acima de 2/3 do core;

- Para intensidade: 0 = negativo; 1 = discreta; 2 = moderada; 3 = intensa.

Para a expresséao da proteina p53 utilizou-se 0 mesmo score de leitura da IMP3

em intensidade e extensao, porém nesta, avaliou-se a imunomarcagao nuclear.

O indice de proliferagdo nuclear, avaliado pela imunomarcagao nuclear do Kl-
67, traduziu a porcentagem de nucleos corados em 100 células/core e assumiu-se
uma nota de corte de 25% .

Para os receptores de estrégeno e progesterona, foram avaliadas a
imunomarcagéo nuclear, positiva ou negativa, e a porcentagem de nucleos corados

em 100 células/core.
Para as claudinas 3 e 4, foi elaborado um score que observou:

- Padréo da coloragdo da membrana: 0 = negativo; 1= padrédo focal; 2 = padrao
difuso; 3 = padrédo difuso em membrana e citoplasma; a porcentagem das células
coradas : 0 = negativaa 5 %; 1=6% a 30 %; 2=31% a 50 %; 3=51% a 80 %; 4 =
81% a 100%;

- Intensidade de marcagdo: 0 =negativa; 1 = discreta; 2 = moderada; 3 =

intensa.

Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada utlilizando-se o software versédo 19.9
(SPSS.Inc, Chicago, IL).Foi utilizado o teste QUI-Quadrado para avaliar associagéo




Artigo 56

da expressao da IMP3 nas amostras de cancer de endométrio e endométrio normal,
e nas variaveis tumorais indicadoras de progndstico, bem como sua associagdo com
os marcadores CLDNs 3 e 4, KI-67, RE, RP, e p53. As diferencas foram consideradas
significativas com valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Nas 79 pacientes com CE a idade variou entre 36 e 80 anos (mediana de 63
anos).Nas 74 pacientes com endométrio normal observou-se 19 casos com padrao
atréfico, 50 proliferativo e 5 secretor, com idade variando de 36 a 80 ( mediana de 60

anos).

Nos tumores de endométrio, a maioria das pacientes apresentou idade acima
de 52 anos no momento do diagndstico, menopausa acima 48 anos, IMC > 25,
hipertensdo, CA125 < 35 U/ mL, espessura endometrial >4 mm, auséncia de diabetes,

hiperplasia e cancer de mama.

Houve 7 casos de metastase a distancia, sendo 4 (57,1%) ACEE e 3 (42,9%)
ACENE serosos. A distribuicdo em relagdo ao grau histolégico foi feita em 73 casos:
58.9% G1; 28.7% G2; 12.3% G3. O estadiamento FIGO dos 79 casos foi: 78.4% IA;
15.1% 1B; 3.7% llIA; 1.2 % IV .

A invasao miometrial foi avaliada em 77 casos: 74% < 50 % e 26% > 50% .

Foram identificados 70 subtipos histologicos de ACEE e 9 subtipos de ACENE
serosos. Nao houve diferengas significativas nos dados clinicos e
anatomopatoldgicos, entre esses dois grupos. (Tabela 1)

O padréao de marcacao da IMP3 foi avaliado em intensidade e extensao

conforme Figura 1.

Na avaliacdo da expressao da IMP3 nos CE e controles, houve um resultado
estatisticamente significativo, quando a marcacéo da IMP3 foi avaliada em extensao

(p = 0.002), porém sem associagao em intensidade (p = 0.121 ) (Figura 2).
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Houve diferengca significativa da expressdo da IMP3 com metastases a
distancia, em intensidade (p < 0.002 ) e extenséao (p < 0.0001) (Figura 3); com o grau
de diferenciagao tumoral, em intensidade (p < 0.024) e extensao (p < 0.01) (Figura 4);
com estadiamento, em intensidade (p < 0.001) e extenséo (p < 0.001) (Figura 5).

Observou-se imunoexpressao da IMP3 em intensidade (p < 0.0001) e extensao
(p <0.0001), em casos de ACENE serosos, comparados aos subtipos histolégicos de
ACEE (Figura 6). Nao houve associacdo da expressdo da IMP3 com invasao
miometrial profunda (> 50 %).

Nao houve diferencga significativa na associagao entre a expressao da IMP3
comas CLDs 3e 4, RP e RE.

Houve diferenga significativa na associagdo com a expressao da proteina p53
tanto em extensdo x intensidade e extensdo da IMP3 ( p < 0.001), quanto em
intensidade x intensidade e extensao (p < 0.001; p < 0.001). ( Figuras 7 e 8)

Houve associacéo da IMP3 com KI-67, em extenséo (p < 0.01), mas ndo em
intensidade (p< 0.218 ) (Figura 9).
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DISCUSSAO

O cancer endometrial apresenta comportamento heterogéneo nos aspectos
clinico, biolégico, morfolégico, genético e molecular. Apesar de diagnosticado
precocemente na maioria dos casos, 20 % das pacientes classificadas como de baixo
risco por critérios clinicos e patoldgicos evoluirdo de maneira desfavoravel (Werner;
Salvesen., 2014).

O estudo morfoldgico associado a caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e
moleculares, ndo tem sido suficiente para distinguir subtipos biologicamente distintos
(Murali et al., 2014).

A distingdo entre tumores de alto grau, mais frequentemente entre ACE grau 3
e ACENE serosos, € um desafio, mesmo com o uso da imunohistoquimica (Soslow,
2013).

Neste cenario, € fundamental determinar marcadores que isoladamente ou em
associacdo definam subtipos de alto risco, com maior probabilidade de recidiva e
metastases para direcionar o tratamento (Salvesen, 2012; Werner; Salvesen., 2014).

O estudo atual avaliou a expressado da IMP3 e sua associagdo com fatores
prognosticos, morfologicos e com os marcadores CLDN 3 e 4, RE, RP, P53 e KI-67.

Os estudos realizados até o momento, utilizando IMP3 foram feitos por
imunohistoquimica, normalmente interpretando a intensidade da coloracdo e a
porcentagem de células coradas. Caracteristicamente, suas notas de corte para
considerar o exame positivo ou negativo, apresentam grandes variagdes (Jiang et al.,
2008; Walter et al., 2009; Jeng et al., 2008).

No presente estudo, a imunoexpresséo da IMP3 foi avaliada em intensidade e
extensdo e os resultados demonstraram que houve expressao significativa da IMP3
nas pacientes com CE, em relagdo aos controles. Este achado encontra-se de acordo
com o que ha na literatura, mostrando sua maior expressdo em varias neoplasias
malignas (Bell et al., 2013; Lederer et al., 2014). Outros estudos, avaliando IMP3 nos
tumores de endométrio n&do encontraram expressdo em tecidos benignos do grupo
controle (Li et al., 2007; Zheng et al., 2008; Mhawech-Fauceglia et al., 2010). Esses
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resultados reforcam o importante papel da IMP3 auxiliando a diferenciacéo entre de

leses malignas e benignas.

Na avaliagdo do grau de diferenciacdo tumoral, houve associagdo da
expressédo da IMP3 com alto grau tumoral, demonstrando o papel deste marcador
para diferenciar neoplasias mais agressivas. Estudos avaliando adenocarcinomas
ductais pancreaticos de alto grau, carcinomas de células renais e carcinomas
hepaticos obtiveram resultados semelhantes (Schaeffer et al., 2010; Jiang et al., 2008;
Jeng et al., 2008). Outro artigo também observou associagao da expressao da IMP3
com neoplasias endometriais de alto grau (Mhawech-Fauceglia et al., 2010). Os dados
do atual estudo determinaram uma associagao tanto na marcacao por intensidade
como por extensao entre IMP3 e ACENE serosos, destacando-se que a maioria dos
casos de maior expressao da intensidade e extensao se concentraram neste grupo,
dados que combinam com a literatura (Li et al., 2007; Zheng et al., 2008; Mhawech-

Fauceglia et al., 2010).

Estudo avaliando a expressdo da IMP3 com metastases em canceres
ginecoldgicos, ndo evidenciou esta associagéo (Lereder et al., 2014). Dados do atual
estudo mostram associagcéo entre ACE, metastases e estadiamento avangado. Lu et
al. (2009), demonstrou uma maior expressao nas metastases de tiredide, mama,
endométrio e células escamosas, sugerindo o papel desta proteina na progressao das

neoplasias.

Observou-se também a associagédo da IMP3 com KI-67, um importante
marcador de proliferagdo celular e neoplasias mais agressivas. Até o presente
momento este fato nao foi relatado, sendo mais um elemento que demonstra a

caracteristica da IMP3 em se associar a neoplasias agressivas.

Os resultados também foram significativos na associagao da IMP3 com a p53,
e corroboram a literatura vigente. (Li et al., 2007; Santacana et al., 2014). Os ACENE
serosos apresentam altas taxas de mutagdo da p53, variando entre 67%-90%
(Soslow, 2013). Na maioria dos estudos, a expressdo aumentada da p53 tem sido
associada com baixa sobrevida sendo um marcador independente de mau

prognéstico no ACE (Alvarez et al., 2012).

O presente estudo obteve expressivos resultados na avaliagdo de fatores

prognoésticos e morfolégicos no CE, alguns deles ainda inéditos na literatura,
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demonstrando a importancia deste marcador na definicdo de subtipos histologicos,
especificamente para ACENE serosos, e na identificagdo de neoplasias com

comportamento mais agressivo.

A metodologia aplicada nesse estudo pode ser facilmente reproduzida em
novos estudos, como na pratica diaria, porém € importante que nossos resultados
sejam validados com futuros estudos prospectivos e com maior casuistica, que

determinem um padrao de leitura e nota de corte da imunoexpressao da IMP3.

Conflito de Interesses

Nao houve.
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TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas gerais das pacientes com cancer endometrial estratificadas
pelos subtipos histologicos.

Endometridide

Nao Endometridide

Variavel n (%) n (%) p
Idade (anos)

<52 11 (16) 0 (0) 0.346
252 59 (84) 9 (100)

Menarca (anos)

<13 32 (46) 6 (67) 0.480
213 35 (50) 3(33)

ND 3 (4) 0 (0)

Menopausa (anos)

<48 19 (27) 2 (22) 1.000
>48 46 (66) 7(78)

ND 5(7) 0 (0)

Tempo de menopausa (anos)

<14 31 (44) 2 (22) 0.283
214 35 (50) 7 (78)

ND 4 (6) 0 (0)

IMC (Kg/m?)

<25 14 (20) 0 (0) 0.195
=25 52 (74) 9 (100)

ND 4 (6) 0 (0)

Hipertensao

Sim 47 (67) 5 (56) 0.461
Nao 21 (30) 4 (44)

ND 2 (3) 0 (0)

Diabetes

Sim 21 (30) 4 (44) 0.470
Nao 45 (64) 5 (56)

ND 4 (6) 0 (0)

Hiperplasia

Sim 5(7) 0 (0) 1.000
Nao 60 (86) 9 (100)

ND 5(7) 0 (0)

Cancer de Mama

Sim 4 (6) 1(11) 0.487
Nao 61 (87) 8 (89)

ND 5(7) 0 (0)

Continua
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Continuacéo

Variavel Endometridide Nao Endometridide o

n (%) n (%)
CA125 (U/mL)
<35 51 (73) 5 (56) 0.141
> 35 9(13) 3(33)
ND 10 (14) 1(11)
Espessura Endometrial (mm)
<4 5(7) 1(11) 0.466
>4 52 (74) 5 (56)
ND 13 (19) 3(33)
Volume Uterino (cma)
<83 32 (46) 3 (33) 0.478
=83 30 (43) 6 (67)
ND 8 (11) 0 (0)
Grau de Diferenciacao
1 42 (60) ND ND
2 18 (26) ND
3 4 (6) ND
ND 6 (9) ND
Invasao miometrial
12 54 (77) 5 (56) 0.220
1B 16 (23) 4 (44)
ND
Estadiamento
12,1B 68(98.5) 6(77) 1.000
3A4 1(1.5) 3(33)
Metastase
Nao 59 (87) 6 (67) 1.000
Sim 4 (6) 3(33)
ND 5(7) 0 (0)

Nota: Foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05 pelo teste x2.




Tabela 2 — Anticorpos primarios, secundarios e metodologia usada no estudo imunoistoquimico

ﬁﬁ::ﬁg:ﬁ? Clone Cadigo Marca Diluicao s’t';tl:ﬁ?g:_?o Recuperagao Cromégeno
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
RE SP1 RM9101 Thermo 1:100 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
RP Y85 323R Cell Marque 1:200 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
Kl67 SP6 275R Cell Marque 1:250 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
P53 DO-7 453M Cell Marque 1:150 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
CLDN3 Policional 341700 Invitrogen 1:100 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C
Kit HiDef Trilogy 920P em Kit DAB Cell
CLDN4 3E2C1 329400 Invitrogen 1:50 Polimero Cell | Panela Pressurizada Marque 957-D
Marque 454D 117°C

oy

£9
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FIGURAS
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Artigo

Figura 1: Expressdo da IMP3 por imunohistoquimica em casos de céncer de

endométrio: A) Intensidade 1 e Extenséo 1; B) Intensidade 1 e Extenséo 2;

C) Intensidade 2 e Extens

3.

ao

D) Intensidade 3 e Extens

ao 2;
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Figura 2: Expressdo da IMP3 nas pacientes com cancer de endométrio e com
endométrio normal.

Nota: Grafico de barras mostrando a porcentagem de casos com ACE e expresséo da IMP3 comparado
com o grupo controle. Dados obtidos de 79 casos de ACE e 74 casos benignos. Foram
considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 3: Expresséo da IMP3 em intensidade e extens&o nas pacientes com e sem

metastases a distancia.

Nota: Grafico de barras mostrando a porcentagem de casos de ACE com expressdo da IMP3
associado a auséncia ou presenga de metastases a distancia. Dados obtidos de 78 casos de
ACE. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 5: Associagédo entre a expressdo da IMP3 em intensidade e extensdo e o
estadiamento do cancer de endomeétrio.

Nota: Grafico de barras mostrando a porcentagem de casos de ACE com expressao da IMP3 em
relacdo ao estadiamento FIGO. Dados obtidos de 78 casos de ACE. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 6: Associag&do da imunoexpressao da IMP3 em intensidade e extenséo, entre
as pacientes com ACENE serosos e ACE.

Nota: Grafico de barras demonstrando uma porcentagem significativamente maior da expressao da
IMP3 em intensidade e extens&o nos casos de ACENE serosos. Dados obtidos de 79 casos de
ACE. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 7: Avaliagdo da associagdo entre expressao da proteina p53 em extensao x
intensidade e extensao da IMP3.
Nota: Grafico de barras demonstrando que houve associagado entre a expressado da IMP3 e da p53 .
Dados obtidos de 74 casos de ACE. Foram considerados estatisticamente significativos valores
de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 8: Avaliagdo da associagcéo entre expresséo da proteina p53 em intensidade
X intensidade e extensdo da IMP3.
Nota: Grafico de barras demonstrando que houve associagao entre a expressado da IMP3 e da p53.
Dados obtidos de 74 casos de ACE. Foram considerados estatisticamente significativos valores
de p < 0,05 pelo teste x2.
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Figura 9: Associagéo da IMP3 com KI-67, em extens&o e em intensidade.

Nota: O ponto de corte determinado para a KlI-67 foi de 25% de células coradas e a porcentagem de
células coradas foi divididaem: 0 =0-5%, 1=6-24% ,2=25-50%,3= 51-80%,4 =81-
100%. Houve diferenca significativa na associagédo da KI-67 x IMP3 em extens&o. Dados obtidos

de 73 casos de ACE. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05
pelo teste x2.
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A leitura da imunoistoquimica pela metodologia utilizada para expressao da
IMP3 em ACE, é inédita na literatura, e permite a sua reproducdo em novos estudos,

bem como na pratica diaria.

1- Os resultados demonstraram uma associa¢ao da imunoexpressao da IMP3
com fatores de pior prognostico: metastases a distancia, alto grau tumoral, estadios

avangados.

2- Houve uma associagao da IMP3 com tipos ndo endometridides serosos, que
normalmente sdo tumores mais agressivos, dados que confirmam a literatura e

corroboram na definigcdo de tipos histologicos em casos duvidosos.

3- Houve associacido da IMP3 com a p53, que também confirma resultados da
literatura, tanto para identificar casos mais agressivos e de pior prognostico, como
definir tipo histologico ndo endometridide seroso.

4- Houve associagao da IMP3 com o marcador KI-67, que esta relacionado ao

indice de proliferagao celular, e casos mais agressivos.

5- Nao houve associagao das claudinas com a IMP3, provavelmente por estes
marcadores se expressarem em tipos histologicos distintos, sendo as claudinas
prevalentes em ACEE e a IMP3 em ACENE.

6- Ndo houve associagdo da expressdo da IMP3 com casos benignos,
destacando-se que ndo houve marcagao em nenhum caso, achado concordante com

a literatura.

7 - Concluimos que é altamente recomendavel a utilizagado da IMP3 na definicdo
de tipos histolégicos do ACE e para deciséo terapéutica, uma vez que a sua expressao

também se associa a casos de pior prognostico.

8- E necessario estabelecer uma nota de corte padrdo para leitura da IMP3,
permitindo a sua reprodugao em novos estudos e aplicacdo na pratica diaria.
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Anexo 1 — Estadiamento

Estadio I: Tumor confinado ao corpo uterino.

la- Tumor limitado ao endométrio ou invasao menor que a metade da espessura
do miométrio (G1, G2 e G3).

Ib-Invasao igual ou maior que a metade da espessura do miométrio (G1, G2 e
G3). Invaséao glandular do colo deve ser considerada Estadio .

Estadio II: O tumor invade o estroma cervical (G1, G2 e G3), mas ainda esta limitado

ao Utero.

Estadio Ill: Tumor com invaséo local e/ou regional.
[lla- Tumor invade a serosa do corpo uterino e/ou anexos (G1, G2 e G3).
[lIb-Involvimento vaginal e/ou parametrial (G1, G2 e G3).
lllc-Metastases para linfonodos pélvicos e /ou paraadrticos (G1, G2 e G3).
[llc1-Linfonodos pélvicos positivos

[llc2-Linfonodos paraaorticos positivos com ou sem linfonodos pélvicos
positivos.

A citologia do lavado peritoneal deve ser reportado separadamente, sem mudar
o estadiamento.

Estadio IV: O tumor invade a bexiga e/ou a mucosa do intestino, e/ou metastase a
distancia.

IVa- Tumor invade a bexiga e/ou mucosa intestinal (G1, G2 e G3).

IVb-Metastase a distancia, incluindo metastase intra-abdominal e/ou linfonodos

inguinais.
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3. Foi postada nova versao de Folha de Rosto com o titulo da pesquisa devidamente corrigido;

4. Foi postado Projeto de Pesquisa devidamente emendado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_662905| 16/05/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 10:19:58
Outros OficioExplicativoEmenda.docx 16/05/2016 |Silas Otero Reis Aceito

10:18:04 |Salum
Projeto Detalhado / | projeto_emendado.pdf 16/05/2016 |Silas Otero Reis Aceito
Brochura 10:13:37 | Salum
Investigador
Folha de Rosto folhadeRosto.pdf 16/05/2016 |Silas Otero Reis Aceito
10:12:30 | Salum
Outros declaragdo HCFMB.pdf 17/03/2015 Aceito
13:22:24
Outros Autorizacdo para realizacdo de pesquisal] 16/03/2015 Aceito
2_pdf 17:26:57
Outros Autorizacdo para realizacao de pesquisa] 16/03/2015 Aceito
1.pdf 17:26:27

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco: Chacara Butignalli , sin

Bairro: Rubido Junior
UF: SP
. Telefone: (14)3880-1608

CEP:

Municipio: BOTUCATU

18.618-970

E-mail:

capellup@fmb.unesp.br
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