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RESUMO

O céancer de endométrio é responsavel por mais de 90% dos casos de cancer de corpo
de Gtero. E considerada a quinta neoplasia maligna mais incidente entre mulheres no
mundo, sendo estimados 319.605 novos casos e 76.155 ébitos para o ano de 2012 (IARC).
A maior ocorréncia € observada nos paises desenvolvidos, mas a doenca vem progredindo
em alguns paises em desenvolvimento. No Brasil, € observado um crescente aumento com
5.900 novos casos estimados para 2014. O tipo histolégico mais frequente é o
adenocarcinoma, sendo o tipo endometrioide (Tipo ) o mais comum. A sobrevida na doenca
localizada, na localmente avancada e na metastatica € de 96%, 66% e 24%,
respectivamente. Entretanto, uma parcela das pacientes com critérios clinico-patolégicos de
bom progndstico pode evoluir com recidiva e apresentar resposta limitada ao tratamento.
Por isto, a identificacdo e compreensédo das caracteristicas clinico-patolégicas e da biologia
molecular do cancer de endométrio sdo fundamentais para o entendimento da evolugédo da
doenca. Ja foram descritas algumas alteracdes moleculares caracteristicas dos subtipos de
adenocarcinoma, porém ainda ndo est4 bem estabelecida associagdo destes marcadores ao
risco de progressao e recidiva. Assim, o objetivo principal deste estudo foi identificar tanto
fatores clinico-patol6gicos quanto alteracdes moleculares que possam predizer um pior
prognéstico das pacientes com cancer de endométrio. Para tal, inicialmente foram
analisadas as frequéncias descritivas, a sobrevida livre de doenca (SLD) e a sobrevida
global (SG) de 1.132 pacientes com o diagnéstico de “adenocarcinoma de endométrio”,
matriculadas e tratadas no periodo de 2000 a 2011. A idade mediana foi de 63,7 anos. Os
tumores Tipo |, de baixo grau e diagnosticados nos estadios precoces foram 0s mais
frequentes. Recidiva e Obito ocorreram mais nos tumores Tipo Il (p<0,001 cada). Entre
diversas variaveis estudadas, a analise multivariada da SLD apontou estadiamento e
presenca de invaséo linfovascular como fatores prognésticos independentes para o risco de
recidiva em todas as populagbes estudadas; para SG apontou o estadiamento como o fator
prognastico independente para o risco de 6bito. A partir da conclusao deste banco de dados,
foi realizada andlise por microarranjo para identificacdo das possiveis alteragbes na
expressao génica em tumores Tipo | de pacientes que apresentaram ou n&o recidiva, em
amostras de 21 casos dos estadios I, Il e lll (11 com e 10 sem recidiva). Apds analise de
agrupamento supervisionada, foram identificados 62 genes diferencialmente expressos.
Trés genes foram selecionados (PGR, ESR1 e GREB1) para validagcdo da expressao génica
com PCRq e avaliacdo da expressao proteica por imuno-histoquimica, em nimero maior de
amostras armazenadas em parafina (n=107). Foi observada aumento significativo da
expressdao do RNAmM de ESR1 nas recidivas em comparacdo aos tumores sem recidiva
(p<0,0001), porém nao houve diferenca para a expressdo de PGR e GREBL1 entre os dois
grupos. A expressao proteica dos receptores de estrogénio e progesterona nao foi diferente
entre os casos com e sem recidiva, e também néo foi associada ao risco de recidiva. Foram
observados baixos niveis de expressado para o RNAm de GREB1, mas houve associacdo
entre 0s resultados da expressdo proteica positiva e os casos sem recidiva, conferindo
protecao (p=0,0196).

vii



ABSTRACT

Endometrial cancer accounts for over 90% of corpus uteri cancer. It is the fifth
malignancy among women, with 319,605 new cases and 76,155 related deaths worldwide in
2012 (IARC). Most cases occur in developed countries, but its incidence is increasing in
developing countries as well. Incidence rates in Brazil are raising and 5,900 new cases are
expected for 2014. Adenocarcinomas are the most common histologic type and endometrioid
adenocarcinomas (Type I) are diagnosed more often. Overall survival in disease confined in
the uterus, in locally advanced disease and in metastatic disease is 96%, 66% and 24%,
respectively. However, a group of patients whom present clinicopathological characteristics
of good prognosis can develop recurrence with poor response to treatment. For this reason it
is essential to improve knowledge about clinicopathological features and molecular biology of
endometrial cancer. Some molecular aberrations on specific histologic subtypes have
already been reported, but its association with risk of progression and relapse has not been
determined yet. Therefore, the main purpose of this study was the evaluation of possible
associations of clinicopatological variables, as well as molecular alterations that can predict a
worse prognosis for endometrial cancer patients. For this, firstly, clinical and pathological
frequencies, disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were studied in a
population of 1,132 patients who were diagnosed on “endometrial adenocarcinoma” and
underwent surgical treatment from 2000 to 2011. Median age was 63.7 years-old. Type I, low
grade and early stage tumors were more frequent. Relapse and death occurred more often in
Type Il tumors (p<0,001 each). Staging and lymphovascular invasion emerged as
independent prognostic factors for recurrence when DFS was assessed by multivariate
analysis in all groups, and staging was considered an independent prognostic factor for
death when OS was evaluated. Once this data bank was concluded, a microarray analysis
was performed in order to identify alterations in gene expression in Type | tumors of patients
who present recurrence and who did not. Tumor samples of 21 cases diagnosed in stages |,
Il and Il (11 recurrent tumors; 10 with no relapse) were studied. Sixty two differentially
expressed genes were identified by supervised cluster analysis. Three genes were selected
(PGR, ESR1 and GREB1) for mRNA expression assessment by gPCR and protein
expression by imunnohistochemistry, in 107 paraffin-embedded tumors. ESR1 mRNA was
up-regulated in recurrent tumors in comparison to those that didn’'t recurred (p<0,0001).
However, there was no significant difference for PGR and GREB1 mRNA expression
between both groups. No statistical significant distinction was observed in protein expression
of estrogen receptor and progesterone receptor between both groups either, with no
association with risk of relapse. GREB1 mRNA expression was poor, but association
between positive protein expression and recurrence absence was significant and induced
protection (p=0,0196).
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

O cancer de endométrio é responsével por mais de 90% dos casos de cancer de
corpo de Gtero (KOSARY, 2007). E considerado a quinta neoplasia maligna mais
incidente entre mulheres no mundo, com uma estimativa de 319.605 novos casos e
76.155 Obitos para o ano de 2012, segundo dados da International Agency for
Research on Cancer (IARC). A maior ocorréncia € observada nos paises
desenvolvidos, mas a incidéncia vem aumentando também em alguns paises em
desenvolvimento (figura 1). Aproximadamente 60% dos casos ocorrem em paises
desenvolvidos, sendo a maior incidéncia registrada nos Estados Unidos da América
(EUA) e Canada (SEER, 2013).
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Figura 1: Estimativa da incidéncia mundial de cancer de corpo de Utero ajustada por idade por 100.000
mulheres (GLOBOCAN, 2012. IARC)




O cancer de endométrio é a neoplasia maligna ginecolégica mais comum nos
EUA, com uma incidéncia estimada de 24,3/100.000 para o ano de 2010 (SEER,
2013). Esta neoplasia € considerada o quarto tumor mais frequente e a oitava causa
de morte entre mulheres naquele pais, onde elas tém um risco de 2,69% de
desenvolverem a doenca ao longo da vida. De acordo com a American Cancer
Society (ACS), foram estimados 47.130 novos casos e 8.010 obitos decorrentes da
doenca para o0 ano de 2012 (6% de todos os tipos de cancer no sexo feminino). Sua
incidéncia aumentou em 13% de 1987 a 2012, porém a taxa de mortalidade diminuiu
em 250% no mesmo periodo (ACS, 2012). A incidéncia desta neoplasia nos EUA é
maior na raga branca quando comparada as mulheres da raga negra, as hispanicas
ou asiaticas, porém a mortalidade é maior nas negras do que nas brancas
(7,4/100.000 e 4,0/100.000, respectivamente). A idade média de diagndstico € de 61
anos e a ocorréncia da doenca € maior entre 55 e 74 anos (55,2% dos casos)
(SEER — NCI, 2010). A sobrevida na doenca localizada (ou precoce), na localmente
avancada e na metastatica € de 96%, 66% e 24%, respectivamente (JEMAL et al.,
2009).

Segundo dados epidemiolégicos da IARC, a taxa de mortalidade se mantém
elevada em grande parte dos paises desenvolvidos, mas este aumento também é
observado em alguns paises em desenvolvimento (IARC, 2012) (figura 2), o que
pode estar relacionado a maior frequéncia de tumores em estadios mais avancados

e ao tipo histoldgico de alto risco (GREER et al., 2009).
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Figura 2: Estimativa da mortalidade mundial por cancer de corpo de Utero ajustada por idade por 100.000
mulheres (GLOBOCAN, 2012. IARC)

Até ha pouco tempo ndo eram conhecidos os numeros precisos de cancer de
corpo de Utero no Brasil, porém ja vinha sendo observado um aumento progressivo
da sua frequéncia devido aos fatores de risco relacionados a doenca se encontrarem
cada vez mais presentes na nossa populacdo (obesidade, longevidade, menor
namero de filhos, estrogenioterapia na peri e pés-menopausa, entre outros). Esta
mudanca fica evidente com a publicacdo das duas ultimas edi¢cdes da “Estimativa de
Cancer no Brasil” pelo Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA). Para selecdo dos sitios primarios de cancer a serem estudados, foram
seguidos critérios como a magnitude da mortalidade ou da incidéncia dos mesmos
no pais. Pela primeira vez, foi descrita a incidéncia de cancer de corpo de utero no
Brasil na “Estimativa 2012” (INCA, MS, 2012).



Para o ano de 2012, haviam sido estimados 260.640 novos casos de cancer em
mulheres no Brasil, com previséo de 4.520 novos casos de cancer de corpo de Utero
e risco estimado de ocorréncia de 4 casos a cada 100.000 mulheres, sendo o oitavo
tumor maligno mais comum entre mulheres. Os estados com maior incidéncia
esperada foram: S&o Paulo (1.410 casos), Rio de Janeiro (630), Rio Grande do Sul
(360), Minas Gerais (310) e Parana (300). No Rio de Janeiro, mais da metade dos

casos era esperada na capital (380).

Ja para o ano de 2014, sdo estimados 274.230 novos casos de cancer em
mulheres no Brasil, sendo previstos 5.900 novos casos de cancer de corpo de Utero
com risco estimado de ocorréncia de 5,79 casos a cada 100.000 mulheres (INCA,
MS, 2014). Segundo a nova estimativa, o cancer de corpo de Utero passou a ser o
sétimo tumor maligno mais comum entre as mulheres brasileiras. Os estados com
maior incidéncia esperada sdo: Sado Paulo (1.900 casos), Rio de Janeiro (880),
Minas Gerais (420), Rio Grande do Sul (410), Parana (330) e Pernambuco (290). No

Rio de Janeiro, séo estimados 390 casos na capital (figura 3).

Ainda segundo a Estimativa 2012, o cancer de corpo de utero, excluindo os
tumores de pele “ndo melanoma”, era 0 nono mais incidente nas regides Centro-
Oeste (CO) e Nordeste (NE) - 4/100.000 e 3/100.000, respectivamente; o décimo
mais incidente nas regides Sudeste (SE) e Sul (6/100.000 e 5/100.000,
respectivamente), e décimo primeiro na regido Norte (NO) - 2/100.000 (INCA, MS,
2012). J4 para 2014, é previsto que o cancer de corpo de utero, excluindo os
tumores de pele “ndao melanoma”, serad o oitavo mais incidente no NE (4/100.000); o
sétimo no CO e sexto no SE (5,22/100.000 e 7,58/100.000, respectivamente); o
nono nas regiées NO e Sul (2,16/100.000 e 6,30/100.000, respectivamente). Estes
dados demonstram que o aumento da incidéncia desta neoplasia foi observado, sem

excecdo, em todas as regides do pais quando investigadas separadamente.
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Figura 3: Representacgdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de corpo de Gtero por 100 mil
mulheres, estimadas para 2014, segundo as Unidades da Federacdo (Estimativa 2014, INCA/MS)



1.2 Fatores de Risco

1.2.1 Exposicao Continua e/ou Prolongada ao Estrogénio

O estrogénio € um hormonio esterdide derivado dos precursores androgénicos
androstenediona e testosterona através da aromatizacdo. Em ordem decrescente de
poténcia, os estrégenos sdo: 17 beta-estradiol (E2), estrona (E1) e estriol (E3). O
estradiol é primariamente produzido nos ovarios e é a forma predominante
encontrada em mulheres em idade reprodutiva e na pré-menopausa. A estrona € a
forma predominante de estrogénio circulante na menopausa e deriva tanto do
estradiol, através de uma reacdo reversivel, como da conversdo periférica de
androstenediona secretada pelo cortex da adrenal. O estriol € o metabdlito de
ambos estradiol e estrona, ndo sendo secretado pelos ovarios. Os estrégenos
exercem acao numa seérie de sistemas, 6rgaos e tecidos onde promovem respostas
fisiologicas, como no figado, nos ossos, pele, trato gastrointestinal, mama, Utero,

sistema vascular e encéfalo (GRUBER et al., 2002).

O estrogénio € também reconhecido por desempenhar papel importante no
desenvolvimento e progressédo do cancer de endométrio. Ha algumas décadas ja foi
demonstrado que, por meio do estimulo continuo e/ou excessivo deste horménio
sem a contraposicdo da progesterona, eleva-se o risco de desenvolvimento de
hiperplasia e cancer, uma vez que o estrogénio leva a proliferacdo celular e induz a
diferenciacdo (GREER et al., 2009; JEMAL et al., 2009; .

Diversas situagbes podem levar as mulheres a uma agdo continua do

estrogénio, como:

Estrogénio exdgeno: estrogenioterapia na per e pos-menopausa € indicada para

reducdo dos sintomas da menopausa e para manutencdo da densidade 0Ossea,
porém o tratamento com estrogénio como monoterapia aumenta o risco de
desenvolvimento de hiperplasia endometrial e cancer de endométrio. A hiperplasia
endometrial pode ser diagnosticada apés um ano em 20 a 50% das mulheres que se
submeteram a estrogenioterapia sem associacdo de progesterona (JEMAL et al.,
2009). Vérios estudos tém demonstrado um aumento na incidéncia de cancer de
endomeétrio em mulheres que se submeteram a estrogenioterapia, com risco relativo
gue pode variar de 3,1 a 15 (GREER et al., 2009; INCA, MS, 2010), sendo este



relacionado a dose e ao tempo de duracdo do tratamento. Se for assumido que o
risco absoluto de cancer de endométrio em mulheres na pés-menopausa é de 1 em
1.000, o risco absoluto em mulheres que se submetem a estrogenioterapia aumenta
aproximadamente para 1 em 100 (IBGE, 2010). A administracdo concomitante de
progesterona pode reduzir o risco de desenvolvimento de hiperplasia e cancer de

endométrio de forma significativa (AMANT et al., 2005).

Estrogénio _enddgeno: muitos estudos j& demonstraram que 0 risco maior de

mulheres desenvolverem cancer de endométrio na pds-menopausa esta associado a
niveis elevados de estrogénio e androgénios circulantes que resultam da conversao
enddgena excessiva de horménios precursores da adrenal em estrona e estradiol
pelas células adiposas (CALLE et al., 2004; LINDEMANN et al., 2008; FADER et al.,
2009).

Anovulacdo crdnica: na auséncia de funcéo ovariana normal, muitas mulheres

com anovulagdo crbnica tém niveis séricos de estrogénio normais devido a
conversdo periférica de androgénios, porém os ciclos anovulatdrios impedem a
secrecdo de progesterona: exemplo classico € o que ocorre na Sindrome dos
Ovérios Policisticos (SOP), presente em cerca de 5-10% das mulheres em idade
reprodutiva. Por serem expostas a estimulo estrogénico continuo do endomeétrio,
estas mulheres tém um risco trés vezes maior de desenvolver hiperplasia e cancer
de endométrio (HAOULA et al., 2012). A maioria dos casos desta neoplasia em
pacientes jovens ocorre haquelas com diagnostico desta sindrome (HAOULA et al.,
2012). Mulheres com SOP que desenvolvem cancer de endométrio apresentam
aumento da expressdao dos receptores do horménio luteinizante (LH) e da
gonadotrofina coriénica (HCG), sugerindo que o aumento da secre¢édo de LH possa
estar envolvido no desenvolvimento do cancer (HARDIMAN et al., 2003). Outra
importante observacdo € que pacientes portadoras de SOP sao frequentemente
obesas e apresentam resisténcia a insulina, associada ao aumento de Insulin-like
Growth Factor 1 (IGF-1), condi¢cdes também relacionadas a um risco maior para a
doenca (GADDUCCI et al., 2005).

Menarca precoce e menopausa tardia: ambas resultam num estimulo

estrogénico prolongado e num maior numero de anos de fertilidade, com mais
probabilidade de ciclos anovulatorios. Por esta razdo, sdo considerados fatores de
risco por alguns autores. Entretanto, a menopausa tardia ainda ndo é um consenso
(BRINTON et al., 1992; McPHERSON et al., 1996).
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Tumores secretores de estrogénio: alguns tumores de ovario produzem

estrogénio e podem levar ao desenvolvimento de cancer de endométrio. Os tumores
de células da granulosa (tumores estromais do corddo sexual) sdo os que
apresentam associacdo mais provavel a doenca. A hiperplasia endometrial pode
estar presente em 25 a 50% dos casos (SCHUMER et al., 2003) e, quando presente,
o cancer de endométrio é bem diferenciado e diagnosticado em estadios iniciais na
maior parte dos casos.

Uso de Tamoxifen: € um esterdide sintético que age como modulador seletivo do

receptor de estrogénio, o que Ihe proporciona tanto uma atividade agonista como
antagonista, na dependéncia do 6rgdo alvo e dos niveis séricos do estrogénio
(MOURITS et al., 2001) . No tecido mamario inibe o estimulo estrogénico e, por isto,
€ indicado como terapia adjuvante em mulheres com cancer de mama precoce,
como tratamento para a doenca recidivada e para reducéo da incidéncia de cancer
de mama em mulheres com alto risco. J& no endométrio, o uso da droga estimula a
proliferacdo e, consequentemente, aumenta o0 risco de desenvolvimento de
patologias benignas (hiperplasia e polipos) e de neoplasia maligna (COHEN, 2004;
PEREZ-MEDINA et al., 2011). Neste caso, o desenvolvimento do cancer de
endométrio esta relacionado a dose e a duracdao do tratamento (MOURITS et al.,
2001; IGNATOQV et al., 2010).

1.2.2 Obesidade

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sobrepeso e obesidade s&o
considerados fatores de risco para o desenvolvimento de varias doencas cronicas,
incluindo o cancer. Outrora considerados um problema particular de paises
desenvolvidos, observa-se agora um aumento dramatico da sua prevaléncia também
nos paises de baixa e média rendas, sobretudo nas areas urbanas. Em publicacéo
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), foi comparada a evolucao
nutricional da populacéo brasileira em diversas faixas etarias e em quatro diferentes
periodos (o ultimo de 2008 a 2009), de acordo com o indice de massa corporal
(IMC). Considerando individuos com sobrepeso os que tém o IMC = 25 e < 30 kg/m?,
e com obesidade aqueles com o IMC = 30 kg/m?, observou-se aumento progressivo
na prevalénica de ambos desde o primeiro estudo realizado no periodo de 1974 a

1975, em todas as faixas etarias e em ambos 0s sexos. A Ultima prevaléncia de
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sobrepeso aferida no periodo de 2008 a 2009 ja atinge aproximadamente metade da
nossa populagdo: 50,1% para o sexo masculino e 48% para o feminino. A
prevaléncia de obesidade foi de 12,4% e 16,9%, respectivamente. O estudo concluiu
gue houve aumento de sobrepeso e obesidade em todas as faixas etarias, classes

de renda e regibes, tanto nas areas urbanas como nas rurais (IBGE, 2010).

Ha varios anos os estudos vém demonstrando que a incidéncia de cancer de
endométrio € maior em mulheres obesas. Esta neoplasia foi a primeira a associar a
obesidade como fator de risco. Uma metandlise publicada em 2008, envolvendo 19
trabalhos prospectivos com a inclusdo de mais de trés milhdes de mulheres,
demonstrou que cada acréscimo de 5kg/m? no IMC leva a um aumento de 1,59 no
risco de desenvolver cancer de endométrio (RENEHAN et al., 2008). O IMC elevado
também pode estar associado ao desenvolvimento da doenca em mulheres com
menos de 45 anos: obesas na pré-menopausa, especialmente aquelas com
diagnostico da Sindrome de Ovario Policistico (PELLEGRIN et al., 2005).

As obesas tém altos niveis de estrogénio endbégeno devido a conversao de
androstenediona para estrona e a aromatizacdo de andrégenos para estradiol que
ocorrem no tecido adiposo periférico. Alteracdo da concentracdo de IGF-1 e suas
proteinas ligantes, e da resisténcia a insulina (frequentemente presentes em
obesas), também podem contribuir para um maior risco de cancer de endométrio
(AMANT et al., 2005). Contudo, ao contrario de outras doencas, o risco ndo esta
relacionado a distribuicdo do tecido adiposo (LINDEMANN et al., 2008). Estima-se
um risco de trés a dez vezes maior de pacientes obesas desenvolverem cancer de

endométrio ao longo da vida.

N&o sdo conhecidas as causas, mas o IMC elevado também esta associado a
um risco maior de Obito pela doenca. O risco relativo de O6bito por cancer de
endométrio para pacientes obesas com IMC entre 30 e 34 kg/m? é de 2,53 (CALLE
et al., 2004), e com IMC > 40 kg/m? é de 6,25 quando comparado a pacientes com
IMC normal (FADER et al., 2009). Paradoxalmente, nas mulheres com IMC acima de
40 kg/m?, quando comparadas aquelas com menos de 30 kg/m?, observa-se maior
frequéncia da doenca em estadio inicial (77% versus 61%) e grau de diferenciacéo
histolégico menor (44% versus 24%). Também € mais frequente nas obesas o tipo
histol6gico menos agressivo (87% versus 75%) (EVERETT et al., 2003).



1.2.3 Diabetes, Hipertensao Arterial Sistémica e Cardiopatia

Mulheres com diabetes mellitus e hipertenséo arterial sistémica (HAS) tém maior
risco de desenvolver cancer de endométrio. Estes fatores podem estar ligados a
obesidade priméria, mas ha evidéncias de que estas comorbidades também podem
se comportar de forma independente (SHOFF et al.,1998; LUCENTEFORTE et al.,
2007), sendo que o risco para desenvolver a doenca € maior no diabetes tipo 2 do
que no tipo 1 (ZENDEHDEL et al., 2003). Uma dieta rica em carboidratos e
associada a hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e elevados niveis de IGF-1
podem exercer papel importante na proliferacdo do endométrio e consequente
desenvolvimento de cancer (FRIBERG et al.,, 2007; MULHOLLAND et al., 2008;
OSORIO-COSTA et al., 2009). Também é relatado um aumento dos niveis séricos e
no tecido endometrial de outros fatores de crescimento, como Fibroblast Growth
Factor (FGF), Epidermal Growth Factor (EGF) e Transforming Growth Factor alpha
(TGFa), em pacientes com diabetes e HAS (como nas obesas), 0 que pode estar
relacionado ao desenvolvimento de tumores no endométrio (NAPPI et al., 2009).
Além de aumentar o risco de cancer de endométrio, obesidade também aumenta o
risco de desenvolvimento de cardiopatias (como a doenca coronariana, por exemplo)
(KULIE et al., 2011). As doengas cardiovasculares afetam as mulheres com mais
frequéncia e estdo associadas a uma maior morbidade em comparacdo aos homens
(WEISS, 2009). Ainda é controverso se esta comorbidade pode ser considerada

fator de risco independente para a doenca.

Em 2010 foram apresentados os resultados de um estudo sobre a associagéo
de instabilidade de microssatélites no adenocarcinoma de endométrio e o
progndéstico em pacientes tratadas no Instituto Nacional de Céancer (INCA). Além das
analises moleculares, também foram avaliados os dados clinico-patolégicos de 317
pacientes portadoras de adenocarcinoma de endométrio esporadico, tratadas no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2004. Observou-se que
aproximadamente 25% das pacientes eram diabéticas e quase 70% eram
hipertensas, sendo que mais de 77% tinham sobrepeso ou algum grau de obesidade
(CHAVES CBP, 2010).
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1.2.4 |Idade

O cancer de endométrio ocorre com mais frequéncia nas mulheres pos-
menopausa, com idade média de 61 anos ao diagnostico (SEER — NCI, 2010). Até
25% dos casos séo diagnosticados em mulheres na pré-menopausa, sendo que 5 a
10% deles abaixo de 40 anos (GALLUP et al., 1984). A probabilidade de uma mulher
desenvolver a doenca entre o nascimento e a idade de 39 anos é de 0,05% (AZIM et
al. 2007).

Algumas séries observaram caracteristicas comuns entre mulheres jovens com
cancer de endométrio: obesidade, nuliparidade, hipertensdo e diabetes. Neste
grupo, sao mais frequentes os tumores do tipo histolégico endometrioide e bem
diferenciados (SOLIMAN et al., 2005; LACHANCE et al., 2006), e estas pacientes
tendem a apresentar um prognostico melhor do que aquelas com idade mais
avancada. As mulheres com tumores de endométrio com idade superior a 63 anos
tém a sobrevida global reduzida e maior risco de recidiva apos tratamento
radioterapico adjuvante (quando indicado), independente de outros fatores
progndésticos. O mau progndstico em pacientes idosas tem sido relacionado a uma
maior incidéncia de tumores mal diferenciados ou subtipos histologicos
desfavoraveis. O valor prognéstico da idade ainda é controverso (UHARCEK et al.,
2008).

1.2.5 Nuliparidade

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o risco de cancer de endométrio
€ inversamente proporcional a paridade. A nuliparidade, por si s6, ndo parece
aumentar o risco da doenga, porém a sua associagdo pode estar ligada a alta
frequéncia de ciclos anovulatérios em mulheres inférteis. Estima-se que o risco de
nuliparas desenvolverem a doenca € duas vezes maior (LOCHEN et al., 1997,
PARAZZINI et al., 1998). Quando a nuliparidade esta associada a fatores como
obesidade e menopausa tardia, as mulheres acima de 52 anos possuem um risco
até cinco vezes maior de desenvolver a doenca. Alguns autores sugerem que a
sobrevida da doenca ap0s cinco anos € menor nas nuliparas que trataram cancer de
endométrio do que nas multiparas, porém esta afirmacdo ainda é controversa
(UHARCEK et al., 2008).
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1.2.6 Cancer de Mama

Historia pregressa de cancer de mama constitui um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de endométrio, em parte porque ambas neoplasias
dividem alguns fatores de risco comuns, como nuliparidade e obesidade. Ja foi
observado um aumento na frequéncia de casos de adenocarcinoma de endométrio
do tipo histoldgico seroso papilifero em mulheres que ja trataram cancer de mama,
em comparacao aquelas sem historia prévia da doenca (HORNREICH et al., 1999;
GEHRIG et al., 2004).

Ainda néo esta claro se a presenca de mutacdo do gene BRCAL, envolvida na
carcinogénese do cancer de mama hereditario, exerce algum papel no
desenvolvimento de cancer de endométrio. Algumas séries retrospectivas nao
mostraram risco elevado (LEVINE et al. 2001), porém outros estudos prospectivos
demonstraram um risco elevado significante em mulheres que possuem a mutacgéo
de BRCA 1 e BRCA 2 e que estdo em uso de tamoxifen (BEINER et al., 2007).

1.2.7 Hiperplasia de Endométrio

7z

Hiperplasia endometrial é caracterizada por uma proliferagdo anormal das
glandulas e do estroma do endométrio, com predominancia do componente
glandular, que determina aumento do volume e dos diferentes graus de desarranjo
arquitetural. Esta proliferacdo é promovida pela influéncia dos niveis elevados de
estrogénio sem a contraposicdo da progesterona e pode preceder o cancer de
endométrio (EPPLEIN et al., 2008). A classificacdo atual de hiperplasia é baseada
naquela descrita por Kurman et al. em 1985, sendo dividida em quatro categorias:
simples ou complexa (conforme as caracteristicas arquiteturais); com ou sem atipias

(conforme as caracteristicas citoldgicas) (KURMAN et al., 1985).

O desenvolvimento de adenocarcinoma de endométrio a partir de uma
hiperplasia simples e de uma hiperplasia complexa sem atipias ocorre em apenas
1% e 3% dos casos, respectivamente. No entanto, a partir de uma hiperplasia com
atipias, a ocorréncia da doenca € maior: 8% das pacientes com hiperplasia simples
com atipias e 29% com hiperplasia complexa com atipias poderdo desenvolver
cancer de endométrio (SKOV et al., 1997; LEE et al., 2011).
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1.2.8 Fatores Hereditarios

Doencas hereditarias também séo consideradas importante fator de risco para o
desenvolvimento de determinados tipos de cancer. Quando se trata de cancer de
endométrio, a sindrome hereditaria mais frequente relacionada a doenca é a
Sindrome de Lynch ou Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (HNPCC).
Relatada pela primeira vez em 1913 por Wartin et al. e proposta como “sindrome de
cancer familiar” por Lynch e Krush em 1971 (LYNCH et al., 1971), é caracterizada
por um grupo de doencas hereditarias com alto risco de cancer colorretal cuja
transmissdo se da por heranca autossémica dominante, sendo considerada a
sindrome de céancer hereditario mais comum nos EUA e na Europa (RESNICK et al.,
2009). Em 1993 foi descrito que a doenca € herdada através da alteracdo do grupo
de genes de reparo do DNA. A perda de funcédo destes genes (sobretudo de MLH1,
MSH2 e MSH6) leva a ocorréncia de mutacdes germinativas no DNA, o que
desencadeia o processo de carcinogénese da Sindrome de Lynch. Mulheres com
HNPCC possuem um risco de 40 a 60% de desenvolverem cancer de endomeétrio,
sendo ele a primeira manifestacdo da sindrome na maior parte dos casos e a
neoplasia mais comum em mulheres com HNPCC (LU et al., 2005). Muitas vezes a
doenca ocorre em mulheres mais jovens, com média de idade que varia entre 46 a
54 anos a ocasido do diagndstico. Em revisdo feita por Hampel et al., a frequéncia
de Sindrome de Lynch em pacientes com diagndstico desta neoplasia € de 1,8 a
2,1% (HAMPEL et al., 2006).

Outra sindrome de heranca autossémica dominante que pode levar ao
desenvolvimento de cancer de endométrio, apesar de menos frequente, é a
Sindrome de Cowden. Os portadores desta sindrome apresentam um risco elevado
para desenvolvimento de lesdes benignas em varios sistemas, mas também para
neoplasias malignas. Ela acomete mais mulheres que homens, sendo o cancer de
mama o mais frequente (pode ocorrer em até 50% das mulheres com a sindrome).
Em seguida, é descrita também a ocorréncia de cancer da tiredide (o segundo mais
frequente), de endométrio, de rim e colorretal (ENG, 2000). E causada pela
presenca de mutacbes deletérias de PTEN, sobretudo nos éxons 5, 7 e 8. Estas
mutacdes no gene levam a formacdo de uma proteina truncada que resulta na
reducdo ou perda da sua fungdo, com consequente aumento da proliferacdo e

evasao da apoptose, e desenvolvimento de cancer (ENG, 1998).
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1.2.9 Fatores Protetores

Contraceptivos hormonais: uma revisdo sistematica de 19 estudos
observacionais demonstrou que o uso de anticoncepcionais orais combinados (que
associam estrogénio e progesterona) reduz o risco de desenvolvimento de cancer de
endométrio em 50% e que o efeito protetor perdurou por 10 a 20 anos apos a

suspensao da medicacdo. Tal efeito se deve provavelmente a progesterona que
inibe a proliferacdo endometrial (MUECK et al., 2010).

Atividade fisica: uma metanalise de nove estudos prospectivos mostrou uma
reducdo significativa na frequéncia de cancer de endométrio em mulheres que
praticam atividade fisica em comparacdo as sedentérias. Fatores como reducao da
obesidade, mudancas favoraveis na funcdo imunoldgica, alteracdo nos niveis de
horménios enddgenos e dos fatores de crescimento, sdo mecanismos bioldgicos que
poderiam explicar os efeitos positivos da atividade fisica na reducdo do risco da
doenca (MOORE et al., 2010).

1.3 Aspectos Clinicos e Diagndéstico

1.3.1 Rastreamento

A recomendacdo para rastreamento populacional ou screening para cancer de
endométrio em mulheres assintomaticas ainda ndo esta bem estabelecida, uma vez
gue na grande maioria dos casos a doencga apresenta sintomatologia precoce, o que
leva ao diagnéstico e tratamento ainda nos estadios iniciais, com consequente

prognastico favoravel.

Alguns autores acreditam que a realizacdo do rastreamento para cancer de
endomeétrio ou de seus precursores esta justificado em certos grupos considerados
de alto risco: mulheres em uso de reposi¢cao hormonal exdégena com estrogénio sem
a associacao de progesterona; mulheres que pertencem a familias com Sindrome de
Lynch (HNPCC); e mulheres na pré-menopausa que apresentem ciclos
anovulatérios, como na sindrome de ovérios policisticos (HACKER et al., 2010).
Entretanto, a American Cancer Society (ACS) ndo recomenda o screening para

cancer de endométrio nestes grupos de alto risco, mas apenas para as mulheres de
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familias com HNPCC, uma vez que apresentam risco de 30 a 60% de desenvolver a
doenca ao longo da vida (WATSON e LYNCH, 2001). Os métodos mais comumente
utilizados sé@o a ultrassonografia transvaginal e a video-histeroscopia ambulatorial
com biopsia de endométrio (LECURU et al., 2007). Ainda assim, a eficacia do

rastreamento nestes casos permanece incerta.

1.3.2 Manifestacfes Clinicas

O sintoma mais comum do cancer de endométrio € o sangramento vaginal
anormal, que ocorre em cerca de 90% dos casos. Em até 10% dos casos o sintoma
mais precoce pode ser a leucorréia (ACOG, 2005). Mulheres na p6s- menopausa
gue ndo usam terapia de reposicao hormonal e apresentam sangramento, ainda que
de pequena monta, devem ser submetidas a investigacdo para afastar a
possibilidade de cancer de endométrio: em 5 a 20% delas a doenca podera ser
diagnosticada e a probabilidade de desenvolvé-la aumenta conforme o numero de
anos ap0s a menopausa. Mulheres na pré ou peri-menopausa que apresentem
algum tipo de sangramento uterino anormal também devem ser investigadas,
sobretudo aquelas que possuem outros fatores de risco associados, como histéria
prévia ou familiar de outros tipos de cancer (endométrio, ovario, mama, colorretal),

obesidade, uso prolongado de tamoxifen, estrogenioterapia.

A citologia cervical (ou colpocitologia) ndo é considerada um teste sensivel para
a doenca, pois a presenca de células endometriais no “brushing” do canal cervical
pode ou ndo denotar um processo patolégico (DASH e DOUD, 2001). No entanto, a
investigacdo diagndstica deve prosseguir sempre que forem detectadas células
endometriais na colpocitologia oncotica (CCO) de mulheres na pés-menopausa. Um
estudo retrospectivo mostrou uma associacdo entre a presenca de células
endometriais encontradas na CCO de mulheres pds-menopausa e a maior
frequéncia de hiperplasia ou cancer de endométrio: tanto hiperplasia como cancer
foram diagnosticados em apenas 13,5% das pacientes quando a CCO apresentou
células endometriais normais, ao passo que sua frequéncia foi de 23% quando havia

células com atipias e de 77% quando havia células suspeitas (YANCEY et al., 1990).
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1.3.3 Métodos para Diagndstico

Na vigéncia de sangramento atipico, uma ultrassonografia transvaginal deve ser
realizada para identificar possivel espessamento do endométrio. Quando a
espessura € de 4 a 5 mm em mulheres pds-menopausa, o risco de doenca
endometrial é pequeno. O risco aumenta a medida em que a mensuracdo do eco
endometrial pela ultrassonografia também se eleva: pode ser observada uma
frequéncia maior do cancer quando a espessura do endométrio nestas mulheres se
aproxima de 20 mm (KARLSSON et al.,1995). Esta avaliacdo ¢ menos util em
pacientes pré-menopausa por apresentarem espessamento endometrial fisioldgico

gue varia conforme a fase do ciclo menstrual.

O diagnéstico final da doenca é histopatolégico. Para tal, deve se obter amostra
de tecido tumoral do endométrio por curetagem uterina fracionada (CUF) ou por
video-histeroscopia com biépsia do endométrio sob visédo direta (exame que permite
avaliar as caracteristicas morfologicas e extensdo da lesdo na cavidade uterina). E
importante lembrar que estas amostras, quando positivas para neoplasia, muitas
vezes podem apresentar um grau de diferenciacéo histolégica subestimado: em até
30% dos casos o grau definido no produto da histerectomia (quando da avaliacao do
tumor em toda a sua extensdo no interior do Gtero) é maior que aquele encontrado
nas amostras obtidas por biépsia (FRUMOVITZ et al., 2004).

Uma vez feito o diagndstico de cancer de endométrio, a paciente deve ser
submetida a exames de imagem para estadiamento, como ultrassonografia ou
tomografia computadorizada de abdome e pelve (Uteis para determinar a extensao
de possivel doenca a distancia), ressonancia nuclear magnética de pelve (para
avaliar invasdo miometrial e de paramétrios), e tomografia com emissao de padsitrons
(PET) para detectar lesdes extra-uterinas (HACKER et al., 2010). Outros exames de
rotina completam a lista de preparo pré-operatério para que seja submetida ao

tratamento cirurgico.

Deve-se dispensar especial atencdo a presenca de eventuais comorbidades
(como hipertenséo arterial e diabetes), comuns em pacientes portadoras da doenca.
O controle adequado destas comorbidades no pré-operatério € fundamental para
reducdo dos riscos inerentes ao procedimento cirargico.
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1.4 Patologia do Cancer de Endomeétrio

1.4.1 Tipos de Adenocarcinoma

O adenocarcinoma de endométrio é o tipo histolégico mais comum, com uma
frequéncia que varia de 80 a 90%. A classificagdo desta neoplasia em dois tipos
histoldgicos (Tipo | e Tipo Il) foi proposta pela primeira vez por Bokhman em 1983 e
constitui até hoje um dos fatores mais comumente utilizados para determinacéo do
risco de recorréncia (BOKHMAN, 1983).

O adenocarcinoma Tipo | ou endometrioide € o mais frequente (cerca de 80%
dos casos) e esta associado a um bom progndéstico, a estadios mais precoces da
doenca ao diagndstico e a um baixo grau de diferenciacdo (bem ou moderadamente
diferenciado). E o tipo de cancer de endométrio estrogeno-dependente (KELSEY,
1982; THOMA, 1984).

Os adenocarcinomas Tipo Il ou ndo-endometrioides constituem o grupo menos
frequente (de 15 a 20% dos casos) e estdo associados a um pior prognéstico, a
estadios mais avancados da doenca ao diagnostico e ao alto grau de diferenciacao
histol6gica (pouco diferenciados). O mais comum deles é o adenocarcinoma seroso
papilifero (atualmente chamado de seroso), cujo diagnostico é feito em
aproximadamente 10% das pacientes com adenocarcinoma de endométrio. E
seguido pelo adenocarcinoma de células claras (2 a 4% dos casos) (BOKHMAN,
1983). H& ainda outras varia¢cdes mais raras: adenocarcinoma mucinoso (0,6 a 5%)

e carcinoma de células escamosas (0,1 a 0,5%).

Os tumores Tipo | estdo relacionados a acdo do estrogénio. Geralmente se
desenvolvem em mulheres na peri-menopausa e coexistem ou sdo precedidos por
hiperplasia complexa com atipias. Frequentemente cursam com menor taxa de
recidiva, caracterizando um melhor progndéstico. Os tumores Tipo Il ndo estdo
relacionados ao estimulo de estrogénio, surgem ocasionalmente em polipos
endometriais e de lesdes pré-malignas que se desenvolvem em um endomeétrio
atréfico. Ocorrem em maior frequéncia em mulheres mais idosas e geralmente
cursam com um prognoéstico mais reservado, com maior chance de recorréncia
(ENGELSEN et al., 2009; MENDIVIL et al., 2009) (quadro 1).
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Quadro 1: Caracteristicas clinico-patologicas dos adenocarcinomas de endométrio Tipos | e II*

Adenocarcinoma Tipo | (80%) Adenocarcinoma Tipo Il (20%)
Endometrioide Seroso e de células claras
Estrogénio dependente N&o depende de estrogénio
Estadios precoces Estadios avancados
Baixo grau de diferenciacdo (G1 e G2) Alto grau de diferenciacao (G3)
Pré e peri-menopausa P6s-menopausa
Hiperplasia complexa com atipias Endométrio atrofico
Bom prognéstico Mau prognéstico

*Adaptado de Mendivil et al., 2009

1.4.2 Graus de Diferenciacéo Histologica

O adenocarcinoma de endométrio Tipo | pode ser classificado em trés diferentes
graus de diferenciagcéo: bem, moderadamente ou pouco diferenciado (G1, G2 e G3,
respectivamente). Os adenocarcinomas Tipo |l sdo considerados tumores mal

diferenciados (G3) em 100% dos casos.

O grau de diferenciacdo utilizado na avaliacdo do adenocarcinoma
endometriéide de endométrio é baseado na classificacdo da FIGO e determinado de
acordo com a porcentagem de crescimento epitelial sélido presente nos tumores: o
tumor é considerado G1 quando apresenta 5% ou menos de padrdo de crescimento
sélido; G2 quando o padrdo de crescimento solido ocupa de 6 a 50% do tumor; e G3
guando padrdo de crescimento solido ocupa mais de 50% do tumor (KONG et al.,
2010).

O grau de diferenciagdo histolégica ha muito tem sido considerado um dos
indicadores mais sensiveis associados a disseminacdo da doenca. Tanto o
Gynecologic Oncology Group (GOG) como outros grupos de estudo ja
demonstraram que, quanto menos diferenciado € o tumor, maior a chance de
invasdo miometrial e, consequentemente, maior a frequéncia de comprometimento
de linfonodos pélvicos e para-adrticos (ha uma importante associacédo entre grau de

diferenciacdo e invasdo miometrial). Aproximadamente 50% das lesdes G3
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apresentam invasdo de metade ou mais do miométrio, 30% apresentam metastases
para linfonodos pélvicos e 20% para linfonodos para-adrticos (WHARTON et al.,
1986; CREASMAN et al., 1987). A sobrevida estimada para os tumores G1 é de
93%, para os tumores G2 € de 85% e para os tumores G3 € de 69% (ZAINO et al.,
2009).

1.4.3 Invasao Miometrial

A profundidade de invasdo miometrial é definida como a proporcdo de miométrio
infitrado por tumor, sendo o sistema mais comumente utilizado para sua
determinacdo aquele estabelecido pelos critérios de estadiamento pela FIGO, que
divide os tumores em duas categorias: com invasdo de menos 50% do miométrio
(chamada superficial); com invasdo de 50% ou mais do miométrio (chamada
profunda) (PECORELLI et al., 2009).

A invasdo miometrial é considerada um fator preditivo independente para o
prognostico do cancer de endométrio. A invasdo profunda € um dos fatores mais
importantes associados a maior probabilidade de disseminacgdo extra-uterina, falha
no tratamento e consequente recidiva da doenca, levando a uma taxa de sobrevida
global menor do que aquela nos casos de invasdo superficial (BORONOW et al.,
1984). Estudo do GOG observou recidiva menos frequente nos casos de auséncia
ou invasao apenas do terco interno do miométrio (1% e 7,7%, respectivamente), e
recidiva mais frequente nos casos de invasao dos tercos médio ou externo (14,5% e
15%, respectivamente) (MORROW et al., 1991). Outro estudo do GOG mostrou que
a taxa de sobrevida em cinco anos em mais de 400 mulheres submetidas a
tratamento de adenocarcinoma endometrioide nos estadios | e Il diminuiu
significativamente quando havia invasdo profunda do miométrio: sobrevida de 94%
guando nao havia invasdo de miométrio; 91%, 84% e 59% quando havia invasdo de

tergos interno, médio e externo, respectivamente (ZAINO et al., 1996).

Também j& foi estabelecida uma associagcdo importante entre grau de
diferenciacdo histoldgico, invasdo miometrial e disseminacdo linfonodal, com
influéncia direta no progndstico da doenca. Pacientes com tumores que se estendem
por metade ou mais do miométrio tendem a apresentar um progndstico menos
favoravel do que aquelas com invasdo superficial, uma vez que a frequéncia de

metastases linfonodais é maior no primeiro grupo. Em publicacdo do GOG de 1987,
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Creasman et al. avaliaram 621 pacientes com adenocarcinoma Tipo |: quando os
tumores G1 eram localizados no terco interno do miométrio, a frequéncia de
linfonodos pélvicos positivos foi menor que 3%, ao passo que na lesdes G3 que
envolviam o terco externo, a frequéncia aumentou para 34%; a frequéncia de
linfonodos para-adrticos comprometidos foi de 1% e 23%, respectivamente
(CREASMAN et al., 1987).

1.4.4 Padrbes de Disseminacao

O céancer de endométrio pode ser disseminado por quatro diferentes vias que
podem ocorrer de forma isolada ou combinada: contigua (extensdo direta a
estruturas adjacentes), peritoneal (pela “contaminagdo” da cavidade abdominal com

células neopléasicas, através das trompas de falopio), linfatica e hematogénica.

A disseminacdo contigua € a mais comum e resulta na invasao do tumor para o
miométrio e eventualmente para a serosa do Utero. Colo uterino, trompas, vagina e
paramétrios também podem ser infiltrados. Tumores que se localizam na porgéo
superior do corpo do utero podem se disseminar para as trompas e a serosa com
mais frequéncia; tumores que se desenvolvem no segmento inferior podem se
estender para o colo precocemente. O mecanismo de disseminacdo para o colo
ainda nao esta bem claro, porém algumas séries sugerem a ocorréncia de padrdes
combinados: disseminacao contigua pela superficie, invasdo de planos profundos e
disseminacdo linfatica (BIGELOW et al., 1983).

A presenca de ceélulas malignas em lavado peritoneal (adotado até a pendltima
edicdo de estadiamento pela Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia -
FIGO) e de metastases intra-abdominais sugerem uma disseminacgao retrégrada de

células esfoliativas do tumor para a cavidade abdominal através das trompas.

A disseminagéo linfatica é responsavel pelo comprometimento dos linfonodos
pélvicos e para-adrticos. E raro o envolvimento de linfonodos para-adrticos na
auséncia de linfonodos pélvicos positivos. No entanto, € comum a presenca de
micrometastases para ambos grupos linfonodais, o que pode indicar que esta
disseminacdo ocorre de forma simultdnea em alguns casos. As metastases para
vagina também parecem estar relacionadas com a disseminacao linfovascular:

geralmente ocorrem na auséncia de comprometimento cervical, o que exclui a
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disseminacdo contigua como provavel mecanismo. A associacdo de tumores G3
(mal diferenciados) com a presenca de invaséo linfovascular pode ser importante
fator determinante para recidiva vaginal (MARIANI et al., 2005).

A disseminacdo hematogénica é a menos frequente. Quando ocorre, 0s sitios de
metdstases mais comuns sao figado, pulmao, encéfalo e ossos (HACKER et al.,
2010).

1.5 Estadiamento, Progndstico e Tratamento

1.5.1 Estadiamento e Fatores Progndésticos Anatomo-Patoldgicos

O estadiamento final da doencga € cirdrgico. Os critérios segundo a FIGO,
reeditados pela ultima vez em 2009, determinam a indicacdo ou nao de adjuvancia e

sao importantes para avaliacdo do prognostico (PECORELLI, 2009) (quadro 2).

Quadro 2: Estadiamento do cancer de endométrio segundo critérios da FIGO, 2009

ESTADIAMENTO - FIGO 2009

I Tumor confinado ao corpo uterino
IA Tumor restrito ao endométrio ou com invasdo menor que a ¥2 do miométrio

IB Tumor com invaséo igual ou maior que a ¥2 do miométrio

Il Tumor que invade o colo, mas ndo se estende além do Utero

Il Tumor invade estroma cervical, mas sem extensao além do Gtero

1l Disseminacéo local e/ou regional

IIIA° Tumor que compromete a serosa e/ou anexos
I1IB Comprometimento vaginal e/ou de paramétrios
IIC1 Metéstases para linfonodos pélvicos

IIC2 Metéastases para linfonodos para-aérticos

v Lesdo a distancia
IVA Tumor que invade a mucosa vesical e/ou intestinal

IVB Metastase a distancia, incluindo metastases intra-abdominais e/ou linfonodos inguinais
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Segundo o GOG, os fatores prognosticos sao utilizados para categorizar as
pacientes em diferentes grupos de risco para ocorréncia de recidiva e orientar
quanto a indicacdo de tratamento adjuvante. A associacdo do tipo histolégico e
estadiamento definidos ap0s o tratamento cirdrgico estabelece quatro grupos

distintos de pacientes portadoras de cancer de endométrio:
Baixo risco: tumores no estadio 1A, G1 ou G2 (adaptado para FIGO 2009).

Risco _intermediario: tumores nos estadios IA G3; IB ou Il, de qualquer grau de

diferenciacao (adaptado para FIGO 2009).

Risco intermediario alto: baseado na idade e na presenca de pelo menos um dos

trés fatores patolégicos: invasao miometrial profunda; G2 ou G3; presenca de

invasao linfovascular.
Alto risco: tumores no estadio Il ou diagnéstico de adenocarcinoma Tipo |l.

Como ja mencionado, fatores como tipo histolégico, grau de diferenciacédo e
invasdo miometrial estdo fortemente associados ao prognéstico do cancer de
endométrio. Outras alteracdes anatomo-patoldgicas, relacionadas ou nao ao
estadiamento final pela FIGO, exercem uma influéncia direta na sobrevida livre de

doenca e na sobrevida global das pacientes portadoras de cancer de endométrio.

A presenca de metastases linfonodais constitui um importante fator progndstico
e pode estar presente em até 10% dos casos em que a doenca se encontra
aparentemente confinada no corpo do utero (MAY et al., 2007). Creasman et al.
observaram uma sobrevida de 57% nos casos de estadio (Ec) IlIC, enquanto nas
pacientes diagnosticadas nos Ec | e Il (sem disseminacao nodal) foi de 91% e 74%,
respectivamente (CREASMAN et al., 2006). A localizacdo da doenca nodal também
influencia a sobrevida: numa série de 85 pacientes diagnosticadas no Ec llI,
Hoekstra et al. registraram sobrevida global em cinco anos de 61%. Nas pacientes
que apresentaram disseminacdo nodal pélvica apenas, a sobrevida foi de 70%;
daquelas com metastase para-adrtica, somente 49% se encontravam vivas apos
este periodo (HOEKSTRA et al., 2008).

7

Invasdo do espaco linfovascular é considerada outro fator independente para
recorréncia e 6bito em todos os tipos histolégicos. Varios autores descreveram uma
diferenca estatisticamente significante na frequéncia de recidiva e O6bito em

pacientes diagnosticados no estadio | que apresentaram émbolos neoplasicos em
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comparagao com 0s casos em que nao havia émbolos (COHN et al., 2002; MARIANI
et al., 2005). A incidéncia de invaséo linfovascular no Ec | do cancer de endométrio &
de aproximadamente 15%, e aumenta conforme o padréo de invasao miometrial e a
piora do grau de diferenciacdo histolégica. Watari et al. também observaram que a
invasao linfovascular e o nimero de linfonodos para-aérticos positivos foram fatores
prognoésticos independentes para pacientes com Ec IlIC (WATARI et al., 2005).
Estes autores encontraram diferenca de sobrevida em cinco anos estatisticamente
significante entre pacientes com linfonodos retroperitoniais positivos com invasao
linfovascular e sem invasao linfovascular (50,9% e 93,3%, respectivamente).
Também foi significante a diferenca na sobrevida conforme o niumero de linfonodos

para-aorticos positivos (1 versus 2 ou mais positivos).

O tamanho do tumor primario (> 2,0 cm), segundo alguns autores, também esta
relacionado a um maior risco de recidiva da doenca, tanto em casos que foram
diagnosticados em estadios precoces como naqueles em estadios mais avancados
(MARIANI et al., 2002; MARIANI et al., 2003).

A presenca de doenca residual, seja microscopica (cirurgia R1), seja
macroscopica (cirurgia R2), também determina uma sobrevida menor em
comparacao as pacientes que nado apresentam doenca residual ao término da
cirurgia (Cirurgia RO). Randall et al. estudaram os efeitos de tratamento paliativo em
pacientes nos estadios IlIC e IV, e concluiram que o Ec IV com disseminacao
peritoneal residual é um preditor independente de menor sobrevida global
(RANDALL et al., 2006).

O status dos receptores hormonais (de estrogénio e progesterona) também é
considerado indicador independente de prognéstico. Varios autores sugerem que
pacientes cujo tumor € positivo para um ou ambos receptores apresentam uma
sobrevida maior do que aquelas com tumores receptores-negativos, mesmo quando
se tratam de casos com linfonodos positivos (LIAO et al.,, 1986; EHRLICH et al.,
1988).

Aproximadamente 75% dos casos sdo diagnosticados quando o tumor ainda
esta confinado ao corpo do Utero. Embora muitas destas mulheres alcancem a cura
com tratamento cirlrgico apenas, € observada a ocorréncia de recidiva em pacientes
gue ndo apresentavam sinais de doenca localmente avancada ou metastatica na

ocasido do tratamento primario, e que podem ou nao evoluir com uma resposta
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limitada ao tratamento desta recorréncia. A frequéncia de recidiva pode variar de 6 a
32% na dependéncia de fatores anatomo-patoldégicos associados, como
estadiamento final, grau de diferenciacdo e invasdo miometrial. Em estudo realizado
pelo GOG com pacientes nos Ec | e Il, foi diagnosticada recidiva apés dois anos de
seguimento em 6% das pacientes do grupo de baixo risco e 12% nas de risco
intermediario. Nas pacientes de alto risco a recidiva foi de 13% a 27% (com e sem
adjuvancia, respectivamente) (CREUTZBERG, 2004). Num estudo com 1.166
pacientes, Ortoft et al. observaram uma frequéncia de 6,3% de recidiva nos casos de
baixo risco e 22% nos de intermediario (ORTOFT et al., 2013). Scotti et al. fizeram
uma analise retrospectiva de 883 pacientes que trataram cancer de endométrio nos
Ec | e Il e a frequéncia de recidiva foi de 10,6% (SCOTTI et al., 2010). Apesar de um
maior risco de recidiva estar associado aos casos considerados de alto risco, um
estudo retrospectivo multi-institucional observou que a frequéncia de recorréncia
local (cupula vaginal) foi maior no Ec IA que no IB (81% e 19%, respectivamente),
bem como nos tumores de baixo grau (75% em G1 e G2; 25% nos tumores G3)
(HUH et al., 2007).

1.5.2 Tratamento

O principal tratamento do cancer de endométrio é cirtrgico. E descrita uma alta
taxa de operabilidade para as pacientes (até proximo de 90%) (MARZIALE et al.,
1989), ja que a maioria dos casos € diagnosticada nos estadios iniciais: 71% séo do
Ecl; 12,2% Ec Il; 13,5%% Ec Ill; 3,2% Ec IV (CREASMAN et al., 2006).

Para que o estadiamento da FIGO seja preciso, a cirurgia completa para casos
de adenocarcinoma do Tipo | se baseia, de modo geral, em histerectomia total com
salpingo-ooforectomia bilateral, linfadenectomia pélvica bilateral e resseccdo de
amostras de linfonodos para-aérticos (HACKER e FRIEDLANDER, 2010). Apés a
retirada do utero, o mesmo é seccionado pelo médico patologista presente no centro
cirrgico para uma observacgao inicial das caracteristicas in loco do tumor: avaliam-
se as dimensfes da lesdo e a extensdo da invasdao miometrial. Entretanto, o

estadiamento € estabelecido ap0s o exame histopatoldgico final.

Para os casos de adenocarcinoma Tipo Il (ndo endometrioides), deve se
proceder também a omentectomia (resseccdo do grande omento) e biopsias do

peritdbnio parietal, visto que o0s tumores deste grupo tendem a apresentar uma
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disseminacao celémica, similar aquela apresentada pelos tumores malignos de

ovario.

Muitas vezes nao é possivel realizar a cirurgia completa devido a dificuldade
técnica imposta pela obesidade ou pelas comorbidades que elevam o risco de
complicacbes no per-operatério e no pos-operatério imediato, sendo realizado o
procedimento mais seguro para cada caso. Aguelas pacientes que se encontram no
Ec | ou Il, e que tiveram o tratamento cirargico contra indicado pelo risco cirargico
elevado pelas comorbidades associadas, sado submetidas a radioterapia e
braquiterapia exclusivas (FISHMAN et al., 1996). Uma segunda alternativa para
estes casos seria a histerectomia vaginal, porém as limitacdes do método para a
exploracdo da cavidade abdominal, realizacdo de salpingo-ooforectomia bilateral e
linfadenectomia o caracterizam como um tratamento cirdrgico incompleto (BLOSS et
al., 1991). As pacientes diagnosticadas no Ec Ill ou IV em igual situacido serao
submetidas a tratamento sistémico (quimioterapia) na dependéncia de suas

condicdes clinicas, porém neste caso o progndstico € mais reservado.

Radioterapia e/ou quimioterapia adjuvantes poderdo ser associadas conforme o
tipo histolégico, grau de diferenciagcdo do tumor e os critérios de estadiamento pela
FIGO, de acordo com o risco de recidiva que cada um destes fatores determina.
Segundo o GOG, nao é indicada adjuvancia para as pacientes que pertencem ao
grupo considerado de “baixo risco” de recidiva. Radioterapia externa adjuvante é
indicada naquelas consideradas de “risco intermediario” ou de risco “intermediario-
alto” (KEYS et al.,, 2004; JOHNSON et al., 2007). Habitualmente a braquiterapia
vaginal é associada a radioterapia externa no intuito de reduzir o risco de recidiva na

cupula vaginal.

O tratamento adjuvante com quimioterapia esta indicado em pacientes com Ec
[ll, sobretudo quando ha linfonodos positivos (IIIC 1 ou 2), ou as diagnosticadas de
adenocarcinoma Tipo Il (“alto risco” para recidiva) (HACKER et al., 2010). As drogas

mais utilizadas séo os compostos de platina e taxanos.

As recidivas podem ser tratadas com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, de
forma isolada ou combinada, de acordo com o sitio onde a mesma se manifestou. A
pesquisa de receptores hormonais também pode auxiliar no tratamento paliativo
destas pacientes: os casos de recidiva de tumores com receptores de estrogénio e

progesterona positivos podem ser submetidos a tratamento paliativo com
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hormonioterapia a base de acetato de megestrol (derivado progestageno) associado
ou ndo a Tamoxifen (MARKMAN, 2005; SINGH et al., 2007).

1.6 Alteragdes Moleculares

1.6.1 Alteracdes Moleculares e Associagdo com Tipos Histologicos

A identificacdo e compreensdo da biologia molecular e genética do cancer de
endométrio sdo fundamentais para melhor entendimento da evolucdo da doenca e

para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Vérias alteracbes moleculares estdo envolvidas na carcinogénese endometrial.
Quando a histologia e o grau de diferenciacdo sdo considerados, torna-se evidente
que algumas destas alteracbes moleculares séo caracteristicas dos subgrupos
definidos de adenocarcinoma de endométrio. Algumas delas, como instabilidade de
microssatélites (MSI) e mutagbes em PTEN, K-RAS, PIK3CA e B-catenina, ja foram
descritas como frequentes nos tumores Tipo | e definem a progressédo de endométrio
normal para hiperplasia, neoplasia intra-epitelial e lesdo invasiva. Ja os tumores Tipo
Il se desenvolvem a partir de um endométrio atréfico e podem apresentar alteracdes
em TP53 e Her-2/neu, perda de heterozigosidade em varios cromossomos, entre
outras (LLOBET et al., 2009). A frequéncia percentual destas alteracbes esta

resumida no quadro 3.
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Quadro 3: Alteragdes genéticas e moleculares nos adenocarcinomas Tipos | e ll

Alteracdo Genética Tumores Tipo | (%) Tumores Tipo Il (%)

Inativacdo de PTEN 50-80 10
Mutagéo de K-RAS 15-30 0-5
MSI 20-40 0-5
Mutagéo de B-Catenina 20-40 0-3

Mutagéo de TP53 10-20 80-90

1 Her-2/neu 10-30 40-80
Inativacdo de p16 10 40

Inativacdo de E-caderina 10-20 60-90

Adaptado de Bansal et al., 2009; e Llobet et al., 2009

AlteracOes Moleculares no adenocarcinoma endometrioide ou Tipo I:

A alteracdo genética mais frequente ocorre no gene PTEN . Alteracbes neste
gene que codifica uma proteina com funcéo tirosino-quinase (phosphatase and
tensin homolog - PTEN) e que se comporta como supressor de tumor, podem ser
encontradas em até 83% dos tumores Tipo | e em 55% das lesbes pré-malignas
(MUTTER et al., 2000). Sua inativacdo é causada por mutacdes que levam a perda
de expressao e, em menor frequéncia, a perda de heterozigosidade (na maior parte
dos casos as mutacfes do tipo missense, delecdes e inser¢cdes em PTEN levam a
formacdo de uma proteina truncada). Alguns autores sugerem que a presenca de
mutacdo neste gene pode ser um importante indicador independente de progndstico
da doenca (MINAGUCHI et al., 2001). PIK3CA codifica uma subunidade catalitica de
PI3K e, assim, mutacdes neste gene contribuem para alteracdo na via PI3K/AKT.
Foram inicialmente descritas por Oda et al. com uma frequéncia de 36% nos casos
de tumores Tipo | e coexistem frequentemente com mutacfes em PTEN (ODA et al.,
2005).

A instabilidade de microssatélites (MSI) foi descrita pela primeira vez na
Sindrome de Lynch (ou cancer colorretal hereditario sem polipose — HNPCC). E
caracterizada por uma mudanca nestas pequenas sequéncias repetitivas do genoma
(por delecao ou insercdo de pares bases) decorrente de uma deficiéncia no sistema
de reparo do DNA do tipo mismatch (MMR), seja de origem genética ou epigenética,
afetando as proteinas envolvidas nesta atividade: MLH1, MSH2, MSH6, e PMS2.

MSI pode estar presente em até 75% dos casos de cancer de endométrio
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relacionados a Sindrome de Lynch (PLACK et al., 2002). No cancer de endométrio
esporadico, a MSI é causada por inativacdo epigenética do gene de reparo hMLH1
através da hipermetilacdo do seu promotor e a sua frequéncia varia de 20 a 32%,
podendo chegar a 45% em algumas séries (ESTELLER et al., 1998; MURESU et al.,
2002; AN et al., 2007). A relacéo entre presenca de MSI e progndstico no cancer de
endométrio esporadico ainda é controversa: ja foi relatada a associagdo a um bom
prognoéstico (MAXWELL et al. 2001), a mau progndstico (AN et al., 2007), ou mesmo
nao foi demonstrada qualquer associacdo (HAITHAM et al., 2009). Num estudo de
2010 que avaliou pacientes tratadas no INCA, a presenca de MSI foi considerada
fator de bom prognéstico na regressao de Cox para sobrevida global (CHAVES,
2010). Por ser encontrada também em lesbes pré-malignas, a MSI também é

considerada um evento precoce na carcinogénese endometrial.

A via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK também exerce importante papel na
tumorigénese desta doenca. Mutacdes em K-RAS tém sido identificadas em 10 a
30% dos tumores deste grupo (LAX et al., 2000) e muitos estudos ja tém

demonstrado uma alta frequéncia destas mutag6es associadas a presenca de MSI.

B-catenina € um componente da unidade proteica E-caderina, essencial para a
diferenciacdo celular e manutencdo da arquitetura tecidual normal, com papel
importante na transducéo de sinais. Mutacdes em B-catenina (CTNNB1) causando
um ganho de funcdo podem ser encontradas em 25 a 38% dos tumores Tipo | e
resultam numa estabilizacdo da proteina que resiste a degradacdo, com
consequente acumulo no citoplasma e no ndcleo (LAX et al., 2000). Entretanto, a
exata funcdo desta proteina na carcinogénese endometrial ainda é desconhecida
(DOLL et al., 2008). Alteracbes em PTEN, MSI e mutagdes em K-RAS
frequentemente coexistem entre si; ao contrario, mutacbes em S-catenina

geralmente ocorrem de forma isolada (SAEGUSA et al., 2001).

Alteracdes Moleculares nos adenocarcinomas ndo-endometrioides ou Tipo Il:

A alteracdo genética mais comum ocorre no gene supressor de tumor TP53.
Mutacdes neste gene estdo presentes em aproximadamente 90% destes tumores,
porém ndo € conhecido ainda 0 exato mecanismo que as causam. Nos
adenocarcinomas Tipo |, estdo presentes apenas em 10 a 20% dos casos e, na sua
maioria, em tumores pouco diferenciados (grau 3) (LAX et al., 2000). Mutagbes em
TP53 também estdo presentes em até 80% dos carcinomas intra-epiteliais do
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endométrio, considerados lesdes precursoras dos tumores serosos. O gene
supressor de tumor CDKN2A codifica a proteina p16 reguladora do ciclo celular e
sua inativagdo pode ser encontrada em até 45% dos tumores serosos e em alguns
casos de adenocarcinoma de células claras. O oncogene Her2/neu (Human
Epidermal growth factor Receptor — type 2) codifica um receptor transmembrana
tirosino-quinase envolvido na sinalizacdo celular. A amplificagdo e a super-
expressdo deste gene ja foram encontradas em 45% e 70% dos adenocarcinomas
serosos, respectivamente. Ambas alteracdes levam a um crescimento celular sem
controle, o que pode desencadear o desenvolvimento da doenca (LAX et al., 2000;
LLOBET et al., 2009). E-caderina € uma proteina transmembrana relacionada a
adeséao celular. Reducao ou inibicdo da expressao de E-caderina estdo presentes
em 62% e 87% dos tumores serosos e de células claras, respectivamente. Tumores
E-caderina negativos estdo associados a um mau prognostico (BANSAL et al.,
2009).

1.6.2 Outras Alteracdes Moleculares e Progndéstico

Ainda nédo estdo claras as implicacGes clinicas de muitos destes marcadores.
Contudo, outras alteracbes moleculares ja tém sido descritas como importantes

fatores progndsticos no cancer de endométrio.

Aneuploidia estd presente em aproximadamente 25% dos tumores de
endométrio e esta relacionada a um aumento significativo do risco de recidiva
precoce e o6bito pela doenca (SUSINI et al., 2007). Para o GOG, o risco relativo de
Obito relacionado a doenca em pacientes com tumores com aneuploidia € estimado

em 4,1 em comparagdo aquelas em que o tumor é diploide (ZAINO et al., 1998).

A expresséao das proteinas ETV5 e RUNX1 (ambas fatores de transcricéo) ja foi
associada a invasao miometrial, considerada importante fator determinante da
invasdo no cancer de endométrio e consequente risco de recidiva. Alguns autores
sugerem que a expressdo de ambas esta relacionada as etapas iniciais de infiltracédo
miometrial nos tumores tipo | (PLANAGUMA et al., 2004 e 2005; MONGE et al.,
2007). Em estudo recente no INCA, foi demonstrado que a expressao génica e
proteica de ERM/ETV5 e a expressao proteica de RUNX1/AML1 sdo caracteristicas
comuns as etapas precoces de carcinogénese dos tumores Tipo | (SOUSA VPL et
al., 2014).
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O conhecimento destas e de outras alteracdes moleculares, e da sua relagéo
com as caracteristicas clinico-patolégicas e o prognéstico do cancer de endométrio,
é fundamental para que sejam melhor identificados grupos de risco e sejam
desenvolvidas novas estratégias terapéuticas. Existem varias técnicas experimentais
que auxiliam na identificacdo e validacdo destas alteracdes nos diversos tipos de
cancer, sendo uma delas a anélise randémica por microarranjo de DNA. Esta andlise
foi descrita pela primeira vez nos anos 1990 como um meétodo de investigacao
simultanea de milhares de genes, com o propdsito inicial de comparar duas classes
bioldgicas e identificar a expressao diferencial de genes com potencial relevancia
bioldgica entre elas, como aqueles associados a progressao tumoral (DeRISI et al.,
1996). Com isto, a técnica passou a ser empregada também para identificacdo de
biomarcadores associados a varias doencas (incluindo o cancer), para classificacao
dos diversos tipos de tumores e para predizer o progndstico e a reposta ao
tratamento (GOLUB et al., 1999; VAN 'T VEER et al., 2002).

Até 0 momento poucos estudos foram publicados com analise de microarranjo
de DNA no cancer de endométrio, sendo a maioria direcionada apenas a definicdo
do padrdo de expressdo nos diferentes subtipos histolégicos (I e 1) ou a
caracterizacdo do perfil de expressao dos tumores Tipo |, todos sugerindo que 0s
perfis de expressao ora descritos pudessem identificar no futuro biomarcadores Uteis
para a evolucado e tratamento da doenca. O primeiro grupo a determinar o perfil de
expressao génica entre os subtipos de adenocarcinoma de endométrio foi Risinger
et al., em 2003. Os autores compararam a expressao entre 19 casos de tumores
Tipo I, 16 Tipo Il e 7 amostras de endométrio normal. Foram encontrados 191 genes
diferencialmente expressos (GDE), porém apenas 24 transcritos distinguiram os
tumores Tipo | dos adenocarcinomas serosos (RISINGER et al., 2003). Cao et al.
também compararam a expressao entre amostras de tumores Tipo | (n=10) e
tumores Tipo Il (n=8), sendo identificados 315 genes que diferenciavam de forma
estatisticamente significante os dois subtipos, porém sem associacdo a qualquer
outro fator relacionado a progndstico (CAO et al., 2004). Maxwell et al. incluiram
amostras de carcinossarcoma de corpo de Utero na analise de microarranjo,
observando mais uma vez um perfil de expresséo caracteristico destes tumores em
comparacao aos tumores epiteliais de ambos subtipos (MAXWELL et al., 2005).
Saghir et al. analisaram amostras pareadas de tumor com endométrio normal
adjacente de 30 casos de adenocarcinoma Tipo | e identificaram 621 GDE. Dentre
0s super-expressos foram identificados ErbB3, ErbB4 e o fator 3 E74-like (ELF3);
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dentre os pouco expressos foram STAT5b, fator de crescimento transformador A
receptor Ill (TGFA3), caveolina 1(CAV1), e proteina quinase C alpha (PKCA). Os
resultados foram validados por PCRq (SAGHIR et al., 2010). Alves et al. analisaram
10 amostras pareadas de tumores Tipo | com endométrio normal adjacente
utilizando uma plataforma de microarranjo com apenas 2.000 genes e identificaram,
entre varios GDE, o oncogene MAP3K8 como super-expresso nos tumores. A
validagéo por PCR semi-quantitativa mostrou que este gene se encontrava super-
expresso nos tumores em 30% dos amostras. Entretanto, ndo foi feita nenhuma
associacdo com dados clinico-patologicos e de sobrevida, assim como nos outros
trabalhos citados (ALVES et al., 2006).

Alguns poucos estudos associaram o perfil de expressao génica encontrado nos
tumores de endométrio a fatores prognosticos. Miyamoto et al. analisaram 10
amostras pareadas de tumores Tipo | e identificaram 51 genes super-expressos e 23
sub-expressos no epitélio endometrial tumoral em comparacdo ao endométrio
normal adjacente. Lipocalina 2 (LCN2) apresentou a maior magnitude de expressao
do seu RNAmM nos tumores e a andlise da expressao proteica por imuno-
histoquimica mostrou aumento na expressao tanto na hiperplasia como na
neoplasia. Neste estudo foi observada uma piora significante na sobrevida
cumulativa das pacientes que apresentaram a expressao proteica elevada de LCN2,
associando-a a mau prognéstico. Entretanto, ndo foi realizada validacdo da
expressdo génica em numero maior de amostras (MIYAMOTO et al., 2010). Bidus
et al. publicaram em 2006 uma analise de microarranjo comparando os GDE entre
as pacientes que tiveram metastase linfonodal e as que n&do apresentaram doenca
linfonodal. A analise supervisionada indicou que 450 genes foram diferencialmente
expressos entre os dois grupos, e a diferenca foi estatisticamente significante.
Dentre o0s genes super-expressos, foram identificados CDC2 e MAD2L1,
responsaveis por pontos de checagem do ciclo celular, e que ja foram associados
anteriormente a presenca de metastase linfonodal em outros tipos de cancer (BIDUS
et al., 2006). O perfil de expressao génica de 10 amostras de adenocarcinomas do
Tipo | e 10 do Tipo Il foi analisado por Mhawech-Fauceglia et al., com o objetivo de
identificar os GDE num grupo de “estadios precoces” e outro de “estadios
avancados” da doenca em ambos subtipos histolégicos. Os autores também fizeram
uma analise paralela entre os GDE de cada grupo e os casos de bom e de mau
prognéstico. Contudo, ndo foram mencionados os critérios que determinaram o
prognostico de cada caso para a separacado dos grupos, e nem foram feitas analises
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de cada subtipo histologico e seus respectivos estadios em separado (MHAWECH-
FAUCEGLIA et al.,, 2010). Mannelqvist et al. realizaram analise de microarranjo
avaliando o perfil de expressdo conforme o status de invasdo vascular em 57
amostras de adenocarcinoma de endométrio primario (35 sem invasao vascular, 22
com invasdo). Quando os GDE que caracterizaram invasdo vascular (7 super-
expressos e 11 sub-expressos) foram associados a sobrevida, sé foi observada
associacao significante na andlise univariada. Na andalise multivariada, a assinatura
de invasdo vascular ndo alcancou importancia progndstica independente
(MANNELQVIST et al., 2011).

Embora todos os estudos acima citados tenham contribuido de alguma forma no
avanco do conhecimento do comportamento molecular do cancer de endométrio,
nao foi encontrado qualquer trabalho que tenha identificado um perfil de expressao

gue pudesse caracterizar biomarcadores associados a recidiva da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA DO PROJETO E OBJETIVOS

Como j& mencionado, o cancer de endométrio é a neoplasia maligna
ginecologica mais comum em paises desenvolvidos como EUA e Canadéa. Contudo,
vem sendo observado um aumento progressivo na sua incidéncia em paises de
baixa e média rendas, incluindo o Brasil. Este aumento esta relacionado a exposi¢cao
aos fatores de risco para o desenvolvimento da doencga, cada vez mais presentes na

nossa populacao.

A maior parte dos casos de cancer de endométrio, sobretudo os de
adenocarcinoma Tipo |, é diagnosticada nos estadios iniciais e evolui com
prognéstico favoravel. Para estimar o prognostico de cada caso sdo considerados
fatores como o tipo histolégico, o grau de diferenciacdo tumoral e o estadiamento
final segundo os critérios da FIGO. Ainda assim, a resposta ao tratamento pode ser
bastante variavel entre as mulheres com iguais caracteristicas clinicas e
histol6gicas, 0 que demonstra a limitacdo destes critérios na determinacdo do
prognostico. A resposta, tanto ao tratamento cirdrgico quanto ao sistémico, pode
estar relacionada a perfis moleculares individuais de cada tumor (BANSAL et al.,
2009).

Apesar da frequéncia de determinadas alteragbes moleculares no cancer de
endométrio jA estarem bem estabelecidas, ainda ndo foi conclusiva a sua
associacdo ao risco de progressdo e recidiva da doenca. Assinaturas genéticas
podem gerar marcadores moleculares de risco que, uma vez incorporados ao
sistema de estadiamento do cancer de endométrio, complementariam o papel da
histologia e da extensdo da doenca nas decisdes terapéuticas (NCI PROGRESS
REVIEW, 2001). A possibilidade de predicdo da progresséo tumoral e da recidiva
podera individualizar o tratamento e, consequentemente, proporcionar melhor
desfecho da doenca nas pacientes. Assim, 0 presente projeto visou 0s seguintes

objetivos:
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Objetivo Principal

Identificar e analisar alteracdes moleculares envolvidas na recidiva do cancer de
endométrio do Tipo | (endometrioide), e associa-las a analise de dados clinico-

patolégicos e de sobrevida.

Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes matriculadas e
tratadas no INCA com o diagndstico de “adenocarcinoma de endométrio”, no periodo
de 2000 a 2011.

Analisar sobrevida livre de doenca e sobrevida global das pacientes
matriculadas e tratadas no INCA com o diagnostico de “adenocarcinoma de

endomeétrio”, no periodo de 2000 a 2011.

Identificar, através de andlise randbmica por microarranjo, as possiveis
alteracOes na expressdo génica em tumores de pacientes com adenocarcinoma
endometrioide de endométrio no estadiamento |, que apresentaram recidiva da

doenca quando comparados aqueles que ndo apresentaram recidiva.

Validar os genes selecionados na analise de microarranjo em tumores
diagnosticados no estadio | que apresentaram recidiva e em tumores sem recidiva,
através de PCR em tempo real e de imuno-histoquimica, associando as alteracfes

de expressdo com dados clinico-patolégicos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Selecao de Pacientes para o Estudo

Com base nas informacdes disponiveis no Registro Hospitalar de Cancer do
Hospital de Cancer Il (RHC-HCII), através do sistema absolut do INCA, foram
selecionadas as pacientes com diagndstico de “adenocarcinoma de endométrio”,
matriculadas na Secédo de Ginecologia Oncoldgica, no periodo de 01 de janeiro de
2000 a 31 de dezembro de 2011.

Foram incluidas todas as pacientes submetidas a tratamento cirdrgico como
primeira opgao terapéutica, que tiveram o diagndstico de “adenocarcinoma de
endométrio” confirmado por exame histopatologico da pega cirurgica. Os dados
clinico-patologicos foram obtidos com a identificacdo de todos os prontuarios dos

referidos casos.

N&o foram incluidas as pacientes: que ndo foram submetidas a tratamento
cirdrgico; aquelas cujo tratamento inicial ndo foi cirdrgico; as que realizaram a
primeira cirurgia fora do INCA. Também foram excluidos os casos em que o laudo
histopatolégico foi diferente de “adenocarcinoma” segundo a revisao das laminas no
INCA; aqueles cujo sitio primario da doenca nao pode ser determinado ou o sitio

primario da doenca néo era endométrio.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA (CEP), sob
0 numero 091/10 (anexo 1). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
foi aplicado e assinado por todas as pacientes vivas cujo contato foi possivel. Em
nenhum caso a sua assinatura foi negada, totalizando um numero de 362
assinaturas. Conforme previsto no projeto e avalizado pelo CEP, os casos de 6bitos
tiveram a dispensa de assinatura do termo, bem como aquelas pacientes em que
nao foi possivel o contato apos trés tentativas em datas diferentes (considerados

casos de “perda de seguimento”).
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3.2 Coleta de Dados

Os dados clinicos foram coletados em prontuario, por meio de instrumento

desenvolvido especificamente para esta pesquisa (anexo 2). A escolha das variaveis

clinicas de estudo se baseou nos seguintes critérios:

Variaveis previamente descritas como fatores de risco para o0
desenvolvimento da doenca: idade; comorbidades associadas (HAS,
diabetes, cardiopatia); IMC; idade da menarca e da menopausa; se a doenca
se desenvolveu na pré-menopausa ou nao; nuliparidade e numero de
gestacdes quando ndo nuligesta; uso de anticoncepcional oral (ACO) e de
terapia de reposicdo hormonal (TRH) na peri e/ou p6s-menopausa; uso prévio
de tamoxifen; status dos receptores hormonais.

Variaveis clinicas e patolégicas previamente descritas como fatores
prognésticos: PS; estadiamento final segundo critérios da FIGO; invasao
miometrial; subtipo histologico; grau de diferenciacéo histolégica; presenca ou
ndo de émbolos neoplasicos; tamanho do tumor; status da cirurgia (se
permaneceu doenca residual ou ndo apds a mesma).

Outras variaveis possivelmente associadas a sobrevida: intervalo entre o
inicio dos sintomas e o diagnostico; intervalo entre o diagnéstico e o
tratamento; cirurgia incompleta ou ndo; ocorréncia e local da recidiva;

ocorréncia de o6bito (por cancer de endométrio ou por outra causa).

3.3 Populacéo de Estudo

O namero de pacientes elegiveis em cada etapa da pesquisa esta indicado na

figura 4. Seguindo todos os critérios de inclusdo, foram selecionadas 1.132

pacientes com diagndstico de “adenocarcinoma de endométrio”. Para estes casos foi

realizada andlise descritiva para a populacdo ao diagnostico de cancer de

endométrio e por dois periodos de matricula (entre 2000 e 2005; entre 2006 e 2011).

Para avaliacdo descritiva por subtipos histolégicos de adenocarcinoma de

endomeétrio (Tipo | e Tipo II) foram excluidos os casos de adenocarcinoma diferentes

do Tipo | (endometrioide) e do Tipo Il (seroso e de células claras), sendo

contabilizados ao final 991 casos do Tipo | e 122 do Tipo Il, com um total de 1.113

pacientes.
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Para a andlise de sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD),
foram excluidos 94 casos por terem apresentado outro tumor primario prévio ao
diagnostico de cancer de endométrio (designados como casos de “cancer prévio”)
e/ou apresentado um segundo tumor primario (sincrénico ou metacrénico) apés o
diagnoéstico de cancer de endométrio, uma vez que tais tumores poderiam interferir
na evolugédo e, consequentemente, na sobrevida destas pacientes. Neste contexto,
as curvas de sobrevida foram calculadas em 1.038 casos de pacientes portadoras
de “adenocarcinoma de endométrio”. Para as analises das curvas de SG e SLD dos
Tipos | e Il em separado, ainda foram excluidos 18 casos com diagnostico de
adenocarcinoma sem caracterizacdo do subtipo. Portanto, para esta analise foram

incluidos 912 casos do Tipo | e 108 casos do Tipo Il.

As analises moleculares foram realizadas com casos de adenocarcinoma Tipo |
por se tratar do subtipo histolégico mais frequente. A primeira metodologia aplicada
foi a analise randbmica por microarranjo, sendo inicialmente selecionados 21
tumores de diferentes pacientes diagnosticadas nos estadios (Ec) I, Il e lll, todas
submetidas a “cirurgia completa”. Durante o periodo de estudo, 11 delas

apresentaram recidiva, sendo 5 diagnosticadas no Ec I.

Num primeiro momento, as analises moleculares prosseguiram com 0s dez
casos de tumores diagnosticados no Ec | para identificacdo das possiveis alteracfes
presentes na recidiva (n=5) em comparacdo com tumores ndo recidivados (n=>5).
Uma vez selecionados os genes diferencialmente expressos entre os dois grupos,
procedeu-se a sua validacdo através da andlise da expressao proteica por imuno-
histoquimica e da expressdo génica por PCR quantitativa (PCRq) em tumores
armazenados em blocos de parafina, em um maior nUmero de casos com recidiva e
sem recidiva, todos diagnosticados no Ec | e submetidos a “cirurgia completa”. Das
36 pacientes que apresentaram recidiva, os blocos disponiveis de uma delas néo
mais apresentavam tecido tumoral, perfazendo 35 casos neste grupo. Para
comparagao com tumores sem recidiva, foi incluido o dobro do numero de casos
(n=72) no mesmo periodo (de 2000 a 2011), respeitando um minimo de 24 meses de
seguimento apos o tratamento cirurgico. Portanto, para as duas metodologias de
validacdo (imuno-histoquimica e PCRq) foram analisados 107 casos de Ec |,

incluindo os dez submetidos a analise por microarranjo.
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Figura 4: Fluxograma das pacientes elegiveis para o estudo
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3.4 Definicao das Variaveis de Estudo

3.4.1 Desfechos

» Recidiva: recidiva loco-regional foi considerada por nova manifestacdo do
cancer no local de origem ou regido anatbmica onde se localizava o Utero
(recidiva local ou loco-regional), confirmada por exames citolégicos e/ou
histopatolégicos, de imagem, ou exame fisico. Recidiva a distancia foi
considerada pela ocorréncia de cancer a distancia, confirmada por exames de

imagem, citologicos e/ou histopatolégicos, ou exame fisico.

= Obito: foi considerado o 6bito relacionado ou ndo & evolucdo do cancer, com

a data firmada no atestado de 6bito.

= Sobrevida livre de doencga: no caso de auséncia de recidiva, 0s casos foram
censurados ao final do seguimento. Na ocorréncia de doencga, foi considerado
como censura o0 tempo (em meses) entre a data do tratamento cirirgico da
doenca e a data da realizacdo do exame de confirmacdo diagndstica de
recidiva. Para as perdas de seguimento, foi censurada a data da ultima

consulta registrada em prontudrio hospitalar.

= Sobrevida global: os casos foram censurados ao final do seguimento, no caso
de auséncia de Obito. Quando estes ocorreram, foi considerado censura o
tempo (em meses) entre a data do tratamento cirtrgico do cancer e a data do
Obito. Para as perdas de seguimento, foi censurada a data da Ultima consulta

registrada em prontuario hospitalar.

3.4.2 Variaveis independentes e descritivas

Para avaliar os fatores associados aos desfechos e descrever as caracteristicas

da populacao, foram coletadas as sequintes variaveis:

» |dade ao diagnostico: o calculo da idade foi feito a partir do intervalo entre a
data de nascimento e a de matricula de cada paciente. A determinagédo da
faixa etaria em dois grupos se baseou na sugestdo da Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS): na maior parte dos paises desenvolvidos é considerada

idosa uma pessoa a partir de 65 anos (WHO, 2014).
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Historia de cancer prévio: através do relato da ocorréncia de qualquer tipo de
neoplasia maligna, com intervalo maior de seis meses para a data do
diagndstico de cancer de endométrio, registrado na anamnese.

Segundo tumor primario: ocorréncia de uma segunda neoplasia maligha na
mesma ocasido ou em até seis meses do diagnostico de cancer de
endométrio (tumor sincrdénico) ou acima de seis meses (tumor metacrénico).
Diabetes, Cardiopatia e hipertensao arterial sistémica (HAS): através do relato
da anamnese registrada na data da matricula.

Uso de tamoxifen: através do relato registrado no prontuario ao longo do
periodo de estudo, seja por cancer de mama prévio, seja por segundo tumor
primario de mama apos o tratamento de cancer de endométrio.

indice de massa corporal (IMC): obtido em kg/m?, aferido pelo Servico de
Nutricdo, no dia da primeira internagcdo para o tratamento cirargico, e
registrado no prontuario hospitalar. O IMC foi dividido em trés categorias,
conforme critérios da OMS: adequado (ou normal), com IMC < 25 kg/m?;
sobrepeso, com IMC = 25 kg/m? até 29,9 Kg/m?; obesidade, com IMC = 30
kg/m?. Para SLD e SG nos casos de tumores Tipo Il, o IMC foi calculado
separadamente (nas trés categorias) e também agrupando-se o sobrepeso e
a obesidade numa mesma categoria, com a finalidade de estabelecer um
melhor modelo.

Método para diagndstico: exames utilizados para obtencdo de amostra da
lesdo tumoral na cavidade uterina, para o diagnostico histopatologico da
doenca (curetagem uterina fracionada e video-histeroscopia). Em alguns
casos, a ultrassonografia pélvica com imagem sugestiva de lesdo tumoral na
cavidade uterina foi considerada o primeiro exame a indicar a investigacao.
Performance status (PS): A determinacao do PS das pacientes na ocasido da
matricula tem por finalidade avaliar se as mesmas detém condi¢des clinicas
gue permitam a realizagcéo do tratamento adequado, bem como acompanhar
a resposta e evolugédo de cada caso, obedecendo os critérios publicados por
OKEN et al.,, em 1982 (anexo 3). O PS foi estabelecido durante a anamnese
e 0 exame fisico na data da matricula. A frequéncia de casos com PS 3 e 4 foi
pequena. Por isto, a SLD e a SG para esta variavel, na populagéo geral e na
de casos de tumores Tipo |, foram calculadas com trés categorias: 0, 1 e = 2.

Para a populacédo de tumores Tipo Il, ndo foram calculadas a SLD e a SG
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para esta variavel porque algumas categorias ndo apresentaram eventos
(recidiva ou 0bito, respectivamente).

» Primeiro sintoma do cancer: descrito pela paciente como aquele que a levou a
investigacdo diagnostica. Na analise de SLD e SG esta variavel foi calculada
com duas categorias: “sangramento” e “outros sintomas”, uma vez que a
frequéncia de sintomas diferentes de “sangramento” foi pequena.

» Intervalo entre o primeiro sintoma e o diagnostico de cancer: a mediana de
tempo entre o inicio do primeiro sintoma de cancer e o diagnostico foi de 178
dias (0 - 4.437). O ponto de corte foi de 180 dias.

Para as variaveis relacionadas a histéria ginecoldgica das pacientes, as

informacdes foram obtidas através da anamnese reqgistrada na data da matricula:

» |dade da menarca: considerada a data relatada da primeira menstruacao.
Para as analises descritiva e de sobrevida, as pacientes foram separadas em
dois grupos: < 11 anos e > 11 anos. Ao longo do tempo, houve grande
variacdo na média de idade da menarca, em diferentes lugares. Optou-se,
entéo, pelo corte em 11 anos entre os dois grupos (PARENT et al., 2003).

» |dade da menopausa: considerada a data relatada da ultima menstruacao.
Para as analises descritiva e de sobrevida, as pacientes foram separadas em
dois grupos: < 45 anos e > 45 anos, ja que alguns autores consideram
menopausa precoce quando esta ocorre antes dos 45 anos e outros
consideram até os 45 anos (JACOBS et al. 1976; McKINLAY et al., 1992).

» Pré-menopausa ao diagndstico de cancer: foram classificadas de acordo com
a informagcéo da paciente de ja se encontrar na menopausa ou se ainda
apresentava ciclos menstruais regulares.

» Gestacao: se a paciente era nuligesta ou ndo, e quantas gestacoes teve ao
longo da vida. Os casos foram separados em trés categorias: 0 (ou nenhuma
gestacdo) 1 a 3 gestagbes e = 4.

» Uso de anticoncepcional oral (ACO): relato de utilizacdo ou ndo, independente
do tempo de duracao.

» Uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH): relato de utilizacdo ou néo,

independente do tempo de duracao.
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Para as variaveis relacionadas ao tratamento e as caracteristicas anatomo-

patologicas foram coletados:

» |ntervalo entre diagndstico e inicio do tratamento oncologico: utilizado ponto
de corte em 60 dias (< 60 e > 60), conforme preconizado pelo Ministério da
Saude (portaria n° 876, de 16/05/11; em vigéncia desde maio de 2013)
(BRASIL, Ministério da Saude, 2013).

» Cirurgia incompleta: classificados como “sim” aqueles casos com relato em
prontuério de possiveis fatores determinantes: obesidade, que dificulta a
técnica cirdrgica e aumenta o risco de intercorréncias no per e pos-operatorio;
presenca de comorbidades associadas que determinaram um risco cirargico
elevado, havendo necessidade de se abreviar o procedimento cirlrgico;
discordancia entre o histopatolégico e/ou grau de diferenciacdo final em
relacdo aguele estabelecido na revisdo de lamina da biépsia de fora realizada
no INCA; doenca residual macroscépica (cirurgia R2); ocorréncia de
complicac@o no per-operatério, incorrendo na brevidade do procedimento; o
cancer de endométrio ter sido um “achado pds-operatério” (pacientes
operadas por outra patologia e cujo diagnoéstico da doenca endometrial foi
feito apenas apds a cirurgia, observada apenas no exame histopatolégico da
peca cirargica); dificuldade técnica pela presenca de bridas (aderéncias) na
cavidade abdominal por cirurgia prévia. Os demais casos foram classificados
como "nao".

» |nvasdo miometrial: considerada invasado superficial quando se estendia por
menos de 50% da espessura do miométrio, e invasao profunda quando por
50% ou mais.

= Embolos neoplasicos: presentes ou ndo, descritos na microscopia dos laudos
histopatolégicos, podendo ser linfaticos, vasculares ou neurais (presenca de
invasao linfovascular).

= Subtipo histologico: casos separados em Tipo | e Tipo Il conforme
classificacdo por Bokhman em 1983.

» Estadiamento (FIGO): estabelecido segundo os critérios revistos e publicados
pela FIGO em 2009. Os casos matriculados e tratados antes desta revisao
tiveram seu estadiamento atualizado conforme os novos critérios. Nas

pacientes com tumores Tipo Il, como se trata de uma populagdo com numero
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reduzido em comparacao ao das outras, a SLD e a SG foram calculadas com
duas categorias (I e Il, “estadios precoces”; lll e IV, “estadios avangados”).
Grau de diferenciacdo: os tumores Tipo | podem ter trés diferentes graus de
diferenciacdo: G1 (bem diferenciados), G2 (moderadamente diferenciados) e
G3 (mal diferenciados). Para efeito de andlise de sobrevida, os dois primeiros
grupos podem ser considerados de baixo grau e os G3 de alto grau. Ja os
tumores do Tipo Il sdo mal diferenciados na sua totalidade. Na regresséo de
Cox da SG da populacdo geral e dos casos de tumor Tipo I, o grau foi
agrupado em duas categorias (G1 e G2= baixo grau; G3= alto grau).
Tamanho do tumor: segundo alguns autores e 0 GOG, os tumores até 2,0 cm
tendem a apresentar um melhor progndstico em comparagédo aqueles > 2,0
cm (MARIANI et al., 2002; MARIANI et al., 2003). Além disto, j& vem sendo
observada a ocorréncia de um grande numero de casos com tumores de
grandes dimensdes nas pacientes tratadas no INCA. Por isto, no presente
estudo, esta variavel foi analisada com o acréscimo de uma terceira categoria
(> 5,0 cm) com o intuito de avaliar se houve impacto destas lesdes na
sobrevida. No Tipo Il, para a SLD e a SG, esta variavel foi também calculada
com duas categorias (< 5,0 cm e > 5,0 cm).

Status da cirurgia: estabelecido logo apdés o término da cirurgia, sendo
considerada cirurgia RO quando néo restou qualquer sinal de doenca residual
macroscopica; R1 quando houve doenca residual microscépica; R2 quando
restou doenca residual macroscépica.

Pesquisa de receptores hormonais: realizada apenas nos casos de recidiva
da doenca em que se cogitou o uso de hormonioterapia paliativa. Foi feita a
pesquisa para receptores de estrogénio e progesterona, tendo sido
considerados positivos 0S casos em que era visualizada a marcagdo pelo
anticorpo, independente da porcentagem de células marcadas.

Periodo do diagnéstico: por se tratar de um estudo que abrangeu um longo
intervalo de tempo e, por isto, terem ocorrido neste periodo algumas
alteragbes em relagdo a frequéncia de algumas variaveis e as rotinas de
tratamento, foi também realizada uma analise em dois periodos de estudo:
casos matriculados de 2000 a 2005 (“primeiro periodo”) e os matriculados de
2006 a 2011 (“segundo periodo”).
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3.4.3 Variaveis moleculares

Apés anadlise por microarranjo, foram identificados genes diferencialmente
expressos nos casos de recidiva comparados aos casos que nao recidivaram. Entre
estes genes foi selecionado o PGR por ter apresentado a maior expressao nos
casos de recidiva. Em seguida, foram identificados outros genes também mais
expressos na recidiva e que estivessem interligados a PGR numa mesma via, para a
validagao descrita anteriormente. Portanto, os genes selecionados para as analises

moleculares foram:

* PGR (gene regulador do receptor de progesterona)
= ESRT1 (gene regulador do receptor de estrogénio)

» GREB1 (Growth Regulation by Estrogen in Breast Cancer 1)

3.5 Expresséao Génica Global por Anélise de Microarranjo

3.5.1 Extracédo de RNA de Tecido Tumoral Fresco Congelado

Uma vez selecionados os casos de adenocarcinoma de endométrio Tipo | para
as analises por microarranjo, foi confeccionada “lamina espelho” de cada uma das
amostras frescas congeladas a -80°C no BNT para confirmagao da presenga de no
minimo 80% de células tumorais, imediatamente antes de serem processadas.

A extracdo de RNA total de cada amostra foi realizada no laboratério do BNT-
INCA, como determina o regimento da instituicdo, sendo utilizado o RNeasy Mini kit -
Qiagen®, seguindo as orientacdes do fabricante:

Um fragmento da amostra de até 30 mg foi depositado em um microtubo de 1,5
ml que continha 200 uL do tamp&o RLT com beta-mercaptoetanol. Apés macerar o
tecido com auxilio de um pildo, foram adicionados 400 uL de tampdo RLT para
serem centrifugados em microcentrifuga por 3 minutos a velocidade de 12.000 x g
com a finalidade de sedimentar o material ndo lisado. Em seguida o sobrenadante
foi transferido para novo tubo e 1 volume de etanol 70% foi adicionado. Apés
homogeneizacdo, foram transferidos 700 uL da solucdo para uma coluna de
purificacdo alocada em um tubo coletor de 2 ml e centrifugados por 15 segundos a
8.000 x g. Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e 700 uL do tampéao
RW1 foram adicionados a coluna de purificacdo, e centrifugados por 15 segundos a
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8.000 x g. Em seguida, o liquido do tubo coletor foi descartado, foram adicionados
500 uL do tampédo RPE a coluna de purificacdo e centrifugados por 2 minutos a
8.000 x g. Entdo, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 ml
imediatamente centrifugado por 1 minuto a 12.000 x g. A coluna foi novamente
transferida para um microtubo de 1,5 ml. Por fim, foi feita a elui¢cdo final do RNA total
com a adicdo de 30 uL de &gua no centro da membrana evitando o contato da
ponteira na mesma. Apos 1 minuto em temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado
por 1 minuto a 8.000 x g. A coluna foi descartada e os tubos contendo o RNA

extraido foram armazenados a -80°C.

3.5.2 Quantificacédo e Analise da Integridade do RNA

A concentracdo de RNA nas amostras foi determinada a partir de 1,0 uL de RNA
extraido de cada uma delas, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop (Uniscience®)
com absorvancia determinada no comprimento de onda de 260 nm. O calculo da
concentracdo do RNA tomou por base a informacdo de que uma unidade de
absorvancia corresponde a uma concentragéo de 40 pug / ml de RNA.

Para determinagéo da integridade do RNA extraido, foi utilizado o equipamento
Bioanalyzer (Agilent®), com o chip RNA 6000 Nano, seguindo o protocolo do
fabricante.

Como resultado, o Bioanalyzer fornece o nimero de integridade do RNA (RIN) e

amostras com RIN inferior a 8 foram descartadas.

3.5.3 Sintese de cDNA

Nesta etapa foi utilizado o RNA extraido das 21 amostras de tecido tumoral
fresco congelado. A preparacdo para a analise de microarranjo foi feita com o WT
Expression Kit (Ambion®), conforme recomendacdo da Affymetrix, fabricante dos
chips para microarranjo utilizados neste estudo (Gene Chip Expression Analysis
Technical Manual - Affymetrix Inc®, Santa Clara, CA, USA).

O RNA total de cada tumor foi convertido em cDNA dupla-fita utilizando o
oligonucleotideo iniciador (ou primer), T7-Oligo (dT) 24 de sequéncia 5
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG- (dT) 24 — 3. Para tal,
3,0 uL com 100 ng de RNA foram depositados em um microtubo que continha 2,0 uL
do controle Poly-A e 5,0 uL do mix para sintese da primeira fita de cDNA. Os tubos

com cada uma das reacdes foram incubados no termociclador Veriti (Applied
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Biosystems®), com as seguintes condicfes: 1 hora a 25°C; 1 hora a 42°C; 2 minutos
a 4°C.

ApOs este processo, os tubos foram inseridos no gelo para a imediata sintese da
segunda fita de cDNA, formando um cDNA dupla-fita. Foram adicionados 50,0 uL do
Second-Strand Mix em cada uma das reacdes, com nova incubacdo dos microtubos
no termociclador Veriti (Applied Biosystems®), com as seguintes condicdes: 1 hora a
16°C; 10 minutos a 65°C; 2 minutos a 4°C.

3.5.4 Sintese e Purificacdo do cRNA

Para a sintese do cRNA biotinilado, o volume total do cDNA sintetizado (60,0 uL)
foi utilizado em uma reacgéo de transcricéo in vitro com 24,0 uL de tampéao e 6,0 uL
da enzima para a reagdo. Esta reacdo foi incubada por 16 horas a 40°C no
termociclador Veriti (Applied Biosystems®) e o cRNA foi purificado utilizando beads
magnéticas (Nucleic Acid Binding Beads, Ambion®, Life Technologies™, USA), com
0 seguinte protocolo:

Em cada tubo contendo cRNA foram adicionados 50,0 uL do tampé&o das beads
magnéticas e 10,0 uL das beads magnéticas, sendo homogeneizados por
pipetagem. As solugbes foram transferidas para placa em U fornecida pelo kit e
foram adicionados 60,0 pL de isopropanol (MERCK®) em cada tubo, sendo mais
uma vez homogeneizado por pipetagem. Apos agitacdo em placa por dois minutos a
velocidade de 400 rpm, a mesma foi retirada e posicionada sobre placa magnética
por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado sem agitacédo das beads que
estdo ligadas ao cRNA. As beads foram lavadas por duas vezes com solucdo de
lavagem de &cidos nucleicos fornecida pelo kit, utilizando o misturador de placas e a
placa magnética como descrito anteriormente, e retirando o sobrenadante no final. O
cRNA foi eluido com a adi¢éo de 40,0 uL da solucdo de eluicdo fornecida pelo Kit,
pré-aquecida por 10 minutos a 58°C. A placa foi entdo incubada por 2 minutos e, em
seguida, submetida a rotacdo vigorosa no misturador de placas por 3 minutos. A
placa em U foi posicionada sobre a placa magnética e o sobrenadante que contém o
cRNA purificado transferido para tubos de 0,5 ml. A reacéo foi armazenada em gelo
para a nova sintese de cDNA.

Antes de iniciar o processo da nova sintese de cDNA, foi verificada a eficiéncia
da reacdo através da quantificacdo no espectrofotdmetro NanoDrop (Uniscience®)

com absorvancia determinada no comprimento de onda de 260 nm. As reacdes
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foram consideradas eficientes quando apresentaram concentracdo de cRNA igual ou

maior que 455,0 ng/uL.

3.5.5 Segundo ciclo de sintese de cDNA

O segundo ciclo de sintese de cDNA foi realizado com 10,0 ug de cRNA
purificado e 2,0 uL de primers randémicos com incubacdo de 5 minutos a 70°C, 5
minutos a 25°C e 2 minutos a 4°C. Um total de 16,0 uL do produto da reacao foi
adicionado a 8,0 uL de tampéo e 8,0 uL de enzima, ambos fornecidos pelo kit, e
posteriormente incubados por 10 minutos a 25°C, 90 minutos a 42°C, 10 minutos a
72°C e 2 minutos a 4°C. Para hidrolizacao, foram adicionados 2,0 uL de RNaseH a
mistura submetida a nova incubacéo por 45 minutos a 37°C, 5 minutos a 95°C e 2
minutos a 4°C. O produto do segundo ciclo de cDNA foi entdo purificado com a
utilizacdo de beads magnéticas conforme descrito anteriormente, porém com a
substituicdo de isopropanol por etanol (MERCK®). O cDNA de fita simples resultante
da reacao foi novamente quantificado para avaliagdo da eficiéncia da reagédo no
espectrofotdmetro  NanoDrop (Uniscience®), com absorvancia determinada no
comprimento de onda de 260 nm. As reacfes foram consideradas eficientes quando

apresentaram concentragdo de ssDNA igual ou maior que 185,0 ng/uL.

3.5.6 Fragmentacéao e Hibridacéao

Para hibridagdo foram fragmentados 5,5 pg de cDNA (em um volume de 10 pL
de cada amostra) com 4,8 uL de tampao de fragmentacdo 10X, 1,0 uL da enzima
Uracil-DNA  Glycosylase (UDG), 1,0 uL da enzima Humanapurinic/
apyrimidinicendonuclease (APE) e agua ultrapura para completar um volume final de
48,0 uL. A mistura foi incubada por 60 minutos a 37°C, 2 minutos a 95°C e 2 minutos
a 4°C. O tamanho dos fragmentos foi mensurado por eletroforese em gel de
agarose. Antes da fragmentacédo é necessario que as bandas sejam equivalentes a
0,5 kb; apos a fragmentacdo, devem ser equivalentes a fragmentos de 35 a 200
bases. A primeira marcacao foi realizada com 45,0 uL do produto da fragmentacéo e
12,0 uL de tampédo concentrado (5x) da Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
(TdT), 2,0 uL de TdT e 1,0 uL de DNA labelling reagent, com incubacdo por 60

minutos a 37°C, 10 minutos a 70°C e 2 minutos a 4°C.
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Para cada amostra de tecido tumoral foi utilizado um chip de microarranjo (ou
“microarray”) Human Exon 1.0 ST (Affymetrix Inc®, Santa Clara, CA, USA). As
sondas dos arrays sado produzidas através de tecnologias que combinam
fotolitografia e quimica combinatéria, sendo que até 1,3 milhdo de diferentes sondas
de oligonucleotideos séo sintetizadas em cada array. Cada um desses
oligonucleotideos esta localizado em uma éarea especifica do array chamada de
probecell e cada uma delas pode conter de milhares a milhdes de copias de um
determinado oligonucleotideo. Os arrays foram previamente equilibrados a
temperatura ambiente. Foi preparada uma mistura de reacdo para cada amostra,
com o cuidado de se aquecer previamente a solucdo estoque de controles de
hibridacdo eucariéticos 20X a 65°C por 5 minutos, para a completa ressuspensao do
SSDNA .

A mistura de reacdo € composta por 27,0 uL da reacdo de ssDNA fragmentada,
1,7 pL de oligonucleotideo B2 Controle (Affymetrix®), 5,0 uL de controles de
hibridac&o eucariéticos 20X (bioB, bioC, bioD, cre) - Affymetrix®, 50,0 uL de tampé&o
de hibridacdo 2X, 7,0 uL de DMSO e 9,3 pL de agua ultrapura, totalizando 100 pL.
Esta mistura foi aquecida a 99°C por 5 minutos e logo em seguida resfriada a 45°C
por 5 minutos. Os microtubos com as misturas de reacao foram centrifugados por 5
minutos na velocidade de 12.000 x g para remocéo de qualquer material insoltvel. A
solucdo tampao foi removida dos cartuchos e substituida pela mistura de reacao
clarificada. Os arrays (ou chips) foram acondicionados em caixas do tipo rotisserie
em forno de hibridacdo a 45°C por 17 horas, com rotacdo de 60 rpm. Todo o
processo de lavagem e coloracdo foi feito na estacdo fluidica GeneChip® Fluidics
Station 450, com a seguinte programacao: 10 ciclos de 2 mixes/ciclo com tampé&o A
a 30°C; 6 ciclos de 15 mixes/ciclo com tampao B a 50°C; tampao SAPE por 5
minutos a 35°C; 10 ciclos de 4 mixes/ciclo com tampdo A a 30°C; solucdo de
anticorpo por 5 minutos a 35°C; tampéo SAPE por 5 minutos a 35°C; 15 ciclos de 4

mixes/ciclo com tampéao A a 35°C.

3.5.7 Leitura dos Chips e Aquisicao dos Valores de Expressao

Para a leitura Optica dos chips Human Exon 1.0 ST, os arranjos de sonda foram
lidos no GeneArray® Scanner 7G (Affymetrix), equipado com laser de fon argénio,
programado segundo as instru¢des do fabricante, atribuindo-se 3 ym para o valor de
pixel e comprimento de onda de 570 nm. A captura das imagens e analise inicial das
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hibridacBes foram feitas com o software Affymetrix® Expression Console™ e os
arquivos gerados salvos em formato *.cel.

Os arquivos CEL foram processados pelo algoritmo RMA (Robust Microarray
Analysis).

A analise por microarranjo de DNA foi utilizada como um método de triagem para
determinar e selecionar genes candidatos que possam caracterizar os tumores de
pacientes que apresentaram recidiva, em comparagcao aqueles casos em que nao
houve recidiva no mesmo estadio. Os genes selecionados para validagao foram
aqueles que apresentaram aumento ou diminui¢gdo nos niveis de transcricdo de pelo
menos trés vezes. Para esta selecdo, além da diferenca de expressdo observada a
partir dos dados de microarranjo, também foi considerada a relevancia do gene
dentro de diferentes vias de sinalizagdo celular e o potencial uso como marcador

prognostico relacionado a recidiva do tumor.

3.6 Expresséao Génica por PCR em Tempo Real

3.6.1 Extrac&o de RNA de Tecido Tumoral Armazenado em Blocos de Parafina

Uma vez selecionados os genes diferencialmente expressos apds a analise por
microarranjo, foi também realizada validacéo destes resultados pelo método de PCR
em tempo real (ou PCR guantitativa — PCRQ), nos mesmos casos analisados pelo
microarranjo e em um numero maior de amostras conforme descrito previamente em
“selecao de pacientes”.

Ap6s a marcagdo da area tumoral nas laminas dos casos selecionados, 0s
blocos correspondentes (0os mesmos utilizados para a analise por IH) foram cortados
em micrétomo Leica®, totalizando dez seccdes de 10 um cada. As amostras foram
desparafinizadas e a extracdo de RNA total foi feita utilizando-se o kit RNEasy FFPE
Kit Qiagen®. Para desparafinizacdo das amostras, foi utilizada a solucdo de
desparafinizacdo da Qiagen® seguindo as orientacées do fabricante: as seccdes de
tumor em parafina foram depositadas em microtubos de 2 ml e adicionados 320 uL
da solucédo de desparafinizacdo em cada um. Apds agitacdo por 10 segundos, 0s
tubos foram centrifugados brevemente para que o material se depositasse no fundo,
incubados a 56°C por 3 minutos e resfriados a temperatura ambiente. Em seguida,

foram adicionados 240 pL do tampdo PKD e realizada agitagdo vigorosa.
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Posteriormente, foram centrifugados por 1 minuto a velocidade de 11.000 x g. Por
fim, foram adicionados 10 pL de proteinase K para homogeneizagao por pipetagem
e 0s tubos foram incubados a 56°C por 15 minutos e, em seguida, a 80°C por 15
minutos. Apos este periodo de aquecimento, o conteudo da fase “clara” foi
transferido para novo tubo de 2 ml, incubado em gelo por 3 minutos, centrifugado a
20.000 x g por 15 minutos e novamente transferido para um novo tubo.
Posteriormente, foram adicionados 25 pyL do tampao DNase Booster e 10 uL de
solucdo DNase | stock. Apés breve centrifugacdo, os tubos foram incubados em
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 uL de
tampdo RBC e o lisado misturado. Adicionados 1.200 pyL de etanol 100% e,
imediatamente ap0s homogeneizacao por pipetagem, todo o conteudo da solucéo foi
transferido para a coluna de purificacdo alocada em um tubo coletor de 2 ml e
centrifugados por 15 segundos a 8.000 x g. Ao término, o liquido do tubo coletor foi
descartado, 500 uL do tampédo RPE foram adicionados a coluna de purificacdo e
centrifugados por 15 segundos a 8.000 x g. Em seguida, o liquido do tubo coletor foi
descartado, foram novamente adicionados 500 uL do tampdo RPE a coluna de
purificacdo e centrifugados por 2 minutos a 8.000 x g. Entdo, a coluna foi transferida
para um novo tubo coletor de 2 ml imediatamente centrifugado por 5 minutos a
12.000 x g, com a tampa aberta. A coluna foi novamente transferida para um
microtubo de 1,5 ml. Por fim, foi feita a elui¢cdo final do RNA total com a adicdo de 15
uL de 4gua RNase-free no centro da membrana evitando o contato da ponteira com
a mesma. Ap6s 1 minuto em temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado por 1
minuto a 12.000 x g. A coluna foi descartada e os tubos contendo o RNA extraido
foram armazenados a -80°C. A concentragdo de RNA nas amostras foi determinada
a partir de 2,0 pL de RNA extraido de cada uma delas, utilizando o
espectrofotdbmetro Nanovue (GE Healthcare®), com absorvancia determinada no

comprimento de onda de 260 nm.

3.6.2 Sintese de cDNA - Reacéo da Transcriptase Reversa

O RNA total extraido dos tumores armazenados em bloco de parafina foi
reversamente transcrito em cDNA para analises de PCR em tempo real utilizando a
transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen®), conforme orientacdo do fabricante:
em um microtubo foram adicionados 3 pL (300 ng) de primer randémico (Promega®),

3 ug de RNA alvo, 1uL do set de dNTPs a 10mM e agua RNase Free suficiente para

50



completar o volume final de 12 pL de reacgdo; a mistura foi aquecida por 5 minutos a
65°C. Em seguida, foram adicionados 4 yL do tampdo da enzima transcriptase
reversa (5X) fornecido pelo fabricante (Invitrogen®), 2 uL de DTT 0,1M e 1 pL de
agua RNase Free, sendo incubados por 2 minutos a 25°C. Adicionado 1 pL de
SuperScript 1I® contendo 200U, totalizando um volume final de 20 pL. As reacdes
foram incubadas no termociclador por 50 minutos a 42°C e a enzima foi inativada a

70°C por 15 minutos. Apos a sintese, o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.6.3 PCR em Tempo Real

As reacfes de PCR em tempo real ou quantitativa (PCRq) foram realizadas na
plataforma Rotor-Gene (Qiagen®) para andlise da expressdo génica de PGR, ESR1
e GREBL. A sequéncia dos primers utilizados esta descrita no quadro 4. Para cada
reacdo foram adicionados: 7,5 pL de tampdo SYBR green FAST 2x (Qiagen®), 0,3
puL de cada um dos oligonucleotideos especificos da reacdo a 10 uM, 1,0 uL de
cDNA na diluicdo de 1:10 e 5,5 yuL de agua deionizada autoclavada. As reacdes
ocorreram com a seguinte ciclagem: 1 X 95°C por 5 minutos; 40 X 95°C por 5
segundos; 60°C por 10 segundos com posterior captura de fluorescéncia. Todas as
reagOes foram feitas adicionando a este programa a curva de dissociagcao (melting
curve). Isto permitiu avaliar, quando fosse o caso, a formacdo de produtos
inespecificos e/ou contaminacao. Apos a reacao, a quantificacdo relativa do RNAmM
de cada gene foi feita utilizando o GAPDH e ACTB como controles internos,
seguindo o método de A®Y. As curvas de dissociacdo dos trés genes analisados

mostraram que néo havia presenca de outras estruturas ou contaminacéo (figura 5).
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Quadro 4: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCRq e tamanho do
produto amplificado

Gene Primers Produto amplificado
(pb)*

PGR F:5-TGG TCC TTG GAG GTC GAA AA -3 79 vb
R: 5- CTG TGG GAG AGC AAC AGC AT -3’ P

ESR1 F: 5- GCT CCT TTC TCC TGC CCA TT -3’ 86 bh
R:5-TCC TTC CTAGTT TTC TTC TTC TTG A -3 P

F: 5- TGG AGC CCT ATG GAA AGT TCT G -3’
GREB1 R: 5'- CTG CAG CTA CTC CAG TCA CC -3 79pb

F: 5 CAA CAG CCT CAA GAT CAT CAG CAA -3'
GAPDH R: 5- AGT GAT GGC ATG GAC TGT GGT CAT -3 124 pb

F:5-CGC CAACACAGTGCTGTCT -3

ACTB R: 5- CAC GGA GTA CTT GCG CTC AG -3’

135 pb

*pb= pares de base

A quantificacdo relativa de cada gene foi possivel pelo método de AY. Um
grafico de amplificacéo, cujo eixo Y representa o sinal de fluorescéncia e o eixo X a
temperatura em °C, foi desenhado. Observou-se discreta mudanca no sinal de
fluorescéncia no primeiro ciclo da reacdo de PCR, o que definiu a linha de base para
o gréafico de amplificacdo. Um segundo nivel de fluorescéncia, desta vez acima da
linha de base, indicou o acumulo de produto de PCR. Com isto, foi estabelecido um
limiar de deteccdo de fluorescéncia fixo acima da linha de base durante a fase
exponencial da PCR de 0,04.

O parametro Cq (limiar) foi definido como o numero de ciclos no qual a
fluorescéncia ultrapassou os limiares previamente fixados. A diferenca entre as
médias de trés experimentos do gene de interesse e dos genes de referéncia
(GAPDH e ACTB) foi calculada com auxilio do programa Microsoft Excel e o valor de
quantificacéo relativa foi expresso como 2 (LIVAK E SCHIMITTGEN, 2001).
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" PGR

Figura 5: Curvas de Melting relativas a PGR, ESR1 e GREB1.
N&o houve contaminacéo ou formacao de estruturas secundarias. As abcissas (eixo x)

representam a temperatura (°C) onde ocorreu o pico de fluorescéncia e as ordenadas
(eixo y) representam o valor do sinal de fluorescéncia
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3.7 Expresséao Proteica por Imuno-Histoquimica

A expressao proteica dos genes selecionados conforme descricdo prévia foi
avaliada pela técnica de imuno-histoquimica (IH). As laminas referentes a cada caso
foram revistas pelo patologista associado ao projeto para identificagdo do bloco de
parafina correspondente aquela que demonstrava a area mais representativa do
tumor. Foram considerados ideais os cortes que apresentavam no minimo 80% de

células tumorais.

Para realizacéo da IH, os blocos foram submetidos a cortes seriados de 3 um de
espessura por um micrétomo Leica® e as seccbes depositadas na superficie de
laminas previamente silanizadas segundo o protocolo descrito no anexo 4. Em
seguida, estes cortes foram fixados em estufa a 60°C por um periodo minimo de
duas horas. Todo este procedimento foi realizado pelos técnicos da Divisdo de
Patologia do INCA (DIPAT) nas suas dependéncias.

Os anticorpos utilizados nesta etapa do estudo foram:

= Anti-estrogénio (ER), rabbit monoclonal clone SP1, SPRING Bioscience® -
M3014.
= Anti-progesterona (PR), DAKO® monoclonal mouse clone PgR636.

= Anti-GREB1 (N-13), rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology, Inc®.

A padronizagdo destes anticorpos foi feita com cortes de tumor de mama
positivo tanto para estrogénio como para progesterona, fornecidos pela DIPAT.

Foram feitas as seguintes diluicbes:

» Anti-ER em Tris-EDTA pH=9,0: 1: 500; 1: 750; 1. 900; 1:1.200.
» Anti-PR em Citrato pH=6,0: 1: 2.000; 1: 2.500; 1: 2.700; 1: 3.000.
» Anti-GREB1: 1: 50; 1: 100; 1: 200; 1: 400; 1: 800; 1: 1600, 1: 2.000 (com cada

um dos dois tampdes acima descritos).

Apés avaliacdo independente de dois patologistas, as diluicdes e respectivos
tampdes de recuperacao antigénica que melhor demonstraram a expresséao proteica

nos tumores foram:

» Anti-ER =1: 900 em Tris-EDTA pH=9,0.
» Anti-PR =1: 2.700 em Citrato pH=6,0.
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» Anti-GREB1=1: 200 Tris-EDTA pH=9,0.

Para a execucdo da metodologia da IH com cada um dos trés anticorpos, 0s
cortes foram desparafinizados em seis banhos de xilol, desidratados em seis banhos
de alcool etilico absoluto e hidratados em agua corrente por dois minutos.

Para a analise da expresséo proteica, os cortes foram submetidos a recuperagéo
antigénica em banho-maria a 98°C, por 30 minutos. Para prosseguir todo o restante
da metodologia, foi utilizado o kit de IH Novolink®: ap6s a recuperacdo antigénica, as
laminas arrefeceram por dez minutos e o tecido foi circundado com caneta
hidrofébica (DAKO®) a 4°C. Ap6s a ciclagem dos tecidos, foi utilizado o tamp&o de
lavagem TBS 10x para evitar seu ressecamento. Em seguida, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddégena com H,0, 3% diluida em agua destilada (incluso
no kit) por dez minutos, retirado o excesso e feita lavagem com agua destilada. Para
finalizacdo desta etapa, foi colocado TBS por mais trés etapas de cinco minutos
cada. O bloqueio das ligacbes inespecificas foi realizado com o reagente Protein
Block do kit NovoLink™ Max Polymer Detection System por cinco minutos e, ao final,

feita lavagem novamente com agua destilada.

A marcacdo das proteinas com cada anticorpo foi feita com as respectivas
diluicdes ja mencionadas, durante periodo minimo de 12 horas (“overnight”), a 4°C.
Como controles positivo e negativo das reacdes para os trés anticorpos, foram
utilizados cortes do mesmo tumor de mama positivo para ER e PR que determinou a
padronizacao. Apés este periodo de incubacéo, o excesso do anticorpo foi retirado
com agua destilada e, mais uma vez, foi colocado TBS em trés etapas de cinco
minutos cada. A utilizacdo do anticorpo secundario foi feita com o reagente Post
Primary do kit NovoLink™ Max Polymer Detection System® com duracéo de trinta
minutos. Em seguida, nova lavagem com agua destilada e TBS em trés etapas de
cinco minutos cada. Apés, foi utilizado o Polymer Detector com o reagente Novolink
Polymer do mesmo kit, durante também trinta minutos. Finalmente mais uma

lavagem com agua destilada e TBS em duas etapas de cinco minutos cada.

Apos retirada do excesso de TBS, a revelacéao foi feita com diaminobenzidina
(DAB substrate kit, Leica®), na propor¢do de 1 ml de diluente para 50 pL do
cromdgeno, por cinco minutos. Em seguida, a reacdo foi interrompida por lavagem
com agua corrente por quatro minutos; as laminas foram contra-coradas com

hematoxilina por 45 segundos e novamente lavadas com agua corrente por dois
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minutos; desidratadas com quatro banhos de alcool etilico absoluto; clarificadas com

quatro banhos de xilol e, por fim, montadas com balsamo sob laminula.

Todas as laminas foram avaliadas por dois patologistas independentes e
classificadas conforme o grau de intensidade da marcagéao (forte ou fraca) e a

porcentagem de células com marcacao nuclear.

A classificacdo por porcentagem de células marcadas para ER e PR foi

estabelecida conforme rotina utilizada na DIPAT:
+: até 20%
++: > 20% até 50%
+++: > 50%

Para ER e PR a marcacéo é predominantemente nuclear em todos os casos
considerados positivos (THE HUMAN PROTEIN ATLAS). Na pratica clinica, a
semelhancga da rotina de tratamento do cancer de mama, a presenga de marcagao
nuclear nos tumores de endométrio determina o progndstico e a indicagdo de
hormonioterapia (MARKMAN, 2005; DECRUZE et al., 2007). Paralelamente, foi feita
analise da intensidade de marcacao de ER e PR (fraca ou forte). Entretanto, por se
tratar de uma classificagdo meramente ilustrativa, apenas o score de porcentagem

de células com marcagao nuclear é considerado relevante para o diagndstico.

Em GREB1 a marcacdo € mais heterogénea e predominantemente
citoplasmatica e membranar (THE HUMAN PROTEIN ATLAS). Entretanto, para
interpretacdo da expressado de GREBI, foi observada a porcentagem de marcagao
nuclear, sendo considerada expressao positiva quando da presenca de mais de 10%
de marcagcao nuclear, conforme descrito por Hnatyszyn et al. e Pellegrini et al.
(HNATYSZYN et al., 2010; PELLEGRINI et al., 2012).

A sequéncia das andlises moleculares realizadas acima descritas esta resumida

no fluxograma representado na figura 6.
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Figura 6: Fluxograma representativo da sequéncia das analises moleculares em amostras de
adenocarcinoma Tipo I no Ec | (de PGR, ESR1 e GREB1).

PGR= gene regulador do receptor de progesterona; ESR1= gene regulador do receptor de estrogénio; GREB1=

Growth Regulation by Estrogen in Breast Cancer 1 gene. PR, ER e GREB1= proteinas codificadas por PGR,
ESR1 e GREB1, respectivamente.

3.8 Andlises Estatisticas

Para a descricdo dos dados clinico-patolégicos foi realizada analise exploratéria
da distribuicdo das variaveis do estudo através da determinacdo de medidas de
tendéncia central e de dispersao para as variaveis quantitativas, e de distribuicdes
de frequéncia absoluta e relativa para as variaveis qualitativas. Para comparacéo
das frequéncias entre os grupos estudados, foi aplicado teste de Qui-quadrado de
Pearson, sendo considerados estatisticamente significantes os resultados com
p<0,05.

Para as estimativas de sobrevida univariada, foi utilizado o método de Kaplan-
Meier e a significancia estatistica entre os grupos estudados foi calculada pelo teste
de Log-Rank. Por fim, foi realizada a Regressdao de Cox pelo método stepwise

forward, com a introdugdo de cada variavel no modelo em ordem crescente do p-
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valor. Para a melhor abrangéncia possivel de variaveis importantes, foram incluidas
aquelas que mostraram p<0,20 na analise univariada ou aquelas que sé&o
relacionadas a uma significancia clinica que poderiam influenciar o desfecho. A
magnitude de associacdo entre os dados clinico-patolégicos foi determinada pelo
Hazard Ratio (HR). Foram mantidas no modelo final, aquelas variaveis que
apresentaram o p-valor <0,05. Todas as andlises clinico-patolégicas foram feitas por
meio do pacote estatistico SPSS (SPSS version, 20.0, Inc. — Chicago, IL-USA,
2004).

Para a determinacéo dos genes diferencialmente expressos pelo microarranjo de
DNA foi aplicado o método do LIMMA (Linear Models for Microarray Data)
(WETTENHALL et al., 2004). Os genes foram filtrados de acordo com fold-change

(FC): FC > 3 ou FC < 0,33. As analises foram feitas com o programa R/Bioconductor.

Para determinar se o percentual de expressdo de cada anticorpo e a diferenca
de expressao entre casos de recidiva e casos que ndo apresentaram recidiva foram
significativos, utilizou-se o teste de Qui-quadrado, com o software GraphPad Prism

5.0, sendo considerados estatisticamente significantes os resultados com p<0,05.

Para as analises estatisticas dos resultados da PCR quantitativa foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0. Para tal, foi realizado o teste de Kolmogarov-Smirnov
para verificar se os valores de expressao génica das amostras eram paramétricos,
isto é, se apresentaram uma distribuicdo normal. Como o0s valores nao
apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para calculo
da diferenga de expressao e os resultados foram considerados significantes quando
p< 0,05. Para avaliar se a expressao génica dos genes analisados foi capaz de
diferenciar pacientes que recidivaram daquelas que nao recidivaram, foi construida
uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic) por meio da representacao
grafica da sensibilidade (taxa de verdadeiro-positivo), contra 1- especificidade (taxa
de falso-positivo).

Para estabelecer a associacdo dos dados moleculares foi utilizado o pacote
estatistico SPSS (SPSS version, 20.0, Inc. — Chicago, IL-USA, 2004) com célculo da
regressdo logistica simples e mudltipla. A associacdo entre as caracteristicas
moleculares e recidiva foi obtida pela Odds Ratio (OR) bruta e ajustada,

considerando significante o intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS ANALISES CLINICO-PATOLOGICAS

4.1 Frequéncias da Populacdo Geral e por Periodo

De um total de 1.132 pacientes elegiveis para o estudo, a mediana de idade foi
de 63,7 anos (19 a 99 anos). A analise descritiva das caracteristicas clinicas da
populacdo ao diagnoéstico de cancer de endométrio, por periodo de matricula,

encontra-se apresentada na tabela 1.

Quando comparadas por periodo de matricula, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo a faixa etaria, onde ocorreu maior
frequéncia de mulheres idosas diagnosticadas entre 2000 a 2005 (p=0,027). Foram
registrados 14 casos em que ocorreu outro tipo de cancer antes do diagnostico de
cancer de endométrio, porém sem diferenca entre os periodos. Ja a ocorréncia de
um segundo tumor primario apos o diagnéstico de cancer de endométrio foi maior no
primeiro periodo (p<0,001) (tabela 1). Considerando o sitio do segundo tumor, a
informacgé&o foi obtida em 60 casos (85,7%). Foram mais frequentes os tumores de:
mama (28,0%), ovario (23,0%) e colon (10,0%) (figura 7).

Das 1.132 pacientes, 284 (25,1%) eram diabéticas, 796 (70,3%) hipertensas,
106 (9,4%) apresentavam algum tipo de cardiopatia e 854 (75,5%) tinham sobrepeso
ou algum grau de obesidade. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre os periodos.

A curetagem uterina fracionada (CUF) foi utilizada como o método para
obtencdo de amostra da lesdo tumoral para confirmagdo do diagnéstico
histopatolégico em 345 (30,5%) pacientes, e a video-histeroscopia em 730 (64,5%).
Foi observada maior frequéncia da realizacdo de video-histeroscopia no segundo
periodo de estudo (p<0,001) (tabela 1).
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Tabela 1: Andalise descritiva das caracteristicas clinicas da

endométrio, por periodo de matricula (n=1.132)

populagdo ao diagndstico de cancer de

Variavel To_tal (%) 2000 a_2005 (%) 2006 a_2011 (%) p valor *

(n=1.132) (n=544) (n=588)

Idade

<65 619 (54,7) 279 (51,3) 340 (57,8) 0,027

265 513 (45,3) 265 (48,7) 248 (42,2)

Sem informacéo 0 0 0

Cancer prévio

Sim 14 (1,3) 9(1,7) 5(0,9) 0,204

Nao 1.105 (97,6) 522 (96,0) 583 (99,1)

Sem informacéo 13 (1,1) 13 (2,4) 0

2° tumor primério

Sim 70 (6,2) 48 (8,8) 22 (3,7) <0,001

Nao 1.062 (93,8) 496 (91,2) 566 (96,3)

Sem informacéo 0 0 0

Diabetes

Sim 284 (25,1) 129 (23,7) 155 (26,4) 0,332

Nao 839 (74,1) 409 (75,2) 430 (73,1)

Sem informacao 9 (0,8) 6 (1,1) 3(0,5)

Cardiopatia

Sim 106 (9,4) 58 (10,7) 48 (8,2) 0,132

Nao 1.014 (89,6) 477 (87,7) 537 (91,3)

Sem informacéao 12 (1,0) 9(1,6) 3(0,5)

Hipertenséo

Sim 796 (70,3) 368 (67,7) 428 (72,8) 0,065

Nao 329 (29,1) 172 (31,6) 157 (26,7)

Sem informacéao 7 (0,6) 4 (0,7) 3(0,5)

Uso de tamoxifen

Sim 3(0,3) 2(0,4) 1(0,2) 0,516

Nao 1.121 (99,0) 537 (98,7) 584 (99,3)

Sem informacéao 8 (0,7) 5(0,9) 3(0,5)

IMC

Adequado 191 (16,9) 91 (16,7) 100 (17,0)

Sobrepeso 337 (29,8) 160 (29,4) 177 (30,1) 0,091

Obesidade 517 (45,7) 211 (38,8) 306 (52,0)

Sem informagé&o 87 (7,6) 82 (15,1) 5(0,9)

Método Diagnoéstico

CUF 345 (30,5) 237 (43,6) 108 (18,4)

Video - Histeroscopia 730 (64,5) 273 (50,2) 457 (77,7) <0,001*

Ultrassonografia 4 (0,3) 4 (0,7) 0

Sem informacéao 53 (4,7) 30 (5,5) 23 (3,9)

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Calculado sem os 4 casos de diagndstico feito com
ultrassonografia; IMC=Indice de Massa Corporal; CUF= curetagem uterina fracionada
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Figura 7: Gréfico representativo da frequéncia dos sitios de segundo tumor primério (n=60)

A andlise descritiva das caracteristicas relacionadas a historia ginecoldgica da

populacao, por periodo de matricula, encontra-se apresentada na tabela 2.

Sangramento vaginal foi o primeiro sintoma apresentado pela grande maioria
(89,7%), em ambos periodos analisados. O uso de terapia de reposicdo hormonal
(TRH) foi pouco frequente (6,9%), sendo ainda menos utilizada no segundo periodo
de estudo (p<0,001). Mulheres com menarca até os 11 anos e menopausa apos 0s
45 foram mais frequentes no grupo estudado, porém sem diferenca entre 0s
periodos. Em 94 mulheres (8,3%) a doenga se manifestou na pré-menopausa com

frequéncia menor no primeiro periodo de inclusédo (p=0,006). A maioria ndo era

nulipara (85,2%) e tinha entre 1 e 3 gestacdes, sem diferenca entre os periodos.
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Tabela 2: Analise descritiva das caracteristicas relacionadas a histdria ginecologica da populacéo, por
periodo de matricula (n=1.132)

Variavel To_tal (%) 2000 a_2005 (%) 2006 a_2011 (%) p valor *

(n=1.132) (n=544) (n=588)

1°sintoma

Assintomatica 10 (0,9) 10 (1,8) 0

Achado radiol. 24 (2,1) 8 (1,5) 16 (2,7)

Dor 26 (2,3) 16 (2,9) 10 (1,7) 0,001

Sangramento 1.015 (89,7) 480 (88,2) 535 (91,0)

QOutros 44 (3,9) 27 (5,0) 17 (2,9)

Sem informagao 13(1,1) 3(0,6) 10 (1,7)

Uso ACO

Sim 299 (26,4) 89 (16,4) 210 (35,7) 0,097

Nao 464 (41,0) 165 (30,3) 299 (50,9)

Sem informagao 369 (32,6) 290 (53,3) 79 (13,4)

Uso TRH

Sim 78 (6,9) 40 (7,4) 38 (6,5) <0,001

Nao 653 (57,7) 185 (34,0) 468 (79,6)

Sem informacéo 401 (35,4) 319 (58,6) 82 (13,9)

Idade menarca

<11 anos 233 (20,6) 117 (21,5) 116 (19,7) 0,240

> 1lanos 662 (58,5) 362 (66,5) 300 (51,0)

Sem informacgéo 237 (20,9) 65 (12,0) 172 (29,3)

Idade menopausa

<45 anos 150 (13,3) 84 (15,4) 66 (11,2) 0,991

> 45 anos 628 (55,5) 352 (64,7) 276 (46,9)

Sem informacgéo 354 (31,2) 108 (19,9) 246 (41,9)

Pré-menopausa

Sim 94 (8,3) 41 (7,6) 53 (9,0) 0,006

Nao 842 (74,4) 492 (90,4) 350 (59,5)

Sem informacgéo 196 (17,3) 11 (2,0) 185 (31,5)

Gestacao

Sim 964 (85,2) 468 (86,0) 496 (84,3) 0,153

N&o 129 (11,4) 54 (10,0) 75 (12,8)

Sem informacgéo 39 (3,4) 22 (4,0) 17 (2,9)

N° gestacles

0 129 (11,4) 54 (9,9) 75 (12,8)

la3 531 (46,9) 255 (46,9) 276 (46,9) 0,338

24 433 (38,3) 213 (39,2) 220 (37,4)

Sem informacao 39 (3,4) 22 (4,0) 17 (2,9)

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO=Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢éo
Hormonal
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A mediana de tempo entre o inicio do primeiro sintoma de cancer e o diagndstico

foi de 178 dias (0 - 4.437). Na tabela 3 estdo descritas as caracteristicas

relacionadas ao tratamento da populacao, por periodo de matricula.

Na maior parte da populacdo (83,6%) o intervalo de tempo entre diagndstico e o

inicio do tratamento foi maior que 60 dias, com média de 109 dias (DP 73,28). Essa

frequéncia foi ainda maior no segundo periodo de estudo (p<0,001). A maioria das

pacientes apresentava PS 0 (8,5%) e PS 1 (86,0%) na ocasido da matricula, e

houve diferenca significante entre os dois periodos (p= 0,002). Em 34,6% dos casos

a cirurgia foi incompleta, sem diferenca dessa frequéncia entre os periodos.

Tabela 3: Andlise descritiva das caracteristicas relacionadas ao tratamento da populacéo, por periodo de

matricula (n=1.132)

Variavel n* (%) 2000 a 2005 2006 a 2011 p valor *
Intervalo entre sintoma e diagnostico
= 180 dias 454 (40,1) 201 (36,9) 253 (43,0) 0.310
< 180 dias 462 (40,8) 220 (40,4) 242 (41,2)
Sem informacao 216 (19,1) 123 (22,7) 93 (15,8)
Intervalo entre diagndstico e cirurgia
< 60 dias 157 (13,9) 111 (20,4) 46 (7,8) <0,001
> 60 dias 946 (83,6) 410 (75,4) 536 (91,2)
Sem informacao 29 (2,5) 23 (4,2) 6 (1,0)
PS
0 96 (8,5) 29 (5,3) 67 (11,4)
1 973 (86,0) 488 (89,7) 485 (82,5)
2 34 (3,0) 14 (2,6) 20 (3,4) 0,002
3 9(0,8) 4(0,7) 5(0,9)
4 1(0,1) 1(0,2) 0
Sem informacao 19 (1,7) 8 (1,5) 11 (1,9)
Cirurgiaincompleta
Sim 392 (34,6) 193 (35,5) 199 (33,8) 0576
Nao 737 (65,1) 350 (64,3) 387 (65,8)
Sem informacéo 3(0,3) 1(0,2) 2(0,4)

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Calculado sem o caso de PS 4;

PS=Performance Status
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Na tabela 4 estdo descritas as caracteristicas anatomo-patologicas da

populacédo, por periodo de matricula.

Foi constatada maior frequéncia de invasdo miometrial superficial (< 50%) e de
pecas cirurgicas sem émbolos neoplasicos nos dois periodos, sem diferenca
estatisticamente significante entre eles. Os casos de adenocarcinoma endometrioide
foram mais frequentes e com maior ocorréncia no segundo periodo de estudo
(p<0,001). O diagnéstico de cancer de endométrio foi feito em estadiamentos mais
precoces (I e Il), com baixo grau de diferenciacdo e sem doencga residual

macroscopica (R0), ndo havendo diferenca entre os periodos.

A andlise descritiva dos fatores prognésticos, segundo o periodo de estudo,

encontra-se descrita na tabela 5.

A maior parte da populacdo nao realizou pesquisa dos receptores hormonais no
tumor da peca cirurgica (93,7%). Foram registrados 190 casos de recidiva (16,8%)
com ocorréncia maior no primeiro periodo (p<0,001). As recidivas foram mais
frequentes em sitios a distancia em ambos periodos. Entretanto, a recidiva loco-
regional foi mais frequente no segundo em comparacao ao primeiro (32,1% e 2,7%,
respectivamente) (p<0,001). Foram registrados 264 6bitos (23,3%), sendo 162 por
cancer de endométrio e 102 por outras causas. A ocorréncia foi maior no primeiro
periodo (p<0,001).

64



Tabela 4: Andlise descritiva das caracteristicas anatomo-patolégicas da populagdo, por periodo de
matricula (n=1.132)

Variavel n* (%) 2000 a 2005 2006 a 2011 p valor *

Invasao miometrial

< 50% 592 (52,3) 261 (48,0) 331 (56,3) 0.124
= 50% 303 (26,8) 150 (27,6) 153 (26,0)

Sem informagéo 237 (20,9) 133 (24,4) 104 (17,7)

Embolos neopléasicos

Sim 214 (18,9) 117 (21,5) 97 (16,5) 0,123
N&o 867 (76,6) 423 (77,8) 444 (75,5)

Sem informagéo 51 (4,5) 4 (0,7) 47 (8,0)

Subtipo histolégico

Endometrioide 991 (87,5) 445 (81,8) 546 (92,9)

Seroso 81(7,2) 54 (9,9) 27 (4,6) <0,001*
Células Claras 41 (3,6) 30 (5,5) 11 (1,9)

Adenoescamoso 4 (0,4) 3(0,6) 1(0,1)

Sem informacao 15 (1,3) 12 (2,2) 3(0,5)

FIGO

| 769 (67,9) 378 (69,5) 391 (66,5)

I 154 (13,6) 59 (10,8) 95 (16,1) 0,062
1] 157 (13,9) 82 (15,1) 75 (12,8)

v 49 (4,3) 23 (4,2) 26 (4,4)

Sem informacao 3(0,3) 2(0,4) 1(0,2)

Grau diferenciagao

1 353 (31,2) 161 (29,6) 192 (32,7)

2 436 (38,5) 213 (39,2) 223 (37,9) 0,566
3 329 (29,1) 162 (29,8) 167 (28,4)

Sem informacgéo 14 (1,2) 8 (1,4) 6 (1,0)

Tamanho tumor (cm)

<20 95 (8,4) 49 (9,0) 46 (7,8)

>20e<5,0 534 (47,2) 248 (45,6) 286 (48,6) 0,150
>5,0 386 (34,1) 161 (29,6) 225 (38,3)

Sem informacao 117 (10,3) 86 (15,8) 31 (5,3)

Status Cirurgia

RO 1.027 (90,7) 464 (85,3) 563 (95,7) 0,061
R1 + R2 57 (5,0) 33(6,1) 24 (4,1)

Sem informacao 48 (4,3) 47 (8,6) 1(0,2)

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Calculado sem os casos de adenoescamoso

65



Tabela 5: Analise descritiva dos fatores prognésticos da populagao, por periodo de matricula (n=1.132)

Variavel n* (%) 2000 a 2005 2006 a 2011 p valor *
Receptores hormonais
Sim 71 (6,3) 36 (6,6) 35 (6,0) 0,645
N&o 1.061 (93,7) 508 (93,4) 553 (94,0)
Sem informacgéao 0 0 0
Recidiva
Sim 190 (16,8) 112 (20,6) 78 (13,3) <0,001
N&o 942 (83,2) 432 (79,4) 510 (86,7)
Sem informacgéao 0 0 0
Local recidiva **
Loco-regional 28 (14,7) 3(2,7) 25(32,1)
A distancia 118 (62,1) 70 (62,5) 48 (61,5) <0,001
Ambos 9 (4,7) 4 (3,6) 5 (6,4)
Sem informacéo 35 (18,4) 35 (31,3) 0
Obito
Por cancer de endométrio 162 (14,3) 105 (19,3) 57 (9,7)
Por outras causas 102 (9,0) 59 (10,8) 43 (7,3) <0,001
Nao 868 (76,7) 380 (69,9) 488 (83,0)
Sem informacédo 0 0 0

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Frequéncias relativas aos casos em que ocorreu recidiva
(n=190).

4.2 Frequéncias da Populacédo por Subtipo Histolégico

A andlise descritiva das caracteristicas clinicas da populacdo ao diagndéstico de

cancer de endométrio, por subtipo histolégico, encontra-se apresentada na tabela 6.

Novamente observou-se uma diferenca estatisticamente significante em relacao
a faixa etaria, onde ocorreu maior frequéncia de tumores do Tipo | em mulheres mais
jovens e do Tipo Il em mulheres idosas (p=0,011). A ocorréncia de um segundo
tumor primario ap6és o diagnostico de cancer de endométrio foi baixa em ambos
grupos e ndo houve diferenca entre eles. Da mesma forma ndo houve diferenca na
frequéncia de diabetes, cardiopatia e hipertensdo. Entretanto, entre as 1.113
pacientes analisadas, apenas 16,1% daquelas diagnosticadas como
adenocarcinoma Tipo | apresentavam IMC adequado, ao passo que 21,3% das
portadoras do Tipo Il ndo tinham sobrepeso ou algum grau de obesidade (p=0,010).
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Para ambos subtipos a video-histeroscopia foi 0 método mais frequente para
obtencdo de amostra da lesdo tumoral para confirmagdo do diagndstico
histopatolégico em comparacao a CUF (p=0,034).

A andlise descritiva das caracteristicas relacionadas a historia ginecoldgica da

populacédo, por subtipo histoldgico, encontra-se apresentada na tabela 7.

Sangramento vaginal foi o primeiro sintoma apresentado pela grande maioria em
ambos subtipos: por 893 (90,1%) pacientes no Tipo | e 107 (87,7%) no Tipo Il . O
uso de anticoncepcional oral (ACO) foi maior nas mulheres que desenvolveram
adenocarcinoma endometrioide, porém a diferenca ndo foi significante entre os
grupos. O uso de TRH foi pouco frequente e também ndo houve diferenca. Tumores
do Tipo | foram mais frequentes em mulheres que tiveram a menarca < 11 anos e os
do Tipo Il em mulheres que tiveram a menarca acima de 11 anos (p=0,047). Nao
houve diferenca significante da idade da menopausa, do status gestacional e téo
pouco do numero de gestacdes; porém, em 89 mulheres (9,0%) o tumor do Tipo | se
manifestou na pré-menopausa em comparacdo aos 4 (3,3%) casos do Tipo Il
(p=0,010).
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Tabela 6: Analise descritiva das caracteristicas clinicas da
endométrio, por subtipo histolégico (n=1.113)

populacdo ao diagndstico de cancer de

Tipo | (n/ %)

Tipo Il (n/ %)

.z *
Variavel (n=991) (n=122) p valor * (1 /11)
Idade
<65 559 (56,4) 54 (44,3)
0,011
=65 432 (43,6) 68 (55,7)
Sem informagéo 0 0
Cancer prévio
Sim 11 (1,1 3(2,5
1.1) (2,5) 0.198
Nao 970 (98,9) 116 (97,5)
Sem informagéo 0 0
2° tumor priméario
Sim 61 (6,2 8 (6,6
(62) (6.6) 0,862
Nao 930 (93,8) 114 (93,4)
Sem informacao 0 0
Diabetes
Sim 258 (26,0) 23 (18,9)
0,086
Nao 726 (73,3) 98 (80,3)
Sem informacao 7 (0,7) 1(0,8)
Cardiopatia
Sim 90 (9,1) 13 (10,7)
0,576
Nao 891 (89,9) 108 (88,5)
Sem informacao 10 (1,0) 1(0,8)
Hipertensédo
Sim 694 (70,0) 91 (74,6)
0,270
Nao 292 (29,5) 30 (24,6)
Sem informacao 5(0,5) 1(0,8)
Uso de Tamoxifen
Sim 3(0,3 0@
©3) © 0,543
Nao 982 (99,1) 121 (99,2)
Sem informagéo 6 (0,6) 1(0,8)
IMC
Adequado 160 (16,1) 26 (21,3)
Sobrepeso 284 (28,7) 46 (37,7) 0,010
Obesidade 471 (47,5) 41 (33,6)
Sem informacgéo 76 (7,7) 9(7,4)
Método Diagndstico
CUF 290 (29,3) 47 (38,5)
Video-histeroscopia 657 (66,3) 65 (53,3) 0,034
Ultrassonografia 3(0,3) 1(0,8)
Sem informagéo 41 (4,1) 9(7,4)

* Calculado somente com os valores conhecidos; IMC=indice de Massa Corporal; CUF= curetagem uterina

fracionada
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Tabela 7: Analise descritiva das caracteristicas relacionadas a histdria ginecologica da populacéo, por

subtipo histologico (n=1.113)

Tipo | (n/ %)

Tipo Il (n/ %)

.z *
Variavel (n=991) (n=122) p valor * (1 /11)

1°sintoma
Assintomatica 10 (1,0) 0(0,0)
Achado radiol. 20 (2,0) 3(2,5)
Dor 20 (2,0) 5(4,1) 0,474
Sangramento 893 (90,1) 107 (87,7)
Qutros 38 (3,8) 5(4,1)
Sem informagao 10(1,1) 2(1,6)
Uso ACO
Sim 275 (27,7) 20 (16,4)

. 0,055
Nao 407 (41,1) 50 (41,0)
Sem informagao 309 (31,2) 52 (42,6)
Uso TRH
Sim 71 (7,2) 6 (4,9) 0,859
Nao 590 (59,5) 54 (44,3)
Sem informacao 330 (33,3) 62 (50,8)
Idade menarca
<11 anos 210 (21,2) 21 (17,2)

0,047
> 11anos 557 (56,2) 92 (75,4)
Sem informacgéo 224 (22,6) 9(7,4)
Idade menopausa
<45 anos 127 (12,8) 23 (18,9)
0,498

> 45 anos 532 (53,7) 81 (66,4)
Sem informacgéo 332 (33,5) 18 (14,8)
Pré-menopausa
Sim 89 (9,0) 4 (3,3)

. 0,010
Nao 713 (71,9) 113 (92,6)
Sem informagéo 189 (19,1) 5(4,1)
Gestacao
Sim 842 (85,0) 107 (87,7)

. 0,362
N&o 117 (11,8) 11 (9,0)
Sem informacgéo 32 (3,2) 4 (3,3)
N° gestacles
0 117 (11,8) 11 (9,0)
la3 472 (47,6) 52 (42,6) 0,221
24 370 (37,3) 55 (45,1)
Sem informacao 32 (3,3) 4 (3,3)

* Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢cdo

Hormonal
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A mediana de tempo entre o inicio do primeiro sintoma de cancer e o diagndstico
foi de 178 dias (0 - 4.437). Na tabela 8 estdo descritas as caracteristicas

relacionadas ao tratamento da populacao, por subtipo histolégico.

A maior parte das pacientes de ambos grupos apresentava PS 0 ou PS 1 na
ocasido da matricula e foi submetida ao tratamento apds 60 dias do diagnéstico. A
frequéncia de cirurgia incompleta foi maior naquelas com tumor Tipo II. Entretanto,

nao foi observada diferenca significante destas variaveis entre os dois subtipos.

Tabela 8: - Andlise descritiva das caracteristicas relacionadas ao tratamento da populagéo, por subtipo
histolégico (n=1.113)

Variavel Tip()rc])zlg(gi)%) Tip(ﬂzlll(znzl)%) p valor * (1 /11)
Intervalo entre sintoma e diagnéstico
> 180 dias 404 (40,8) 42 (34,4) 0.160
< 180 dias 398 (40,2) 56 (45,9)
Sem informacao 189 (19,0) 24 (19,7)
Intervalo entre diagndstico e cirurgia
< 60 dias 137 (13,8) 15 (12,3) 0,670
> 60 dias 831 (83,9) 103 (84,4)
Sem informacgéo 23(2,3) 4 (3,3)
pPS**
0 91 (9,2) 4(3,3)
1 849 (85,7) 107 (87,7)
2 30 (3,0) 4 (3,3) 0,053
3 6 (0,6) 3(2,4)
4 1(0,1) 0 (0)
Sem informacgéo 14 (1,4) 4 (3,3)
Cir. incompleta
Sim 336 (33,9) 50 (41,0) 0,109
Nao 653 (65,9) 71 (58,2)
Sem informacao 2(0,2) 1(0,8)

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Calculado sem o caso de PS 4; PS=Performance Status
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Na tabela 9, estdo descritas as caracteristicas anatomo-patolégicas da

populacédo, por subtipo histoldgico.

Foi constatada maior frequéncia de invasdo miometrial superficial (< 50%) e
menor presen¢a de émbolos neoplasicos nas pacientes submetidas ao tratamento
de adenocarcinoma endometrioide, com diferenca estatisticamente significante entre
os dois subtipos (p=0,003 e p<0,001, respectivamente). O diagndstico de cancer de
endométrio foi feito em estadiamentos mais precoces (I e Il) e sem doenca residual
macroscopica (RO) nos tumores Tipo I; nos tumores Tipo Il houve mais casos
diagnosticados em estadios avancados (lll e IV) e com doenca residual na cirurgia

(p<0,001 em ambas variaveis).

A andlise descritiva dos fatores prognésticos, segundo o subtipo histologico,

encontra-se descrita na tabela 10.

A maior parte da populacéo, independente do subtipo histologico, ndo realizou
pesquisa dos receptores hormonais no tumor da peca cirirgica. As recidivas foram
mais frequentes nos casos do Tipo Il (42,6%) em comparacao aos do Tipo | (13,6%)
(p<0,001). A recorréncia foi mais frequente em sitios a distancia em ambos subtipos.
Entretanto, a recidiva loco-regional foi mais frequente nas pacientes com tumores
Tipo |, sem diferenca significante. A ocorréncia de 6bitos foi menor nos casos do
adenocarcinoma Tipo |. Foram registrados 190 o6bitos (19,2%) no Tipo |, sendo 104
por cancer de endométrio e 86 por outras causas. No Tipo I, houve 68 6&bitos

(65,8%), sendo 55 por cancer de endométrio e 13 por outras causas (p<0,001).
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Tabela 9: Analise descritiva das caracteristicas anatomo-patolégicas da populacdo, por subtipo
histolégico (n=1.113)

Variavel Tirzr?:lg(gi)%) Tip(ﬁzlll(znzl)%) p valor * (1 /11)
Invasdo miometrial
< 50% 541 (54,6) 44 (36,1) 0,003
= 50% 258 (26,0) 41 (33,6)
Sem informagéo 192 (19,4) 37 (30,3)
Embolos neopléasicos
Sim 170 (17,2) 40 (32,8) <0,001
Nao 773 (78,0) 80 (65,6)
Sem informacao 48 (4,8) 2(1,6)
FIGO
| 708 (71,5) 50 (40,9)
Il 133 (13,4) 18 (14,8) <0,001
1} 117 (11,8) 36 (29,5)
\ 31(3,1) 18 (14,8)
Sem informacao 2(0,2) 0 (0)
Tamanho tumor (cm)
<20 87 (8,8) 6 (4,9)
>20e<5,0 469 (47,3) 58 (47,5) 0,147
>50 329 (33,2) 51 (41,8)
Sem informacgéo 106 (10,7) 7 (5,7)
Status Cirurgia
RO 913 (92,2) 96 (78,7) <0,001
R1+R2 37 (3,7) 19 (15,6)
Sem informacéo 41 (4,1) 7(57)

*Calculado somente com os valores conhecidos
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Tabela 10: Analise descritiva dos fatores prognosticos da populagédo, por subtipo histolégico (n=1.113)

Variavel Tir(’r?z'g(g{)%) Tip(ﬁ:”l(znzl)%) p valor * (1 /11)
Receptores hormonais
Sim 58 (5,9) 12 (9,8) 0,087
N&o 933 (94,1) 110 (90,2)
Sem informacéao 0 (0) 0 (0)
Recidiva
Sim 135 (13,6) 52 (42,6) <0,001
N&o 856 (86,4) 70 (57,4)
Sem informacéao 0 (0) 0 (0)
Local recidiva
Loco-regional 23 (17,0) 5(9,6)
A distancia 81 (60,0) 36 (69,2) 0,363
Ambos 7 (5,2) 2 (3,9
Sem informacao 24 (17,8) 9(17,3)
Obito
Por cancer de endométrio 104 (10,5) 55 (45,1)
Por outras causas 86 (8,7) 13 (10,7) <0,001
Nao 801 (80,8) 54 (44,2)
Sem informacéao 0 (0) 0 (0)

*Calculado somente com os valores conhecidos; **Frequéncias relativas aos casos em que ocorreu recidiva
(n=190)

4.3 Sobrevida Livre de Doenga — Analise Univariada da Populagéo Geral

Para andlise de sobrevida livre de doenca (SLD), o tempo médio de seguimento
das 1.038 pacientes submetidas ao tratamento de “adenocarcinoma de endométrio”
foi de 86,7 meses (IC 95% 83,70 - 89,71) (Figura 8).

A analise de SLD univariada das caracteristicas clinicas da populacédo encontra-
se na tabela 11. Apenas o status nutricional foi estatisticamente associado a

sobrevida livre de doencga (p=0,029).
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Sobrevida Livre de Doenga - Populagao geral
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Figura 8: Curva de sobrevida livre de doenca da populagédo geral (n=1.038)
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Tabela 11: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme as caracteristicas clinicas da
populacao geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (Min/méx) Log Rank*
Idade
<65 89 89,224 1,737 85,818 92,629 0,057
=65 85 80,664 2,250 76,255 85,073
Total 174 86,706 1,534 83,700 89,713
Diabetes
Sim 36 86,659 2,480 81,798 91,519 0,187
Nao 136 86,424 1,601 83,286 89,561
Total 172 86,827 1,535 83,819 89,835
Cardiopatia
Sim 13 76,370 3,734 69,051 83,690 0,783
Nao 158 86,797 1,588 83,685 89,908
Total 171 86,873 1,536 83,862 89,883
Hipertenséo
Sim 127 84,403 1,718 81,036 87,770 0.241
Nao 46 89,106 2,480 84,246 93,967
Total 173 86,741 1,535 83,732 89,751
IMC
Adequado 34 81,912 3,271 75,500 88,324
Sobrepeso 60 83,700 2,746 78,317 89,082 0,029
Obesidade 62 85,089 1,708 81,740 88,437
Total 156 87,083 1,626 83,896 90,270

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC=indice de Massa Corporal

A andlise de SLD univariada conforme as caracteristicas relacionadas a historia
ginecologica da populacdo € apresentada na tabela 12. O primeiro sintoma da
doenca, o uso de ACO e TRH, a idade da menopausa, histéria de gestacdo e o
namero de gestacdes ndo foram estaticamente significantes. A idade da menarca
(p=0,025) e o diagnéstico da doenca na pré-menopausa (p=0,004) apresentaram

associacdo com o tempo de sobrevida livre de doenca.
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Tabela 12: Andalise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme as caracteristicas
relacionadas a historia ginecoldgica da populagéo geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*
1° sintoma
Outros 10 73,858 3,408 67,179 80,537 0.441
Sangramento 163 86,232 1,594 83,107 89,357
Total 173 86,615 1,541 83,595 89,634
Uso ACO
Sim 37 77,597 2,108 73,466 81,729 0,188
Nao 73 85,462 2,059 81,425 89,498
Total 110 86,436 1,634 83,234 89,638
Uso TRH
Sim 10 77,195 3,671 70,000 84,390 0,784
Nao 88 87,491 1,756 84,050 90,933
Total 98 87,686 1,639 84,474 90,898
Idade menarca
<11 anos 22 92,940 2,405 88,226 97,655 0,025
> 11anos 105 86,741 1,789 83,235 90,246
Total 127 88,749 1,486 85,837 91,661
Idade menopausa
<45 anos 28 79,508 4,124 71,425 87,592 0,153
> 45 anos 95 88,176 1,752 84,741 91,610
Total 123 86,785 1,647 83,558 90,013
Pré-menopausa
Sim 5 86,121 2,299 81,615 90,626 0,004
Nao 135 85,669 1,747 82,245 89,093
Total 140 87,174 1,639 83,962 90,387
Gestacéo
Sim 150 86,773 1,619 83,600 89,947 0.370
Nao 21 71,336 3,394 64,684 77,989
Total 171 86,481 1,555 83,434 89,529
N° gestacBes
0 21 71,336 3,394 64,684 77,989
1a3 73 89,845 1,871 86,177 93,512 0,087
24 77 82,112 2,343 77,519 86,705
Total 171 86,481 1,555 83,434 89,529

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢cdo
Hormonal
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A analise de SLD univariada conforme as caracteristicas relacionadas ao
tratamento da populagéo e as caracteristicas andtomo-patoldgicas é apresentada na
tabelas 13 e 14, respectivamente.

A Unica variavel do tratamento associada a SLD foi a realizacdo de "cirurgia
incompleta” (p=0,016). Todos os critérios histopatologicos progndsticos (invasao
miometrial, presenca de émbolos neoplasicos, subtipo histoloégico, grau de
diferenciacdo e tamanho do tumor), estadiamento pela FIGO e status da cirurgia

foram estatisticamente significantes (p<0,001).

Tabela 13: Anélise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doengca conforme caracteristicas relacionadas
ao tratamento da populacéo geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida
Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*

Intervalo entre sintoma e diagnéstico
= 180 dias 65 85,712 2,187 81,424 89,999

0,142
<180 dias 84 82,846 2,699 77,556 88,136
Total 149 85,150 1,888 81,451 88,850
Intervalo entre diagndstico e cirurgia
<60 dias 27 84,283 3,446 77,528 91,037 0,606
> 60 dias 145 86,219 1,772 82,745 89,692
Total 172 86,340 1,602 83,199 89,480
PS
0 13 73,168 3,118 67,056 79,279
1 150 87,019 1,609 83,866 90,172 0,170
22 7 50,682 6,584 37,777 63,587
Total 170 86,824 1,542 83,801 89,846
Cirurgiaincompleta
Sim 70 82,092 2,357 77,473 86,712 0,016
Nao 103 88,164 1,963 84,317 92,012
Total 173 86,762 1,535 83,753 89,770
Periodo de tratamento
2000 a 2005 99 85,606 1,979 81,728 89,484 0,315
2006 a 2011 75 67,461 1,480 64,561 70,361
Total 174 86,706 1,534 83,700 89,713

*Calculado somente com os valores conhecidos, PS=Performance Status
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Tabela 14: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme caracteristicas anatomo-
patolégicas da populacgéo geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méx) Log Rank*
Invasdo miometrial
< 50% 40 90,970 1,271 88,479 93,460 <0,001
= 50% 57 83,578 2,737 78,213 88,942
Total 97 91,935 1,627 88,747 95,124
Embolos neoplasicos
Sim 71 63,109 3,649 55,958 70,261 <0,001
Nao 94 92,040 1,628 88,848 95,231
Total 165 86,823 1,559 83,768 89,878
Subtipo
Endometrioide 126 88,075 1,482 85,170 90,980 <0,001
Seroso+céls. Claras 45 62,745 4,881 53,179 72,311
Total 171 86,626 1,549 83,591 89,662
FIGO
| 60 96,027 1,583 92,924 99,131
Il 28 69,812 3,311 63,323 76,301 <0,001
1] 55 61,607 4,188 53,399 69,814
v 30 23,342 3,792 15,909 30,774
Total 173 86,759 1,535 83,750 89,769
Grau diferenciagao
1 21 97,017 1,668 93,747 100,287
2 56 87,831 2,111 83,694 91,968 <0,001
3 94 71,892 2,944 66,121 77,663
Total 171 86,802 1,539 83,785 89,819
Tamanho tumor (cm)
<20 4 95,170 2,261 90,739 99,602
>2,0e<5,0 62 90,254 1,760 86,806 93,703 <0,001
>5,0 88 76,644 2,733 71,289 82,000
Total 154 86,662 1,653 83,423 89,902
Status cirurgia
RO 137 89,164 1,550 86,127 92,201 <0,001
R1+R2 29 30,888 4,854 21,373 40,402
Total 166 86,665 1,566 83,596 89,734

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.4 Sobrevida Livre de Doenca — Analise Univariada dos Tumores Tipo |

O tempo médio de seguimento das 912 pacientes submetidas ao tratamento de
adenocarcinoma Tipo | foi de 88,1 meses (IC 95% 85,17 - 90,98) (figura 9).

A analise de SLD univariada das caracteristicas clinicas destas pacientes
encontra-se na tabela 15. Nenhuma das varidveis se mostrou estatisticamente

significante.

Sobrevida Livre de Doen¢a — Tumores Tipo |

_r Sobrevida
1,0 —4- Censurados
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—

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 9: Curva de sobrevida livre de doenca nos tumores Tipo | (n=912)
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Tabela 15: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenga conforme as caracteristicas clinicas dos
casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/max) Log Rank*
Idade
<65 69 89,577 1,730 86,187 92,967 0.269
=65 57 84,485 2,310 79,957 89,013
Total 126 88,075 1,482 85,170 90,980
Diabetes
Sim 25 90,064 2,403 85,354 94,774 0.143
Nao 99 87,596 1,608 84,445 90,747
Total 124 88,264 1,480 85,364 91,164
Cardiopatia
Sim 9 79,082 3,771 71,691 86,473 0,807
Nao 114 88,244 1,533 85,238 91,249
Total 123 88,326 1,480 85,424 91,228
Hipertenséo
Sim 91 87,637 1,745 84,218 91,056 0,378
Nao 34 88,473 2,493 83,586 93,359
Total 125 88,164 1,481 85,261 91,067
IMC
Adequado 22 87,110 3,203 80,832 93,388
Sobrepeso 39 85,683 2,760 80,273 91,093 0,433
Obesidade 52 86,083 1,756 82,640 89,525
Total 113 88,004 1,542 84,982 91,026

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC=indice de Massa Corporal

A andlise de SLD univariada conforme as caracteristicas relacionadas a histoéria
ginecologica desta populacéo é apresentada na tabela 16. O diagnostico da doenca
na pré-menopausa (p=0,022) e o numero de gestacbes (p=0,014) apresentaram
associacdo com o tempo de sobrevida livre de doenca.
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Tabela 16: Andalise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme as caracteristicas
relacionadas a histdria ginecoldgica dos casos de adenocarcinoma Tipo | (h=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méax) Log Rank*
1°sintoma
Outros 6 76,699 3,282 70,267 83,131 0.365
Sangramento 119 87,653 1,543 84,629 90,677
Total 125 88,062 1,487 85,148 90,976
Uso ACO
Sim 30 78,713 2,173 74,453 82,972 0371
Nao 53 88,332 2,097 84,223 92,441
Total 83 88,624 1,696 85,301 91,948
Uso TRH
Sim 9 75,885 3,800 68,436 83,334 0,747
Nao 65 90,044 1,804 86,507 93,580
Total 74 89,914 1,697 86,587 93,240
Idade menarca
<11 anos 15 95,797 2,253 91,382 100,213 0,078
> 1lanos 68 88,754 1,766 85,293 92,216
Total 83 90,815 1,455 87,964 93,667
Idade menopausa
<45 anos 19 83,522 4,357 74,982 92,063 0,192
> 45 anos 61 90,252 1,687 86,945 93,559
Total 80 89,252 1,626 86,064 92,440

Pré-menopausa

Sim 88 86,849 2,229 82,480 91,218

0,022
N&o 4 88,348 1,693 85,029 91,667

Total 92 89,571 1,568 86,497 92,645

Gestacao

Sim 105 88,671 1,555 85,623 91,719 0,060
N&o 19 71,306 3,576 64,298 78,315

Total 124 87,973 1,497 85,039 90,908

N° gestacBes

0 105 71,306 3,576 64,298 78,315

l1a3 441 90,566 1,768 87,100 94,031 0,014
>4 341 85,210 2,415 80,478 89,943

Total 887 87,973 1,497 85,039 90,908

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢ao
Hormonal
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A analise de SLD univariada conforme as caracteristicas relacionadas ao
tratamento das pacientes com tumores Tipo | é descrita na tabela 17. A Unica
variavel estatisticamente significante foi o PS, onde aquelas com pior PS

apresentaram menor sobrevida livre de doenca (p=0,028).

Tabela 17: Anélise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenga conforme caracteristicas relacionadas
ao tratamento dos casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida
Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*

Intervalo entre sintoma e diagnéstico

= 180 dias 48 88,333 2,265 83,894 92,772 0,224
< 180 dias 59 84,392 2,704 79,091 89,693
Total 107 86,691 1,843 83,078 90,303

Intervalo entre diagndstico e cirurgia

<60 dias 21 86,491 3,520 79,592 93,391 0,442
> 60 dias 104 87,747 1,718 84,381 91,113

Total 125 87,723 1,548 84,689 90,756

PS

0 13 71,495 3,271 65,084 77,906

1 104 88,899 1,546 85869 91,930 0,028
22 7 49,957 6,712 36,802 63,111

Total 124 88,110 1,490 85,190 91,030
Cirurgiaincompleta

Sim 49 86,151 2,367 81,511 90,791 0,073
Nao 76 88,933 1,908 85,194 92,673

Total 125 88,174 1,481 85,272 91,076

Periodo de tratamento

2000 a 2005 64 88,576 1,902 84,848 92,304 0.724
2006 a 2011 62 68,131 1,607 64,980 71,281

Total 126 88,075 1,482 85,170 90,980

*Calculado somente com os valores conhecidos; PS= Performance Status
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A andlise de SLD univariada conforme as caracteristicas anatomo-patologicas
destas pacientes esta descrita na tabela 18. Nesta populacdo, todos os critérios
histopatologicos de prognoéstico (invasdo miometrial, presenca de émbolos
neoplasicos, subtipo histolégico, grau de diferenciacdo e tamanho do tumor), o
estadiamento pela FIGO e o status da cirurgia foram estatisticamente significantes
(p<0,001).

Tabela 18: Andlise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme caracteristicas anatomo-
patolégicas dos casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méax) Log Rank*
Invasdo miometrial
<50% 27 92,962 1,197 90,616 95,307 <0,001
> 50% 40 85,396 2,784 79,939 90,852
Total 67 92,973 1,531 89,972 95,973
Embolos neoplasicos
Sim 50 67,177 4,025 59,287 75,066 <0,001
Nao 67 92,829 1,528 89,833 95,825
Total 117 88,401 1,504 85,452 91,350
FIGO
| 46 95,620 1,483 92,713 98,528
] 23 67,475 3,474 60,666 74,283 <0,001
1] 37 66,012 4,736 56,729 75,296
v 19 25,034 4,735 15,752 34,315
Total 125 88,141 1,483 85,234 91,049
Grau diferenciagao
1 21 96,989 1,674 93,708 100,269
2 55 87,893 2,126 83,726 92,060 <0,001
3 49 63,259 3,040 57,301 69,218
Total 125 88,051 1,488 85,134 90,968
Tamanho tumor (cm)
<20 4 94,834 2,473 89,988 99,681
>2,0e<5,0 38 94,030 1,737 90,626 97,435 <0,001
>5,0 69 73,117 2,701 67,824 78,410
Total 111 87,887 1,612 84,728 91,046
Status cirurgia
RO 105 89,466 1,503 86,520 92,412 <0,001
R1+ R2 16 35,816 5,873 24,305 47,328
Total 121 87,896 1,521 84,915 90,878

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.5 Sobrevida Livre de Doenca — Analise Univariada dos Tumores Tipo I

O tempo médio de seguimento das 108 pacientes submetidas ao tratamento de

adenocarcinoma Tipo Il (tumores ndo endometrioides) foi de 62,7 meses (IC 95%
53,18-72,31) (figura 10).
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Figura 10: Curva de sobrevida livre de doeng¢a nos tumores Tipo Il (n=108)
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A analise de SLD univariada das caracteristicas clinicas destas pacientes

encontra-se na tabela 19. A Unica varidvel que se mostrou estatisticamente

significante foi o IMC quando agrupado em duas categorias (p=0,037).
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Tabela 19: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenga conforme as caracteristicas clinicas dos
casos de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méax) Log Rank*
Idade
<65 20 65,928 6,918 52,369 79,488 0485
=65 25 52,315 5,655 41,231 63,398
Total 45 62,745 4,881 53,179 72,311
Diabetes
Sim 11 49,223 8,128 33,293 65,153 0,627
Nao 34 64,347 5,560 53,450 75,244
Total 45 62,281 4,909 52,660 71,903
Cardiopatia
Sim 4 55,842 12,593 31,160 80,524 0,795
Nao 41 62,188 5,159 52,075 72,300
Total 45 62,281 4,909 52,660 71,903
Hipertenséo
Sim 34 53,055 4,637 43,966 62,144 0793
Nao 11 64,495 9,566 45,745 83,244
Total 45 62,281 4,909 52,660 71,903
IMC
Adequado 11 35,136 7,852 19,747 50,525
Sobrepeso 19 63,400 7,394 48,908 77,892 0,056
Obesidade 10 62,905 5,999 51,146 74,664
Total 40 64,664 5,031 54,803 74,525
IMC (2 categorias)
Adequado 11 35,136 7,852 19,747 50,525 0,037
Sobrepeso e obesidade 29 69,518 5,472 58,792 80,244
Total 40 64,664 5,031 54,803 74,525

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC=indice de Massa Corporal

A andlise de SLD univariada conforme as caracteristicas relacionadas a historia
ginecologica e ao tratamento desta populacdo encontram-se nas tabelas 20 e 21,
respectivamente. Nenhuma das variaveis foi estatisticamente significante. A SLD
nao foi calculada para o PS porque todas as mulheres que apresentaram recidiva

tinham exclusivamente PS 1 na ocasido da matricula.
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Tabela 20: Andalise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme as caracteristicas
relacionadas a histdria ginecoldgica dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méax) Log Rank*
1° sintoma
Outros 4 53,233 12,210 29,302 77,164 0.844
Sangramento 41 61,492 5,191 51,318 71,665
Total 45 61,915 4,928 52,255 71,574
Uso ACO
Sim 7 48,318 8,135 32,373 64,263 0,974
Nao 19 55,345 5,978 43,628 67,062
Total 26 55,809 5,071 45,870 65,748
Uso TRH
Sim 1 73,647 14,597 45,036 102,257 0,283
Nao 22 52,784 5,912 41,197 64,371
Total 23 55,188 5,571 44,269 66,108
Idade menarca
<11 anos 7 59,861 7,747 44,676 75,045 0,374
> 1lanos 35 61,810 5,583 50,867 72,752
Total 42 63,828 4,969 54,088 73,567
Idade menopausa
<45 anos 9 45,114 9,036 27,405 62,824 0,542
> 45 anos 31 62,935 5,857 51,456 74,414
Total 40 61,652 5,221 51,419 71,885
Pré-menopausa
Sim 1 63,117 15,805 32,139 94,094 0,414
Nao 44 59,795 5,106 49,787 69,803
Total 45 60,848 4,989 51,070 70,626
Gestacéo
Sim 43 58,810 5,220 48,579 69,041 0.243
Nao 2 52,879 9,581 34,101 71,658
Total 45 60,756 5,003 50,950 70,563
N° gestacBes
0 2 52,879 9,581 34,101 71,658
1a3 23 56,221 7,254 42,002 70,439 0,440
=4 20 53,201 6,214 41,022 65,381
Total 45 60,756 5,003 50,950 70,563

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢cdo
Hormonal
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Tabela 21: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doencga conforme caracteristicas relacionadas
ao tratamento dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (h=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N°Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*

Intervalo entre sintoma e diagnostico
= 180 dias 16 44,208 5,601 33,230 55,187

0,901
<180 dias 23 61,155 6,930 47,572 74,738
Total 39 60,348 5,416 49,734 70,963
Intervalo entre diagnéstico e cirurgia
< 60 dias 5 56,579 11,978 33,104 80,055 0,922
> 60 dias 39 62,129 5,253 51,833 72,425
Total 44 62,426 4,952 52,720 72,133
Cirurgiaincompleta
Sim 20 44,523 6,248 32,278 56,768 0142
Nao 25 67,414 6,089 55,480 79,348
Total 45 62,233 4,915 52,599 71,867
Periodo de tratamento
2000 a 2005 32 60,376 5,961 48,693 72,060 0.445
2006 a 2011 13 53,079 5,807 41,698 64,461
Total 45 62,745 4,881 53,179 72,311

*Calculado somente com os valores conhecidos

A andlise de SLD univariada conforme as caracteristicas anatomo-patologicas
destas pacientes estd descrita na tabela 22. Nesta populacdo, houve associacao
com invasdo miometrial (p=0,037), émbolos neoplasicos (p=0,002), estadiamento
pela FIGO (p<0,001) e status da cirurgia (p<0,001).
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Tabela 22: Analise de Kaplan Meier da sobrevida livre de doenca conforme caracteristicas anatomo-
patoldgicas dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méx) Log Rank*
Invasdo miometrial
<50% 12 64,453 5,031 54,591 74,314 0,037
2 50% 17 59,312 8,169 43,300 75,324
Total 29 69,282 5,428 58,644 79,921
Embolos neopléasicos
Sim 20 31,859 5,500 21,079 42,638 0,002
Néo 25 31,859 5,500 21,079 42,638
Total 45 62,690 4,883 53,119 72,261
FIGO
I 13 78,961 6,492 66,236 91,686
1] 4 68,107 9,369 49,743 86,471 <0,001
Il 17 38,405 6,924 24,834 51,975
\Y 11 17,528 4,853 8,017 27,039
Total 45 62,745 4,881 53,179 72,311
FIGO (2 categorias)
lell 17 79,404 5,645 68,340 90,467 <0,001
elv 28 32,565 5,477 21,831 43,299
Total 45 62,745 4,881 53,179 72,311
Tamanho tumor (cm)
<50 23 56,342 5,444 45,671 67,013 0,960
>50 18 65,568 7,405 51,053 80,082
Total 41 64,993 4,947 55,298 74,689
Status cirurgia
RO 30 70,872 5,229 60,623 81,122 <0,001
R1+R2 12 19,302 6,093 7,361 31,244
Total 42 63,741 4,979 53,982 73,501

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.6 Sobrevida Global — Anélise Univariada da Populacdo Geral

O tempo médio da sobrevida global (SG) das 1.038 pacientes submetidas ao
tratamento de “adenocarcinoma de endométrio” foi de 82,2 meses (IC 95% 79,28 -
85,05) (figura 11).
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Figura 11: Curva de sobrevida global da populagéo geral (n=1.038)

A analise de SG univariada das caracteristicas clinicas destas pacientes é
descrita na tabela 23. Idade (p<0,001), cardiopatia (p=0,001) e hipertenséao

(p=0,048) foram estatisticamente significantes.
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Tabela 23: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas clinicas da
populacao geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méax) Log Rank*
Idade
<65 92 88,446 1,827 84,864 92,028 <0,001
=65 136 71,905 2,195 67,603 76,207
Total 228 82,167 1,472 79,282 85,051
Diabetes
Sim 52 81,351 2,700 76,058 86,644 0,500
Nao 173 81,725 1,705 78,383 85,067
Total 225 82,347 1,472 79,462 85,232
Cardiopatia
Sim 31 61,756 4,202 53,520 69,992 0,001
Nao 192 83,525 1,538 80,510 86,540
Total 223 82,459 1,473 79,572 85,347
Hipertenséo
Sim 171 79,238 1,708 75,890 82,586 0,048
Nao 56 86,032 2,596 80,944 91,119
Total 227 82,190 1,473 79,303 85,078
IMC
Adequado 43 78,655 3,248 72,290 85,020
Sobrepeso 69 81,996 2,604 76,891 87,100 0,099
Obesidade 85 79,973 2,003 76,046 83,899
Total 197 83,521 1,534 80,515 86,527

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC= indice de Massa Corporal

A andlise de SG univariada conforme as caracteristicas relacionadas a historia
ginecologica e ao tratamento da populagéo é descrita nas tabelas 24 e 25. O uso de
ACO (p=0,002), o diagnostico da doenca na pré-menopausa (p<0,001), o nimero de
gestacoes (p<0,001), o PS na ocasidao da matricula (p<0,001) e a cirurgia incompleta
(p<0,001) foram estatisticamente significantes. A recidiva da doenca também

apresentou associagdo com uma menor sobrevida, independente do sitio (p<0,001).
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Tabela 24: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas relacionadas a
historia ginecolégica da populagéo geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méx) Log Rank*
1°sintoma
Outros 15 69,543 3,678 62,333 76,752 0,662
Sangramento 211 81,884 1,542 78,861 84,906
Total 226 82,151 1,478 79,255 85,047
Uso ACO
Sim 35 80,735 1,996 76,823 84,647 0,002
Nao 98 79,503 2,337 74,923 84,084
Total 133 83,505 1,726 80,122 86,888
Uso TRH
Sim 9 77,251 3,769 69,864 84,639 0177
Nao 114 83,590 1,890 79,885 87,295
Total 123 83,851 1,809 80,306 87,396
Idade menarca
<11 anos 35 85,585 3,132 79,447 91,723 0,077
> 1lanos 138 81,593 1,884 77,900 85,286
Total 173 83,017 1,625 79,832 86,202
Idade menopausa
<45 anos 39 73,840 4,042 65,917 81,763 0,070
> 45 anos 127 82,482 1,932 78,695 86,269
Total 166 81,087 1,757 77,643 84,531
Pré-menopausa
Sim 4 89,037 2,137 84,848 93,225 <0,001
Nao 185 79,983 1,727 76,599 83,367
Total 189 82,186 1,594 79,062 85,310
Gestacao
Sim 198 82,077 1,575 78,991 85,163 0,387
Nao 27 70,844 3,755 63,484 78,205
Total 225 81,730 1,504 78,783 84,677
N° gestacBes
0 27 70,844 3,755 63,484 78,205
1a3 87 87,500 1,909 83,759 91,241 <0,001
=4 111 74,209 2,458 69,392 79,027
Total 225 81,730 1,504 78,783 84,677

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢cdo
Hormonal
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Tabela 25: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas relacionadas ao
tratamento e prognostico da populagao geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*
Intervalo entre sintoma e diagnéstico
> 180 dias 91 79,304 2,485 74,433 84,175 0.821
< 180 dias 97 82,136 2,196 77,832 86,440
Total 188 81,763 1,656 78,517 85,010
Intervalo entre diagndstico e tratamento
< 60 dias 32 80,870 3,643 73,730 88,009 0.861
> 60 dias 188 82,286 1,635 79,082 85,490
Total 220 82,288 1,505 79,339 85,237
PS
0 11 79,835 3,651 72,679 86,991
1 195 82,602 1,559 79,546 85,657 <0,001
2 17 38,995 5,560 28,098 49,893
Total 223 82,339 1,480 79,439 85,239
Cirurgiaincompleta
Sim 113 71,078 2,576 66,028 76,128 <0,001
Nao 114 87,393 1,725 84,012 90,773
Total 227 82,188 1,476 79,295 85,082
Periodo tratamento
2000 a 2005 137 80,182 1,950 76,359 84,004 0125
2006 a 2011 91 65,328 1,504 62,380 68,277
Total 228 82,167 1,472 79,282 85,051
Recidiva
Sim 137 35,048 2,344 30,454 39,642 <0,001
Néo 91 94,906 1,238 92,479 97,333
Total 228 82,167 1,472 79,282 85,051
Local da recidiva
Loco-regional 16 35,810 4,548 26,896 44,725
A distancia 91 31,557 2,426 26,801 36,312 0,322
Ambos 6 25,778 6,659 12,725 38,830
Total 113 32,637 2,196 28,332 36,941

*Calculado somente com os valores conhecidos, PS= Performance Status

A analise de SG univariada conforme as caracteristicas anatomo-patologicas
encontra-se na tabela 26. Nesta populacdo, todos os critérios histopatolégicos de
prognoéstico (invasdo miometrial, presenca de émbolos neoplasicos, subtipo
histologico, grau de diferenciagdo e tamanho do tumor), estadiamento pela FIGO e

status da cirurgia foram estatisticamente significantes (p<0,001 para cada variavel).
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Tabela 26: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas anatomo-patologicas da
populacao geral (n=1.038)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC9%5% (min/méx) Log Rank*
Invasdo miometrial
<50% 56 89,971 1,642 86,752 93,190 <0,001
= 50% 78 77,560 2,781 72,110 83,011
Total 134 87,934 1,534 84,928 90,941
Embolos
Sim 85 59,966 3,361 53,378 66,554 <0,001
Nao 133 87,362 1,583 84,258 90,465
Total 218 82,147 1,500 79,206 85,087
Subtipo
Endometrioide 165 84,255 1,470 81,373 87,136 <0,001
Seroso+céls. claras 58 56,883 4,445 48,171 65,595
Total 223 82,156 1,493 79,230 85,082
FIGO
| 82 93,818 1,372 91,130 96,507
Il 43 60,808 3,462 54,023 67,593 <0,001
1] 65 59,200 3,949 51,459 66,941
v 37 23,823 3,266 17,422 30,224
Total 227 82,192 1,476 79,298 85,085
Grau diferenciagao
1 35 91,564 2,212 87,229 95,899
2 72 84,551 2,136 80,364 88,738 <0,001
3 119 65,909 2,908 60,209 71,609
Total 226 82,097 1,480 79,196 84,997
Tamanho tumor (cm)
<50 89 87,554 1,718 84,187 90,921 <0,001
>50 117 71,821 2,761 66,409 77,233
Total 206 82,469 1,539 79,453 85,486
Status cirurgia
RO 181 84,882 1,505 81,932 87,831 <0,001
R1+R2 38 32,262 5,004 22,454 42,069
Total 219 82,047 1,508 79,092 85,001

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.7 Sobrevida Global — Anélise Univariada dos Tumores Tipo |

Para analise de SG das pacientes submetidas ao tratamento de
adenocarcinoma tipo I, o tempo médio de seguimento foi de 84,3 meses (IC 95%
81,37 - 87,14) (figura 12).
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Figura 12: Curva de sobrevida global nos tumores Tipo | (n=912)

A analise de SG univariada das caracteristicas clinicas desta populacéo
encontra-se na tabela 27. ldade (p<0,001) e cardiopatia associada (p<0,001) foram

estatisticamente significantes.
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Tabela 27: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas clinicas dos casos
de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (Min/méx) Log Rank*
Idade
<65 70 89,375 1,755 85,936 92,815 <0,001
=65 95 76,092 2,378 71,432 80,752
Total 165 84,255 1,470 81,373 87,136
Diabetes
Sim 40 83,837 2,860 78,232 89,442 0774
Néo 122 84,215 1,697 80,890 87,540
Total 162 84,519 1,467 81,643 87,394
Cardiopatia
Sim 25 63,425 4,487 54,631 72,220 <0,001
N&o 135 85,860 1,522 82,877 88,842
Total 160 84,660 1,467 81,784 87,536
Hipertenséo
Sim 125 82,662 1,794 79,145 86,179 0,053
N&o 39 87,328 2,394 82,635 92,021
Total 164 84,334 1,469 81,455 87,214
IMC
Adequado 27 85,109 3,186 78,865 91,353
Sobrepeso 45 84,142 2,725 78,801 89,482 0,699
Obesidade 69 82,181 1,942 78,375 85,988
Total 141 85,311 1,499 82,372 88,250

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC= indice de Massa Corporal

A andlise de SG univariada conforme as caracteristicas relacionadas a histoéria
ginecoldgica destas pacientes é descrita na tabela 28. O uso de ACO (p=0,003),
diagnéstico da doenca na pré-menopausa (p=0,001) e o numero de gestacbes
(p<0,001) foram associados a SG.

A analise de SG univariada conforme as caracteristicas relacionadas ao
tratamento e as caracteristicas anatomo-patolégicas desta populacdo é descrita nas
tabelas 29 e 30, respectivamente. Cirurgia incompleta, PS e recidiva de doenca
foram estatisticamente significantes para o desfecho (p<0,001 para cada variavel).
Todos os critérios histopatoldgicos relacionados ao prognostico (invasao miometrial,
presenca de émbolos neoplasicos, grau de diferenciacdo e tamanho do tumor),
estadiamento pela FIGO e o status da cirurgia também foram estatisticamente

significantes (p<0,001 para cada variavel).
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Tabela 28: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas relacionadas a
histéria ginecolégica dos casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/méx) Log Rank*
1°sintoma
Outros 9 73,284 3661 66,109 80,459 0.457
Sangramento 155 83,852 1,539 80,835 86,868
Total 164 84,219 1,475 81,328 87,110
Uso ACO
Sim 26 82,575 2,012 78630 86,519 0,003
N&o 74 82,790 2,338 78,207 87,373
Total 100 86,498 1,711 83,144 89,852
Uso TRH
Sim 8 74,907 4,133 66,807 83,008 0,462
Nao 85 87,285 1,767 83,823 90,748
Total 93 86,872 1,798 83,349 90,395
Idade menarca
<11 anos 27 88,860 2,826 83,321 94,399 0.400
> 1lanos 920 84,469 1,903 80,740 88,199
Total 117 85,779 1,615 82,614 88,944
Idade menopausa
< 45 anos 26 79,376 4275 70,997 87,756 0.187
> 45 anos 85 85,217 1,890 81,512 88,921
Total 111 84,350 1,753 80,914 87,786
Pré-menopausa
Sim 3 89,833 2,034 85846 93,819 0,001
Nao 125 83,168 1,744 79,749 86,587
Total 128 85,142 1,586 82,032 88,251
Gestacao
Sim 139 84,782 1,550 81,744 87,819 0,084
N&o 24 71,276 3919 63595 78,956
Total 163 83,995 1,492 81,072 86,919
N° gestacBes
0 24 71,276 3919 63595 78,956
l1a3 58 88,799 1,818 85237 92,362 <0,001
>4 81 78,276 2,538 73,302 83,251
Total 163 83,995 1,492 81,072 86,919

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢ao
Hormonal
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Tabela 29: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas relacionadas ao
tratamento e prognostico dos casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méx) RI:;r)fI](*
Intervalo entre sintoma e diagnostico
> 180 dias 67 83,625 2,344 79,030 88,219 0.860
<180 dias 68 84,114 2,260 79,684 88,544
Total 135 84,095 1,625 80,909 87,281
Intervalo entre diagndéstico e tratamento
< 60 dias 26 81,801 3,933 74,092 89,510 0,619
> 60 dias 133 84,995 1,577 81,904 88,086
Total 159 84,414 1,498 81,477 87,351
PS
0 11 78,059 4,366 69,502 86,616
1 139 84,870 1,547 81,838 87,901 <0,001
22 13 42,477 6,075 30,569 54,385
Total 163 84,278 1,478 81,382 87,174
Cirurgiaincompleta
Sim 85 74,472 2,777 69,028 79,915 <0,001
Nao 79 89,447 1,647 86,219 92,676
Total 164 84,342 1,469 81,462 87,222
Periodo tratamento
2000 a 2005 90 83,769 1,965 79,918 87,620 0,835
2006 a 2011 75 66,425 1,598 63,292 69,557
Total 165 84,255 1,470 81,373 87,136
Recidiva
Sim 92 39,549 3,036 33,599 45,499 <0,001
Néo 73 94,129 1,248 91,683 96,575
Total 165 84,255 1,470 81,373 87,136
Local recidiva
Loco-regional 12 38,409 5421 27,783 49,034
A Distancia 60 34,863 3,104 28,780 40,946  0.362
Ambos 5 24,700 8,049 8,925 40,475
Total 77 35,539 2,779 30,091 40,986

*Calculado somente com os valores conhecidos
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Tabela 30: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas anatomo-patolégicas
dos casos de adenocarcinoma Tipo | (n=912)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/méx) Log Rank*
Invasdo miometrial
<50% 38 93,182 1,431 90,376 95,988 <0,001
= 50% 57 79,537 2,884 73,885 85,189
Total 95 89,726 1,458 86,869 92,584
Embolos
Sim 60 64,157 3,764 56,778 71,535 <0,001
Nao 96 88,916 1,536 85,905 91,927
Total 156 84,370 1,499 81,431 87,309
FIGO
| 64 93,615 1,343 90,984 96,247
Il 36 58,543 3,593 51,501 65,585 <0,001
1] 41 65,973 4,494 57,165 74,781
v 23 25,543 4,255 17,202 33,884
Total 164 84,300 1,474 81,411 87,188
Grau diferenciagao
1 35 91,524 2,216 87,180 95,868
2 71 84,565 2,156 80,339 88,790 <0,001
3 59 59,739 3,077 53,709 65,769
Total 165 84,075 1,480 81,175 86,975
Tamanho Tumor (cm) 2 categ.
<50 60 90,915 1,761 87,463 94,367 <0,001
>5,0 90 70,217 2,572 65,176 75,257
Total 150 84,269 1,553 81,225 87,313
Status cirurgia
RO 140 85,651 1,503 82,706 88,596 <0,001
R1+R2 21 39,172 6,943 25,564 52,781
Total 161 83,881 1,509 80,924 86,838

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.8 Sobrevida Global - Analise Univariada dos Tumores Tipo Il

Para analise de SG das pacientes submetidas ao tratamento de
adenocarcinoma tipo Il, o tempo médio foi de 56,9 meses (IC 95% 48,17-65,60)
(Figura 13).

Sobrevida Global — Tumores Tipo Il
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Figura 13: Curva de sobrevida global nos tumores Tipo Il (n=108)

A analise de SG univariada das caracteristicas clinicas desta populacéo
encontra-se na tabela 31. Nesta populagcéo, apenas IMC (quando categorizado em

dois grupos) se mostrou estatisticamente significante (p=0,043).
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Tabela 31: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas clinicas dos casos
de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (Min/méx) Log Rank
Idade
<65 22 64,828 6,491 52,105 77,551 0,064
=65 36 44,698 4,874 35,145 54,250
Total 58 56,883 4,445 48,171 65,595
Diabetes
Sim 11 53,531 7,518 38,796 68,267 0,605
Néo 47 55,247 5,062 45,326 65,167
Total 58 56,399 4,457 47,664 65,135
Cardiopatia
Sim 6 46,626 11,949 23,207 70,046 0701
N&o 52 56,619 4,694 47,419 65,820
Total 58 56,399 4,457 47,664 65,135
Hipertenséo
Sim 44 48,884 4,143 40,765 57,004 0,561
Nao 14 61,137 8,470 44,535 77,739
Total 58 56,399 4,457 47,664 65,135
IMC
Adequado 13 36,024 6,755 22,785 49,264
Sobrepeso 22 61,822 6,723 48,645 74,998 0,121
Obesidade 16 56,099 5,696 44,935 67,262
Total 51 59,224 4,605 50,198 68,250
IMC (2 categorias)
Adequado 13 36,024 6,755 22,785 49,264 0,043
Sobrepeso e Obesidade 38 63,271 5,093 53,289 73,253
Total 51 59,224 4,605 50,198 68,250

*Calculado somente com os valores conhecidos; IMC= indice de Massa Corporal

A andlise de SG univariada conforme as caracteristicas relacionadas a historia
ginecolégica e ao tratamento desta populacdo é descrita nas tabela 32 e 33.
Nenhuma das variaveis relacionadas a histéria ginecolégica se mostrou
estatisticamente significante. Cirurgia incompleta (p<0,046) e recidiva da doenca

(p<0,001), foram estatisticamente significantes, independente do sitio da recorréncia.
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Tabela 32: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme as caracteristicas relacionadas a
histéria ginecolégica dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC 95% (min/méx) Log Rank*
1°sintoma
Outros 5 51,189 11,414 28,818 73,560 0791
Sangramento 52 56,182 4,712 46,947 65,418
Total 57 56,735 4,494 47,927 65,543
Uso ACO
Sim 9 46,565 7,141 32,568 60,561 0,821
Nao 23 53,476 5,385 42,921 64,031
Total 32 53,186 4,581 44,208 62,164
Uso TRH
Sim 2 77,100 11,508 54,544 99,656 0,127
Nao 28 48,823 5,300 38,436 59,211
Total 29 51,771 5,054 41,865 61,678
Idade menarca
<11 anos 8 63,099 6,659 50,047 76,151 0.120
> 1lanos 44 56,254 5,109 46,239 66,268
Total 52 58,973 4,601 49,954 67,992
Idade menopausa
<45 anos 13 38,058 7,583 23,195 52,921 0.110
> 45 anos 37 59,596 5,374 49,063 70,128
Total 50 56,647 4,769 47,300 65,993

Pré-menopausa

Sim 1 67,433 12,067 43,783 91,084

0,258
Nao 55 55,005 4,616 45,959 64,052
Total 56 56,137 4,547 47,226 65,049
Gestacao
Sim 55 53,366 4,653 44,246 62,487 0.309
Nao 3 50,154 8,398 33,695 66,613
Total 58 54,780 4,517 45,926 63,634
N° gestacBes
0 3 50,154 8,398 33,695 66,613
1a3 27 55,371 6,450 42,729 68,013 0,573
=4 28 46,762 5,336 36,303 57,220
Total 58 54,780 4,517 45,926 63,634

*Calculado somente com os valores conhecidos; ACO= Anticoncepcional Oral; TRH= Terapia de Reposi¢ao
Hormonal
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Tabela 33: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas relacionadas ao
tratamento e prognostico dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (n=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/max) Log Rank*
Intervalo entre sintoma e diagnéstico
> 180 dias 22 44,640 5,739 33,391 55,888 0.400
< 180 dias 27 59,681 6,365 47,207 72,156
Total 49 55,213 4,955 45,500 64,926
Intervalo entre diagndéstico e tratamento
< 60 dias 4 65,179 10,820 43,971 86,388 0276
> 60 dias 52 54,806 4,767 45,463 64,149
Total 56 57,113 4,522 48,249 65,976
Cirurgiaincompleta
Sim 27 40,423 5311 30,013 50,833 0,046
Néo 31 62,494 5,667 51,387 73,601
Total 58 56,163 4,493 47,356 64,970
Periodo tratamento
2000 a 2005 42 54,572 5284 44,215 64,928 0,370
2006 a 2011 16 50,722 5,423 40,094 61,351
Total 58 56,883 4,445 48,171 65,595
Recidiva
Sim 42 23,725 2,813 18,212 29,238 <0,001
Nao 16 82,964 5,215 72,742 93,186
Total 58 56,883 4,445 48,171 65,595
Local recidiva
Locorregional 4 29,627 6,821 16,258 42,995
A Distancia 30 23283 3433 16,554 30,011 0,475
Ambos 1 31,167 ,000 31,167 31,167
Total 35 24,711 3,195 18,450 30,973

*Calculado somente com os valores conhecidos

A analise de SG univariada conforme as caracteristicas anatomo-patologicas
destas pacientes esta descrita na tabela 34. Nesta populagéo, invasdao miometrial
(p=0,024), presenca de émbolos neoplasicos (p<0,001), estadiamento pela FIGO
(p<0,001) e o status da cirurgia (p<0,001) foram estatisticamente significantes.
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Tabela 34: Analise de Kaplan Meier da sobrevida global conforme caracteristicas anatomo-patolégicas
dos casos de adenocarcinoma Tipo Il (h=108)

Tempo de sobrevida

Variavel N° Eventos Média DP IC95% (min/méx) Log Rank*
Invasdo miometrial
<50% 17 61,405 4,637 52,316 70,494 0,024
2 50% 21 54,395 7,335 40,019 68,771
Total 38 62,576 5,115 52,550 72,601
Embolos
Sim 24 30,266 4,621 21,209 39,322 <0,001
N&o 33 65,699 5,246 55,418 75,980
Total 57 57,344 4,462 48,598 66,090
FIGO
| 17 74,539 6,211 62,366 86,712
I 5 65,920 8,829 48,615 83,226 <0,001
i 22 36,100 5,836 24,662 47,538
v 14 18,800 3,886 11,183 26,417
Total 58 56,883 4,445 48,171 65,595
FIGO (2 categorias)
lell 22 75,116 5,413 64,507 85,725 <0,001
lneliv 36 31,290 4,473 22,523 40,057
Total 58 56,883 4,445 48,171 65,595
Tam. Tum (cm) 2 categ.
<50 27 55,407 4,821 45,957 64,857 0,446
>5,0 25 55,794 6,912 42,246 69,341
Total 52 59,712 4,554 50,786 68,639
Status cirurgia
RO 37 66,423 4,965 56,692 76,154 <0,001
R1+R2 16 20,106 5,061 10,187 30,026
Total 53 58,623 4,590 49,627 67,619

*Calculado somente com os valores conhecidos
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4.9 Sobrevida Livre de Doenca — Regressao de Cox

O modelo final de associacédo entre as variaveis independentes e a sobrevida
livre de doenca para a populacdo geral foi composto pelo subtipo histolégico,
estadiamento pela FIGO, presenca de émbolos neoplasicos e tamanho do tumor
(tabela 35).

As mulheres com tumores Tipo Il apresentaram um risco 2 vezes maior de
evoluir com recidiva em relagcdo aquelas com subtipo | (p<0,001). Quanto mais
avancado o estadio na ocasido do tratamento, pior a sobrevida livre de doenca,
representando um aumento do risco de 2,09, 3,09 e 9,31, para os estadios Il, lll e IV,
respectivamente. Tumores com émbolos neoplasicos na microscopia tiveram 2,09
mais risco de recidiva (p=0,002), e agueles com maior dimenséo tiveram aumento do
risco de 3,06 (p=0,033).

Tabela 35: Anélise da sobrevida livre de doenca da populacéo geral — Regresséo de Cox (n=1.038)

Variaveis HR* IC 95%** p valor

Subtipo Histoldgico

Tipo | 1,00
Tipo Il 2,00 1,37-2,92 <0,001
Estadiamento (FIGO)

I 1,00

Il 2,09 1,25 -3,49 0,005
1] 3,09 1,98-4,81 <0,001
v 9,31 5,48 - 15,79 <0,001
Embolos neopléasicos

Nao 1,00
Sim 2,09 1,47 -2,98 0,002
Tamanho do tumor

<2,0cm 1,00
>20a<50cm 1,76 0,63-491 0,280
>5,0cm 3,06 1,09 - 8,56 0,033

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga
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Para as 912 pacientes da popula¢édo diagnosticada com adenocarcinoma Tipo |,
a andlise de SLD pela regressdo de Cox demonstrou que estadiamento pela FIGO,
invasdo miometrial e presenca de émbolos neoplasicos foram associados a

sobrevida livre de doenca (tabela 36).

Quanto mais avancada a doencga, pior o prognéstico, sendo que 0s casos com
estadiamento IV tiveram risco 17,81 vezes maior de evoluir com pior SLD em relag&o
ao estadiamento | (p<0,001). Tumores com invasdo de 50% ou mais do miométrio
representaram risco de 2,18 (p=0,004) e aqueles com émbolos neoplasicos um risco
de 1,80 (p=0,043). O restante das variaveis estudadas ndo demonstrou impacto na

SLD deste grupo.

Tabela 36: Anélise da sobrevida livre de doenca dos casos de adenocarcinoma Tipo | — Regressao de Cox
(n=912)

Variaveis HR* IC 95%** p valor

Estadiamento (FIGO)

| 1,00 ---- ----

Il 3,97 1,82 - 6,68 0,001
I 3,09 1,42 - 6,67 0,004
v 17,81 6,18 - 51,31 <0,001
Embolos neoplasicos

N&o 1,00 -—-- -—--
Sim 1,80 1,02 - 3,19 0,043
Invaséo miometrial

< 50% 1,00 -—-- -—--
= 50% 2,18 1,28 -3,71 0,004

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga

Para as 108 pacientes da populacdo diagnosticada com adenocarcinoma do
Tipo Il, a analise de SLD pela regressdo de Cox demonstrou associagdo com
estadiamento pela FIGO (I e Il versus Ill e IV), status da cirurgia, presenca de

émbolos neoplasicos e o IMC (tabela 37).

Pacientes diagnosticadas nos estadios avancados (lll e IV) apresentaram risco
de 2,17 vezes maior de evoluir com recidiva (p=0,44). Este risco também foi maior
guando houve doenca residual nas cirurgias (HR=3,37 e IC 95% 1,38 - 8,23) e na

presenca de émbolos neoplasicos (invasao linfovascular) na microscopia (HR=2,14 e
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IC 95% 1,06 - 4,35). Pacientes com sobrepeso ou obesidade tiveram menor risco de

recidiva em relacdo aquelas com peso adequado (HR=0,41 e IC 95% 0,19 - 0,89).

Tabela 37: Analise da sobrevida livre de doenca dos casos de adenocarcinoma Tipo Il — Regressao de
Cox (n=108)

Variaveis HR* IC 95%** p valor
Estadiamento (FIGO)
lell 1,00
lneliv 2,17 1,02-4,61 0,044
Status da cirurgia
RO 1,00
R1+R2 3,37 1,38 - 8,23 0,008
Embolos neoplasicos
N&o 1,00
Sim 2,14 1,06 - 4,35 0,034
Indice de massa corporal
Adequado 1,00
Sobrepeso e obeso 0,41 0,19-0,89 0,025

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga

4.10 Sobrevida Global — Regresséo de Cox

Para as 1.038 pacientes da populacéo geral, a analise de SG pela regressao de
Cox demonstrou associacdo com subtipo histologico, estadiamento pela FIGO,
invasdo miometrial, PS, cirurgia incompleta e idade (tabela 38).

Tumores Tipo Il apresentaram risco 1,90 maior de evolugdo com 6bito (p=0,004).
Quanto maior o estadiamento, maior o risco, variando de 2,89 (Ec Il) a 7,81 (Ec V).
Aqueles com invasao miometrial profunda (= 50%) apresentaram risco 2,09 vezes
maior de oObito (p<0,001), bem como mulheres com piores condi¢cdes clinicas a
matricula (PS =2), submetidas a cirurgia incompleta e idosas (p=0,023, p=0,003 e
p<0,001, respectivamente).
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Tabela 38: Analise da sobrevida global da populagdo geral — Regresséo de Cox (n=1.038)

Variaveis HR* IC 95%** p valor

Subtipo Histoldgico

Tipo | 1,00

Tipo Il 1,90 1,23-2,94 0,004

Estadiamento (FIGO)

I 1,00

I 2,89 1,62 -5,17 <0,001

] 4,04 2,36 - 6,90 <0,001

\Y) 7,81 4,07 - 14,99 <0,001

Invasdo miometrial

<50% 1,00

> 50% 2,09 1,45 - 3,00 <0,001

PS

0 1,00
1,72 0,75 - 3,98 0,201

22 3,40 1,18-9,80 0,023

Cirurgiaincompleta

N&o 1,00

Sim 1,75 1,21-2,52 0,003

Idade

< 65 anos 1,00

2> 65 anos 2,06 1,42 -2,97 <0,001

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga

O modelo final da associagéo entre as variaveis independentes e a SG, para as
912 pacientes da populagédo diagnosticada com adenocarcinoma Tipo |, encontra-se

na tabela 39.

O estadiamento IV apresentou risco 9,19 vezes maior de evoluir com 6bito, em
relacdo ao estadio | (p<0,001). Mulheres que trataram tumores com invasao
miometrial profunda, com alto grau de diferenciacdo, cardiopatas, com recidiva e
idosas apresentaram pior sobrevida global (p=0,001, p=0,008, p=0,004, p<0,001 e

p<0,001, respectivamente).
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Tabela 39: Analise da sobrevida global dos casos de adenocarcinoma Tipo | — Regressédo de Cox (n=912)

Variaveis HR* IC 95%** p valor

Estadiamento (FIGO)

I 1,00

I 2,79 1,47 - 5,30 0,002
] 1,87 0,93 -3,73 0,078
v 9,19 4,02 - 20,97 <0,001
Invas&do miometrial

< 50% 1,00
2 50% 2,00 1,30 - 3,06 0,001
Grau de diferenciagéo

le? 1,00
3 1,89 1,17 - 3,02 0,008
Cardiopatia

Nao 1,00
Sim 2,26 1,29 - 3,95 0,004
Recidiva

Nao 1,00
Sim 6,19 3,98 -9,64 <0,001
Idade

< 65 anos 1,00
2 65 anos 2,39 1,55 - 3,67 <0,001

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga

Para as 108 pacientes da populacdo diagnosticada com adenocarcinoma Tipo Il,
a analise de SG pela regressdo de Cox demonstrou que o estadiamento avanc¢ado
(11l e 1V) foi associado a pior sobrevida em relacdo aos estadios precoces (HR=1,92
e IC 95% 1,06 - 3,47). Os tumores com émbolos neoplasicos (HR=1,93 e IC 95%
1,09 - 3,40) e os casos com recidiva também foram associados a maior risco de
Obito (HR=6,20 e IC 95% 3,23 - 11,92) (tabela 40).
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Tabela 40: Analise da sobrevida global dos casos de adenocarcinoma Tipo Il — Regressao de Cox (n=108)

Variaveis HR* 95% IC** p valor
Estadiamento (FIGO)
lell 1,00
neliv 1,92 1,06 - 3,47 0,032
Embolos neoplasicos
N&o 1,00
Sim 1,93 1,09 - 3,40 0,024
Recidiva
N&o 1,00
Sim 6,20 3,23-11,92 <0,001

*HR= Hazard Ratio; **IC=Intervalo de Confianga

5. RESULTADOS ANALISES MOLECULARES

5.1 Anélise Randémica por Microarranjo

De 1.038 pacientes elegiveis para o estudo, 912 foram diagnosticadas como
adenocarcinoma endometrioide (Tipo 1), sendo 879 nos estadios | (n=644), Il (n=124)
e Ill (n=111). Inicialmente, foram selecionados 21 casos de pacientes submetidas a
cirurgia completa, com estadiamento final em uma destas trés categorias. Em 10
casos ndo houve histéria de recorréncia até dezembro de 2013 (5 deles com Ec 1), e
11 casos haviam cursado com recidiva (5 deles com Ec I). O tempo médio de
seguimento entre os casos com recidiva foi de 12,7 meses (DP=4,53); o tempo entre
os sem recidiva foi de 24,7 meses (DP=19,65). Ndo houve diferenca significante
entre os dois intervalos (p=0,064). Foi extraido RNA total do tecido tumoral fresco
congelado de 10 casos no Ec I, 4 no Ec Il e 7 Ec no Ill, com obtencdo de

concentracdes satisfatérias para proceder a analise de microarranjo (tabela 41).
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Tabela 41: Casos de adenocarcinoma Tipo |, nos Ec I, Il e Ill, com extracdo de RNA total para a analise de
microarranjo (n=21)

Pacientes Estadiamento Status Recidiva
1 IAG1 SR
2 IAG1 SR
3 IBG3 SR
4 IBG3 SR
5 IAG1 SR
11 IAG1 CR
12 IBG3 CR
13 IBG2 CR
14 IBG3 CR
15 IAG1 CR

11G2 SR

G2 SR

16 11G2 CR
17 G2 CR
Nc1G2 SR

11Cc2G2 SR

10 IC1G3 SR
18 INAG2 CR
19 1C2G1 CR
20 1cC1G2 CR
21 111C1G3 CR

SR= sem recidiva;, CR= com recidiva; G=grau de diferenciacdo
histolégica (1, 2 ou 3); algarismos romanos= estadios conforme
critérios da FIGO
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Primeiramente, na analise de microarranjo, foram avaliados somente os tumores
de pacientes com o Ec I, que apresentaram ou nao recidiva. Os parametros
estatisticos iniciais aplicados para a selecdo dos genes diferencialmente expressos
(GDE) entre estes tumores foram p< 0,1 e fold-change de pelo menos duas vezes.
Como néo foi possivel identificar nenhum GDE por meio destes parametros, o p
valor ndo foi mais aplicado e o critério de selecdo passou a ser o fold-change de
pelo menos trés vezes entre 0s casos com e sem recidiva. Assim, foram
identificados 99 GDE que caracterizaram o status “recidiva”. Destes, quatro nao
apresentam gene symbol e foram retirados das analises, totalizando 95 genes (36
com niveis de expressdo menores e 59 com niveis de expressao maiores no grupo

‘recidiva” em relagcédo ao grupo “ndao-recidiva”) (anexo 5).

Inicialmente foi realizada andlise de agrupamento hierarquico Bayesiano (BHC,
Bayesian Hierarchical Clustering), ou seja, uma andlise ndo supervisionada, com 0s
10 casos do estadio |, utilizando-se os 95 genes. Observou-se a separacdo de dois
grupos distintos neste estadiamento, um com recidiva e outro sem recidiva. O grupo
A foi caracterizado somente com casos que apresentaram recidiva; o grupo B foi
caracterizado com casos predominantemente sem recidiva, a excecdo de R1 12.
(figura 14).
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Figura 14: Heatmap representativo do agrupamento dos casos de adenocarcinoma Tipo |, no estadio I,
com e sem recidiva (n=10).

* As cores em vermelho e verde representam a escala Z de fluorescéncia que varia de 2 a -2, respectivamente.
Grupo A: casos com recidiva; Grupo B: casos predominantemente sem recidiva.

* R= casos com recidiva, discriminada a paciente de cada caso. Ex: R1_13= paciente 13, no Ec |, com recidiva.
* SR= casos sem recidiva, discriminada paciente de cada caso. Ex: SR1_3= paciente 3, no Ec I, sem recidiva.
R1_12 foi o Gnico caso de recidiva agrupado com os casos de néo recidiva.

*Os ntimeros sobre os ramos sdo as chances de log para fusao.
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No intuito de avaliar se 0 mesmo conjunto de GDE discriminaria o status
“recidiva” nos diferentes estadiamentos, foi realizada nova analise de agrupamento
(BHC) com as 21 amostras dos Ec I, Il e lll, utilizando os valores de expresséo dos
95 GDE. Mais uma vez observou-se um agrupamento de casos com recidiva (grupo
C) e um agrupamento de casos sem recidiva (grupo D), com excecdo dos casos
SR3_8 e SR3_9 (casos sem recidiva, agrupados em C) e R2_17 e R3_21 (casos
com recidiva, agrupados em D). Nesta analise, comparando apenas os casos do
estadio | nos dois grupos, observou-se que todos aqueles com recidiva se
encontravam no grupo C e todos sem recidiva no grupo D, demonstrando que os
tumores diagnosticados neste estadiamento caracterizam melhor as amostras com e

sem recidiva quando comparados aos tumores dos Ec Il e Il (figura 15).
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Figura 15: Heatmap representativo do agrupamento dos casos de adenocarcinoma Tipo I, nos estadios |,
Il e lll, com e sem recidiva (n=21).

* As cores em vermelho e verde representam a escala Z de fluorescéncia que varia de 2 a -2, respectivamente.
Grupo C: casos predominantemente com recidiva; Grupo D: casos predominantemente sem recidiva.
* R= casos com recidiva, discriminados estadiamento e paciente de cada caso. Ex: R2_16= paciente 16, no Ec
Il, com recidiva. * SR= casos sem recidiva, discriminados estadiamento e paciente de cada caso. Ex: SR3_8=
paciente 8, no Ec lll, sem recidiva.

*Os numeros sobre 0s ramos séo as chances de log para fuséo.
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Posteriormente, por meio do programa PAM (Prediction Analysis for Microarrays)
[COOKE et al.,, 2011], foi realizada uma analise supervisionada dos 21 casos
utilizando os 95 GDE, que resultou em 62 genes discriminantes do status “recidiva”,
sendo 20 com niveis de expressao menores e 42 com niveis de expressao maiores
na recidiva (anexo 6). O gene de maior nivel de expressdo nas amostras com
recidiva foi PGR.

A partir dos 62 genes mais informativos do desfecho “recidiva”, foi realizado o
enriguecimento de vias através do pacote de analise de dados Ingenuity Systems
Inc®. Desta andlise foram identificadas cinco vias de sinalizagdo celular diferentes,
sendo que numa delas PGR foi novamente destacado como gene mais expresso na
recidiva. Com isto, foram selecionados para validacdo os genes de relevancia com
potencial para possivel uso como marcador prognoéstico de recidiva da doenca
relacionados a via de PGR (figura 16). As outras vias enriquecidas pelo programa
estdo representadas no anexo 7. Os genes selecionados para validagdo e

respectivos fold-changes estdo enumerados na tabela 42.

Tabela 42: : Genes selecionados pela analise de microarranjo, mais expressos nos casos de recidiva do
Ec | em comparagdo com 0s casos que ndo apresentaram recidiva no mesmo estadio

Gene Nome Ordem* Fold-Change

PGR Regulador do Receptor de Progesterona 1° 16,98

ESR1 Regulador do Receptor de Estrogénio 1 16° 4,03
GREB1 Growth Regulation by Estrogen in Breast Cancer 1 22° 3,37

* Ordem decrescente em expressao nos casos de recidiva no Ec |
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Figura 16: Esquema representativo de via com genes mais expressos nos casos de recidiva de
adenocarcinoma Tipo I, no estadio |, e os genes selecionados para validagao

PGR: gene com maior expressao entre os 62 do status "recidiva®; selecionados ESRY e GREB{
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5.2 Anélise de Expressédo Génica por PCR em Tempo Real

Apés a analise de expressdo génica global por microarranjo, 0s genes
diferencialmente expressos foram selecionados e, posteriormente, tiveram suas vias
enriquecidas. Dentre as vias enriquecidas, destacou-se a via envolvendo 0s genes
codificantes dos receptores hormonais de estrogénio (ESR1) e progesterona (PGR),
ambos diferencialmente expressos nessa analise, além do gene GREB1. PGR foi
identificado como o0 gene de maior expressdo nos casos de pacientes com recidiva
guando comparados com aqueles sem recidiva. Com a finalidade de validar os
resultados ora encontrados, primeiramente foi realizada PCRq para os trés genes
selecionados, nas mesmas amostras dos dez casos utilizados no microarranjo e
apenas PGR mostrou diferenca significante entre os dois grupos (p=0,0159) (figura
17). Como controle positivo, utilizamos o RNA da linhagem MCF-7 (linhagem de

cancer de mama que expressa 0s receptores estrogénio e progesterona).

Posteriormente, foi avaliada a expressdo dos trés genes selecionados em um
namero maior de amostras. Apds a extracdo de RNA dessas amostras armazenadas
em blocos de parafina (denominadas de “amostras independentes”, excluindo as dez
utilizadas no microarranjo), foi possivel prosseguir com a analise por PCRqg em 29
(96,7%) de 30 casos que apresentaram recidiva e em 59 (88,1%) dos 67 que nao
apresentaram recidiva, j& que no restante ndo foi obtida concentracdo suficiente ou

qualidade de RNA para aplicacdo da metodologia.

Os genes de referéncia utilizados inicialmente nesta etapa foram GAPDH e
ACTB. Apés o término da reagdo com ambos genes, observou-se com GAPDH a
formacdo de um produto que ultrapassou o limiar de deteccdo de fluorescéncia
(threshold) em um ciclo mais adequado, ao contrario de ACTB. Da mesma forma, a
curva de dissociacdo de GAPDH n&o apresentou a formacdo de produtos
inespecificos e/ou contaminagdes durante a reacdo. Por isto, GAPDH foi utilizado

como o gene referéncia nas analises de PGR, ESR1 e GREBL1.
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Figura 17: PCRq de PGR, ESR1 e GREB1 (normalizados por GAPDH) das amostras de adenocarcinoma
Tipo I no Ec |, analisadas por microarranjo (5 casos com recidiva e 5 casos sem recidiva) - n=10.
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O primeiro gene a ser analisado foi ESR1. De todos os casos utilizados, os
resultados foram satisfatérios em 22 (75,9%) pacientes com recidiva e 42 (71,9%)
pacientes sem recidiva, ou seja, no restante das amostras ESR1 ndo se encontrava
expresso ou apresentava nivel de expressdo muito baixo para que sua amplificacao
pudesse ser detectada. Através do teste de Mann-Whitney foi observada uma
diferenca de expresséao estatisticamente significante entre “recidiva” e “nao recidiva”
(p<0,0001), ou seja, ESR1 apresentou niveis de expressdo maiores nos casos com

recidiva do que naqueles que ndo apresentaram recidiva (figura 18).
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Figura 18: Grafico da expressao génica de ESR1 por PCRq em amostras de adenocarcinoma Tipo | no
estadio I, com recidiva (n=22) e sem recidiva (n=42), relativas a GAPDH.

Status “recidiva”: sim = com recidiva; ndo = sem recidiva. ***p<0,0001
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Embora tenham sido observadas trés amostras discrepantes entre 0s casos com
recidiva, ou seja, com niveis de expressdo maiores que o restante, o teste de
Grubbs (para avaliar se eram outliers) demonstrou que estes resultados ndo se

tratavam de outliers em relacdo as outras amostras de tumores com recidiva.

Em seguida, foi realizada nova analise dos dados da PCRq de ESR1 obtidos a
partir das “amostras independentes” juntamente com aqueles obtidos das amostras
utilizadas no microarranjo, totalizando 27 com recidiva e 47 sem recidiva. A
diferenca de expressdo entre os casos “‘com recidiva” e 0os “sem recidiva” se

manteve estatisticamente significante (p<0,0001).

A partir do resultado com as “amostras independentes”, foram verificadas a
sensibilidade e a especificidade da expressdo génica de ESR1 em distinguir
pacientes com e sem recidiva e, para isso, foi feita uma curva ROC (Receiver
Operating Characteristic). Esta curva demonstrou que o mesmo confere elevados
niveis de sensibilidade (81,4%) e especificidade (65,9%), com p<0,0001 e acuracia
de 87% (IC 95% 0,781 — 0,960). O cut-off foi > 0,003912 (figura 19).
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Figura 19: Curva ROC representativa da sensibilidade e especificidade da expressao génica de ESR1 por
PCRg em amostras de adenocarcinoma Tipo I no Ec |, com recidiva (n=22) e sem recidiva (n=42).
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Em seguida, o gene analisado foi PGR. De todos os casos utilizados, o0s
resultados foram satisfatérios em 19 (65,5%) pacientes com recidiva e 19 (32,2%)
pacientes sem recidiva, ou seja, no restante das amostras PGR nado se encontrava
expresso ou apresentava nivel de expressdo muito baixo para que sua amplificacao
pudesse ser detectada. O teste de Mann-Whitney mostrou que ndo houve uma
diferenca de expresséao estatisticamente significante entre “recidiva” e “nao recidiva”
(p=0,3502), ou seja, PGR nao apresentou niveis de expressao maiores nos casos

com recidiva em comparacdo aos que ndo apresentaram recidiva (figura 20).

Em seguida, foi realizada nova analise dos dados da PCRq de PGR obtidos a
partir das “amostras independentes” juntamente com aqueles obtidos das amostras
utilizadas no microarranjo, totalizando 24 com recidiva e 24 sem recidiva. A

diferenga de expresséo entre os dois grupos também néo foi significante (p=0,8447).
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Figura 20: Gréafico da expresséo génica de PGR por PCRq em amostras de adenocarcinoma Tipo | no Ec |,
com recidiva (n=19) e sem recidiva (h=19), relativas a GAPDH.

Status “recidiva”: sim = com recidiva; ndo = sem recidiva. p=0,3502
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O terceiro gene a ser analisado foi GREB1. De todos os casos utilizados, os
resultados foram satisfatorios em apenas 2 (6,9%) pacientes com recidiva e 13
(22,0%) pacientes sem recidiva. Portanto, no restante das amostras GREB1 nao se
encontrava expresso ou apresentava nivel de expressdao muito baixo para que sua
amplificacdo pudesse ser detectada, o que tornou a andlise deste gene inviavel
(figura 21).
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Figura 21: Gréfico da expresséo génica de GREB1 por PCRq em amostras de adenocarcinoma Tipo | no
Ec |, com recidiva (n=2) e sem recidiva (n=13), relativas a GAPDH.

Status “recidiva”; sim = com recidiva; ndo = sem recidiva. Nao foi possivel o calculo do p valor
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Com a finalidade de avaliar se tal resultado estava relacionado a uma baixa
expressdo de GREBI1, caracteristica propria deste gene, ou a conservacdo do
material por se tratar de RNA total extraido de tumores armazenados em blocos de
parafina, foi realizada PCRq de 12 amostras frescas congeladas de adenocarcinoma
Tipo I, no Ec I. Com esta analise observou-se que, embora fosse possivel detectar a
expressdo de GREB1 em todas as amostras, 0s niveis de expressao deste gene sao
muito baixos, o que provavelmente representa a incapacidade de analise por PCRq

a partir da extracdo de RNA de bloco de parafina (figura 22).
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Figura 22: Gréafico da expressdo génica de GREB1 por PCRq em amostras frescas congeladas de
adenocarcinoma Tipo | no Ec I, relativas a GAPDH (n=12)
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5.3 Anélise de Expresséo Proteica por Imuno-Histoquimica

A avaliacdo da expressao proteica do receptor de estrogénio 1 ou a (ER), do
receptor de progesterona (PR) e do Growth Regulation by Estrogen in Breast Cancer
1 (GREBL) foi realizada em tumores de 35 pacientes que apresentaram recidiva e
em 72 que nao recidivaram. Dentre estes 107 casos avaliados, estao incluidos os

dez tumores submetidos a analise de microarranjo.

Dos 107 casos, ER se mostrou positivo em 93 (86,9%) e negativo em 14
(13,1%); PR foi considerado positivo em 85 (79,4%) e negativo em 22 (20,6%);
GREB1 foi positivo em 54 (50,5%) e negativo em 53 (49,5%) (tabela 43).

A IH para ER nos 35 tumores com recidiva mostrou que 4 (11,4%) foram
negativos; 9 (25,8%) foram considerados 1+; 11 positivos para 2+ e 11 para 3+ (31,4
% cada). Dos 72 casos sem recidiva, 10 (13,9%) foram considerados negativos; 16
(22,2%) foram positivos para 1+; 16 (22,2%) para 2+; 30 (41,7%) para 3+; (tabela 44
e figura 23). Nao houve diferenga significante entre os grupos de pacientes que
recidivaram daqueles que ndo apresentaram recidiva (p=0,6443). Entre os tumores
dos 10 casos utilizados na analise de microarranjo, dos 5 que nao apresentaram
recidiva, trés foram positivos e dois negativos; os 5 casos com recidiva foram

positivos.

A IH para PR nos 35 tumores com recidiva mostrou que 6 (17,1%) foram
negativos; 10 (28,6%) foram considerados 1+; 10 considerados (28,6%) 2+; e 9
foram 3+ (25,7 % cada). Dos 72 casos sem recidiva, 16 (22,2%) foram considerados
negativos; 18 (25,0%) foram positivos para 1+; 15 (20,8%) para 2+; 23 (32,0%) para
3+ (tabela 44 e figura 24). Assim como observado para ER, ndo houve diferenga
significante entre os grupos avaliados (p=0,7245). Entre os tumores dos 10 casos
utilizados na analise de microarranjo, dos 5 que nao apresentaram recidiva, trés

foram positivos e dois negativos; os 5 casos com recidiva foram positivos.

A IH para GREB1 nos 35 tumores com recidiva mostrou que 23 (65,7%) foram
negativos e 12 (34,3%) foram positivos. Dos 72 casos sem recidiva 30 (41,7%) foram
negativos e 42 (58,3%) foram positivos (tabela 44 e figura 25), sendo encontrada
uma diferenca estatisticamente significante entre estes dois grupos (p=0,0196).
Entre os tumores dos 10 casos utilizados na analise de microarranjo, dos 5 que n&o
apresentaram recidiva, dois foram positivos e 3 negativos; dos 5 casos com recidiva,

um foi positivo e 4 negativos.
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Tabela 43: Expressao detectada por imuno-histoquimica de ER, PR e GREB1, conforme classificacdo por
area de marcagdéo nuclear, de 107 casos de adenocarcinoma Tipo | no Ec |

Frequéncia Total +

Anticorpo Classificagéo Frequéncia (%)
(%)
Negativo 14 (13,1)
1+ 25 (23,4)
ER
2 27 (25,2) 93 (86,9)
3+ 41 (38,3)
Total 107
Negativo 22 (20,6)
R 1+ 28 (26,2)
2+ 25 (23,4) 85 (79,4)
3+ 32 (29,8)
Total 107
Negativo 53 (49,5)
GREB1
Positivo 54 (50,5) 54 (50,5)
Total 107

ER = Receptor de Estrogénio; PR = Receptor de Progesterona; GREB1= Growth Regulation by Estrogen in
Breast Cancer 1
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Tabela 44: Expressao detectada por imuno-histoquimica de ER, PR e GREB1, conforme classificacdo por
area de marcagao nuclear, nos casos com recidiva (n=35) e sem recidiva (n=72), de adenocarcinoma Tipo
Ino Ec |

Anticorpo Classificacéo Casos com Recidiva (%) Casos sem Recidiva (%) p valor
Negativo 4 (11,4) 10 (13,9)
ER 1+ 9 (25,8) 16 (22,2)
2+ 11 (31,4) 16 (22,2) 0,6443
3+ 11(31,4) 30 (41,7)
Total 35 72
Negativo 6(17,1) 16 (22,2)
PR 1+ 10 (28,6) 18 (25,0)
2+ 10 (28,6) 15 (20,8) 0,7245
3+ 9 (25,7) 23 (32,0)
Total 35 72
Negativo 23 (65,7) 30 (41,7)
GREB1
Positivo 12 (34,3) 42 (58.,3) 0,0196
Total 35 2

ER = Receptor de Estrogénio; PR = Receptor de Progesterona; GREB1= Growth Regulation by Estrogen in
Breast Cancer 1
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Figura 23: Amostras representativas dos diferentes scores de classificacdo da expressdo proteica do
receptor de estrogénio (ER), de acordo com a intensidade de marcacdo e com o percentual de células
marcadas.

FR = intensidade de marcacéo fraca; FT = intensidade de marcacéo forte; A) Marcacdo negativa; B) 1+ FR; C)
1+ FT; D) 2+ FR; E) 2+ FT; F) 3+ FR; G) 3+ FT (objetiva de 20X)
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Figura 24: Amostras representativas dos diferentes scores de classificacdo da expressdo proteica do
receptor de progesterona (PR), de acordo com a intensidade de marcac&o e com o percentual de células
marcadas.

FR = intensidade de marcacéo fraca; FT = intensidade de marcacéo forte; A) Marcacdo negativa; B) 1+ FR; C)
1+ FT; D) 2+ FR; E) 2+ FT; F) 3+ FR; G) 3+ FT (objetiva de 20X)
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Figura 25: Classificacdo da expressédo proteica de GREB1, de acordo com o percentual de células com
marcag¢ao nuclear.

A) Marcacédo negativa (0%); B) Marcagdo negativa (marcacdo nuclear < 10%); C e D) Marcagéo positiva
(marcacao nuclear >10%). (objetiva de 20X)

A classificagdo conforme a intensidade e o percentual de células com marcacao
nuclear de ER e PR esta representada na tabela 45. A frequéncia encontrada de
cada um dos grupos se mostrou bastante heterogénea e nao foi observada diferenca
estatisticamente significante quando comparada a marcagao fraca em ER entre os
casos de recidiva e os sem recidiva (p=0,8435); com a marcagéao forte em ER entre
os dois grupos (p=0,8065); com a marcagéao fraca em PR entre os casos de recidiva
e os sem recidiva (p= 0,2149); e com a marcagao forte em PR entre os dois grupos
(p= 0,0698).
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Tabela 45: Expressao detectada por imuno-histoquimica de PR e ER, conforme classificagdo por area e
intensidade de marcagdao, dos casos com recidiva (n=35) e sem recidiva (n=72), de adenocarcinoma Tipo |
no Ec |

Classificagao/

Anticorpo Casos com Recidiva (%) Casos sem Recidiva (%)
Marcacao*
Negativo 4(11,4) 10 (13,9)
1+ FT 1(2,8) 4 (5,5)
2+ FT 3(8,6) 7(9,7)
ER 3+FT 5 (14,3) 20 (27,8)
1+ FR 8 (22,9) 12 (16,7)
2+ FR 8 (22,9) 9 (12,5)
3+ FR 6 (17,1) 10 (13,9)
Total 35 72
Negativo 6 (17,1) 16 (22,2)
1+ FT 7 (20,0) 6 (8,3)
PR 2+ FT 7 (20,0) 8 (11,1)
3+ FT 5 (14,3) 20 (27,8)
1+ FR 3(8,6) 12 (16,7)
2+ FR 3(8,6) 709,7)
3+ FR 4(11,4) 3(4,2)
Total 35 72

ER = Receptor de Estrogénio; PR = Receptor de Progesterona; *FT= marcacéao forte; FR= marcacao fraca

Além da avaliacdo da expresséao proteica de ER, PR e GREBL1 por percentual de
marcacao nuclear, foi analisada a associacdo das frequéncias da sua expressao as

caracteristicas clinico-patolégicas e ao prognadstico.

Para expressdo de ER, nado foi encontrada associagdo com as caracteristicas
clinicas de adenocarcinoma Tipo | no Ec | (tabela 46). Considerando as
caracteristicas anatomo-patologicas, as pacientes com invasdo miometrial menor
gue 50% apresentaram uma chance 3,911 vezes maior de ER ser positivo
(p=0,035). Foi também observada associagdo entre grau de diferenciacdo e ER
positivo, onde pacientes com tumores G1 e G2 tiveram chance 10,938 vezes maior
de ER ser positivo (p<0,001) (tabela 47).
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Tabela 46: Expressdo de ER detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=93 - 86,9%) e
negativos (n=14 - 13,1%), conforme as caracteristicas clinicas de adenocarcinoma Tipo | no Ec |

ER

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (Min/méx) p valor
Idade
<65 52 (55,9) 9 (64,3) 0,795 0,219 2,264 0,555
265 41 (44,1) 5(35,7) Referéncia - -
Total 93 14
Diabetes
Sim 27 (29,0) 3(21,4) 0,667 0,172 2,579 0.555
N&o 66 (71,0) 11 (78,6) Referéncia - -
Total 93 14
Cardiopatia
Sim 6 (6,5) 1(7,1) 1,103 0123 9,910 0,031
N&o 86 (93,5) 13 (92,9) Referéncia - -
Total 92 14
Hipertenséo
Sim 63 (67,7) 9 (64,3) 0,857 0,264 2,780 0,797
N&o 30 (32,3) 5 (35,7) Referéncia - -
Total 93 14
IMC
Adequado 18 (20,2) 3(30,0) 0,592 0,139 2,517
Sobrepeso+obesidade 71 (79.,8) 7 (70,0) Referéncia - - 0,473
Total 89 10
Uso ACO
Sim 27 (45,0) 2 (28,6) 0,489 0,088 2,722
N&o 33 (55,0) 5(71,4) Referéncia - - 0,406
Total 60 7
Uso TRH
Sim 7 (12,3) 3(30,0) 3,061 0,639 14,667
N&o 50 (87,7) 7 (70,0) Referéncia - - 0,147
Total 57 10
Idade menarca
< 11anos 16 (20,5) 4 (33,3) 0,516 0138 1,932 0,320
> 1lanos 62 (79,5 8 (66,7) Referéncia - -
Total 78 12
Idade menopausa
<45 anos 11 (16,2) 1(9,1) 1,930 0,224 16,643
> 45 anos 57 (83,8) 10 (90,9) Referéncia - - 0,544

Total 68 11

IMC= Indice de Massa Corporal; ACO= anticoncepcional oral; TRH= terapia de reposi¢éo hormonal
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Tabela 47: Expressdo de ER detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=93 - 86,9%) e
negativos (n=14 — 13,1%), conforme as caracteristicas anatomo-patolégicas de adenocarcinoma Tipo | no
Ec |

ER

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (min/méx) p valor
Invasdo miometrial
< 50% 48 (51,6) 3(21,4) 3,911 1,024 14,934 0,035
= 50% 45 (48,4) 11 (78,6) Referéncia - -
Total 93 14
Embolos neoplasicos
Sim 13 (14,6) 2 (14,3) 1,023 0,254 4,119 1,000
N&o 76 (85,4) 12 (85,7) Referéncia - -
Total 89 14
Grau diferenciagao
le2 79 (85,9) 5 (35,7) 10,938 3,163 37,824 0,001
3 13 (14,1) 9 (64,3) Referéncia - -
Total 92 14
Tamanho tumor (cm)
<5,0 49 (58,3) 4 (30,8) 0,571 0,056 5,873 0.150
>5,0 28 (33,4) 8 (61,5) Referéncia - -
Total 84 13
Obito
Sim 21 (22,6) 4 (28,6) 0,729 0,207 2,564
NZo 72 (77,4) 10 (71,4) Referéncia - - 0,621
Total 93 14

Para expressdo de PR, as mulheres com peso adequado apresentaram 70%
menos chance de PR ser positivo (p=0,027) (tabela 48). As pacientes com tumores
de baixo grau (graus de diferenciacdo 1 e 2) apresentaram chance 3,781 vezes
maior de PR ser positivo (p=0,009) (tabela 49).
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Tabela 48: Expressdo de PR detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=85 — 79,4%) e
negativos (n=22 - 20,6%), conforme as caracteristicas clinicas de adenocarcinoma Tipo | no Ec |

PR

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (Min/méx) p valor
Idade
<65 47 (55,3) 14 (63,6) 0,707 0,268 1,861 0,481
265 38 (44,7) 8 (36,4) Referéncia - -
Total 85 22
Diabetes
Sim 25 (29,4) 5(22,7) 0,706 0,235 2,122 0,534
N&o 60 (70,6) 17 (77,3) Referéncia - -
Total 85 22
Cardiopatia
Sim 6 (7,1) 1(4,8) 0,658 0,075 5,784 0,704
N&o 79 (92,9) 20 (95,2) Referéncia - -
Total 85 21
Hipertenséo
Sim 58 (68,2) 14 (63,6) 0,815 0,305 2,174 0,682
Néo 27 (31,8) 8 (36.,4) Referéncia - -
Total 85 22
IMC
Adequado 14 (17,1) 7 (41,2) 0,294 0,096 0,905
Sobrepeso+obesidade 68 (82,9) 10 (58,8) Referéncia - - 0,027
Total 82 17
Uso ACO
Sim 22 (41,5) 7 (50,0) 1,409 0,432 4,593
N&o 31 (58,5) 7 (50,0) Referéncia - - 0,568
Total 53 14
Uso TRH
Sim 9 (17,0) 1(7,1) 0,376 0,044 3,250
N&o 44 (83,0) 13 (92,9) Referéncia - - 0,358
Total 53 14
Idade menarca
< 11anos 15 (20,3) 5(31,3) 0,559 0,169 1,856
> 11anos 59 (79,7) 11(68,7)  Referéncia - - 0,338
Total 74 16
Idade menopausa
<45 anos 11 (16,9) 1(7,1) 2,648 0,313 22,391
> 45 anos 54 (83,1) 13 (92,9) Referéncia - - 0,355

Total 65 14

IMC= Indice de Massa Corporal; ACO= anticoncepcional oral; TRH= terapia de reposicdo hormonal
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Tabela 49: Expressdo de PR detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=85 — 79,4%) e
negativos (n=22 — 20,6%), conforme as caracteristicas anatomo-patolégicas de adenocarcinoma Tipo | no

Ec |
PR

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (min/méx) p valor
Invasdo miometrial
< 50% 44 (51,8) 7 (31,8) 2,300 0,852 6,207 0,095
= 50% 41 (48,2) 15 (68,2) Referéncia - -
Total 85 22
Embolos neoplasicos
Sim 12 (14,5) 03 (15,0) 0,958 0,243 3,774 1,000
N&o 71 (85,5) 17 (85,0) Referéncia - -
Total 83 20
Grau diferenciagao
le2 71 (84,5) 13 (59,1) 3,781 1,343 10,648 0,009
3 13 (15,5) 9 (40,9) Referéncia - -
Total 84 22
Tamanho tumor (cm)
>20e<50 51 (66,2) 10 (50,0) 1,962 0,725 5,309 0.202
>5,0 26 (33,8) 10 (50,0) Referéncia - -
Total 77 20
Obito
Sim 19 (22,4) 6 (27,3) 0,768 0,264 2,234
N&o 66 (77.,6) 16 (72,7) Referéncia - - 0,627
Total 85 22

N&o foi observada associacdo entre a expressao de GREBL1 e as caracteristicas

clinicas (tabela 50). Entretanto, as mulheres com tumores de baixo grau de

diferenciacéo (1 e 2) tiveram uma chance 2,722 vezes maior de GREB1 ser positivo
(p=0,044) (tabela 51).
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Tabela 50: Expressdo de GREB1 detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=54 — 49,1%) e
negativos (n=53 - 48,2%), conforme as caracteristicas clinicas de adenocarcinoma Tipo | no Ec |

GREB1

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (Min/méx) p valor
Idade
<65 32 (59,3) 29 (54,7) 1,204 0,559 2,590 0,635
265 22 (40,7) 24 (46,3) Referéncia - -
Total 54 53
Diabetes
Sim 17 (31,5) 13 (24,5) 0,707 0,303 1,654 0.423
N&o 37 (68,5) 40 (75,5) Referéncia - -
Total 54 53
Cardiopatia
Sim 1(1,9) 6 (11,5) 6,913 0,802 59,557 0,058
N&o 53(98,1) 46 (88,5) Referéncia - -
Total 54 52
Hipertenséo
Sim 35 (64,8) 37 (69,8) 1,255 0559 2,821 0,582
Nao 19 (35,2) 16 (30,2) Referéncia - -
Total 54 53
IMC
Adequado 11 (21,2) 10 (21,3) 0,993 0,378 2,605
Sobrepeso+obesidade 41 (78,8) 37 (78,7) Referéncia - - 0,988
Total 52 47
Uso ACO
Sim 14 (41,2) 15 (45,5) 1,190 0,452 3,132
Nao 20 (58,8) 18 (54,5) Referéncia - - 0,724
Total 34 33
Uso TRH
Sim 5 (14,7) 5 (15,2) 1,036 0,270 3,971
N&o 29 (85,3) 28 (84,8) Referéncia - - 0,959
Total 34 33
Idade menarca
<11 anos 11 (22,9) 9 (21,4) 1,090 0,402 2,958
> 11anos 37 (77,1) 33(78,6)  Referéncia - - 0,865
Total 48 42
Idade menopausa
<45 anos 8 (18,6) 4(11,1) 1,829 0,502 6,659
> 45 anos 35 (81,4) 32 (88,9) Referéncia - - 0,355

Total 43 36

IMC= Indice de Massa Corporal; ACO= anticoncepcional oral; TRH= terapia de reposicdo hormonal
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Tabela 51: Expressdo de GREB1 detectada por imuno-histoquimica, de casos positivos (n=54 — 49,1%) e
negativos (n=53 - 48,2%), conforme as caracteristicas anatomo-patolégicas de adenocarcinoma Tipo | no

Ec
GREB1

Variavel Positivo (%) Negativo (%) OR IC 95% (min/méx) p valor
Invasdo miometrial
< 50% 27 (50,0) 24 (45,3) 1,208 0,565 2,583 0,625
= 50% 27 (50,0) 29 (54,7) Referéncia - -
Total 54 53
Embolos neoplasicos
Sim 08 (14,8) 07 (14,3) 1,043 0,348 3,126 1,000
N&o 46 (85,2) 42 (85,7) Referéncia - -
Total 54 49
Grau diferenciagao
le2 47 (87,0) 37 (71,2) 2,722 1,006 7,364 0,044
3 7 (13,0) 15 (28,8) Referéncia - -
Total 54 52
Tamanho tumor (cm)
<5,0 27 (55,1) 26 (54,2) 2,889 0,534 15,633 0.321
>5,0 16 (32,7) 20 (41,7) Referéncia - -
Total 49 48
Obito
Sim 11 (20,4) 14 (26,4) 0,713 0,289 1,754
N&o 43 (79,6) 39 (73,6) Referéncia - - 0,460
Total 54 53

Foi analisada a chance de recidiva conforme a expressao das trés proteinas por

meio do célculo da Odds Ratio (OR). A recidiva nao foi estatisticamente associada a

expressao positiva de PR e ER, tanto na analise bruta como na ajustada por idade.

A expressao positiva de GREB1, bruta e ajustada por idade, conferiu uma

associacao de protecdo, ou seja, tumores GREBL1 positivos oferecem um risco 63%

menor de evoluir com recidiva do que os negativos (OR= 0,37; p=0,021) (tabela 52).
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Tabela 52: Chance de Recidiva conforme a Expressdo de PR, ER e GREB1 detectada por imuno-
histoquimica, casos com recidiva (n=35) e sem recidiva (n=72), de adenocarcinoma Tipo I no Ec |

. Recidiva OR Bruta OR Ajustada *
Anticorpo - -
Sim (%) Nao (%) OR (IC 95%) p valor OR (IC 95%) p valor
PR
Positivo 29 (82,9) 56 (77,8) 1,38 (0,49- 3,91) 1,37 (0,49-3,90)
0,543 0,548
Negativo 6 (17,1) 16 (22,2) Referéncia Referéncia
ER
Positivo 31(88,6) 62 (86,1) 1,25 (0,36-4,30) 1,00 (0,96-1,05)
. . 0,724 ) 0,846
Negativo 4(11,4) 10 (13,9) Referéncia Referéncia
GREB1
Positivo 12 (34,3) 42 (58,3) 0,37 (0,16-0,87) 0,37 (0,16-0,86)
] ] 0,021 ) 0,021
Negativo 23(65,7) 30(41,7) Referéncia Referéncia

*Ajustada por idade; PR = Receptor de Progesterona; ER = Receptor de Estrogénio; GREB1= Growth
Regulation by Estrogen in Breast Cancer 1

Por fim, foi determinada a associacdo entre a expressdo de RNAm dos genes

PGR e ESRI1, e a expresséao proteica de PR e ER, respectivamente. Para PGR foi

observada uma associacao estatisticamente significante entre expressdo de RNAm

e expressao proteica, ou seja, quanto maior o score da expressao proteica, maiores

0S niveis de expressdo génica (p=0,0230) (figura 26). Para ESR1 ndo ha uma

associacao estatisticamente significante entre ambas (p=0,5999) (figura 27).
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Figura 26: Representacéo grafica da associacdo entre expressdo de RNAm de PGR e expressao proteica
de PR.
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Figura 27: Representacao grafica da associagdo entre expressdo de RNAm de ESR1 e expresséo proteica
de ER.
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6. DISCUSSAO

O cancer de endométrio € considerado a quinta neoplasia maligna mais
incidente entre mulheres no mundo (IARC, 2012) e o cancer ginecologico mais
comum nos EUA (SEER - NCI, 1975-2010). Entretanto, a sua incidéncia vem
aumentando também em alguns paises em desenvolvimento, sobretudo pela
exposicao cada vez mais frequente aos fatores de risco. No Brasil, a doenca ja foi o
oitavo tumor maligno mais frequente e atualmente ocupa o sétimo lugar em
ocorréncia de cancer nas mulheres (INCA, MS, 2012 e 2014). Ainda assim, nao foi
identificado na literatura um estudo clinico-epidemiolégico de maior abrangéncia
para avaliar 0 seu comportamento no pais. Apesar da doenca apresentar uma baixa
taxa de mortalidade quando diagnosticada nos estadios iniciais, parte das pacientes
que apresentam critérios clinico-patologicos de bom prognéstico pode evoluir com
recidiva inesperada e apresentar resposta limitada ao tratamento sistémico (JEMAL
et al.,, 2009). Ainda que j& tenham sido descritas algumas alteracbes moleculares
caracteristicas desta neoplasia (BANSAL et al., 2009; LLOBET et al., 2009), néo
esta bem estabelecida associacdo destes marcadores moleculares ao risco de
progressdo e recidiva da doenca. Por isto, o presente estudo teve por objetivo
analisar alteracdes moleculares envolvidas na recidiva do cancer de endométrio do
Tipo | (endometrioide) e associa-las a andalise de dados clinico-patologicos e de
sobrevida; e fazer uma analise descritiva e de sobrevida das pacientes com

adenocarcinoma de endométrio tratadas no INCA.

Inicialmente foi organizado um banco de dados com 1.132 pacientes submetidas
ao tratamento cirurgico de “adenocarcinoma de endométrio” no INCA, no periodo de

janeiro de 2000 a dezembro de 2011, para analise descritiva das frequéncias das
alteracdes clinico-patologicas e por dois periodos de matricula (2000 a 2005; 2006 a
2011). Esta amostra foi denominada de “populagdo geral’. Cabe salientar a
importancia deste registro detalhado de informacfes sobre a doenca, a partir de
tamanho amostral desta magnitude, conduzido em uma Unica instituicdo. N&o foi
identificado na ultima década qualquer trabalho com descricdo de caracteristicas
clinico-patoldgicas e/ou de sobrevida em cancer de endométrio similares as
apontadas no presente estudo. Tal fato demonstra que o INCA é uma das poucas

instituicbes capazes de prover um levantamento de dados deste porte, ainda que o
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objeto de investigacdo seja um tipo de cancer que nao figura entre os mais

incidentes nas mulheres no pais.

Nesta amostra, a idade mediana das pacientes (63,7 anos) se mostrou em
conformidade com a literatura que referencia a idade média de ocorréncia da doenca
aos 61 anos (SEER — NCI, 2010). Quando comparados os dois periodos de
tratamento, houve uma frequéncia maior de mulheres idosas no primeiro periodo, o
que pode sugerir que a doenca vem aumentando em pacientes com menos idade
nos ultimos anos. A maior ocorréncia de um segundo tumor primario no primeiro
periodo sugere que o intervalo de seguimento maior destas pacientes pode ter
influenciado este resultado. Esta frequéncia pode aumentar com a atualizacdo deste
banco de dados nos préximos anos. As neoplasias mais prevalentes também
apresentam alta incidéncia na populagdo mundial feminina (IARC, 2012). A
frequéncia de condicbes clinicas associadas as pacientes desta amostra,
consideradas importantes fatores de risco, corrobora os dados de literatura
(LUCENTEFORTE et al., 2007), bem como o sintoma mais comum (sangramento)
que levou a investigacao diagnéstica (ACOG, 2005). O método diagnostico para
obtencdo de amostra do tumor para diagnéstico histopatolégico mais utilizado foi a
video-histeroscopia, tendo sido mais frequente no segundo periodo de estudo
(p<0,001), ja que a disponibilidade deste exame no Sistema Unico de Satde (SUS)
aumentou nos ultimos anos. O uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH) foi
baixo, possivelmente pelo fato de a sua indicacdo no SUS ainda ser limitada.
Igualmente baixa foi a ocorréncia da doenca na pré-menopausa, porém foi maior no
segundo periodo (p=0,006), o que pode estar relacionado ao aumento da exposi¢cao
a fatores de risco como a obesidade (FADER et al., 2009). Segundo dados do IBGE,
sobrepeso e obesidade vém aumentando progressivamente na populacao brasileira
nas ultimas décadas (IBGE, 2010).

A elevada mediana de tempo entre o inicio do primeiro sintoma e o diagnéstico
foi bastante elevada (178 dias). Nao € possivel estabelecer com certeza as causas
desse intervalo, mas é aceitavel questionar-se o padréo de atendimento oferecido
pelo SUS, bem como o grau de informacéo individual de cada mulher para que um
sintoma atipico indicasse a necessidade de procura por atendimento médico. Na
maior parte da populacéo, o intervalo entre o diagndstico e o tratamento cirdrgico foi
maior que 60 dias, sobretudo no segundo periodo do estudo. A recomendacéo do

Ministério da Saude para que o tratamento oncoldgico seja realizado em até 60 dias
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apos a confirmacao do diagnostico de cancer é recente e a maioria das mulheres

ainda néo foi beneficiada por esta recomendacgédo (http:/sintse.tse.jus.br/

documentos/ 2013/Mai/17/ portaria-no-876). Apesar disto, a condi¢cdo clinica da

maioria das pacientes na ocasido da matricula foi considerada boa (PS 1), ja que o
cancer de endométrio é uma neoplasia diagnosticada nos estadios iniciais ha maior
parte dos casos (CREASMAN et al., 2006). Embora a maior parte delas tenha se
mostrado com bom PS, a associagdo de comorbidades e/ou obesidade foi
igualmente elevada, o que pode justificar o fato de o numero de cirurgias

incompletas ter sido maior que um terco dos casos em ambos periodos.

Quando analisadas as caracteristicas anatomo-patolégicas e outros fatores
prognosticos, os resultados obtidos nesta populagédo corroboram o que a literatura ja
estabeleceu (KELSEY, 1982; WHARTON et al.,, 1986; CREASMAN et al., 1987),
assim como a frequéncia dos diferentes estadios da doenca (CREASMAN et al.,
2006). Recidivas e Obitos ocorreram mais no primeiro periodo de estudo, o que mais
uma vez sugere que o intervalo de seguimento maior destas pacientes pode ter
influenciado o resultado. A frequéncia das recidivas loco-regionais foi maior que a
das recidivas a distancia no segundo periodo, o que pode estar relacionada a
incorporacdo de novas tecnologias no diagnéstico e no tratamento primario da
doenca. A maior parte da populagcdo ndo realizou pesquisa dos receptores
hormonais, uma vez que esta s6 € indicada em casos selecionados para tratamento
de recidiva com hormonioterapia (MARKMAN, 2005; SINGH et al., 2007).

Em seguida, partindo do banco de dados inicial com 1.132 pacientes, foi
organizado um novo banco de dados com 1.113 pacientes para a mesma analise

descritiva segundo os dois grupos de subtipos histolégicos, adenocarcinoma Tipo |

(endometrioide) e adenocarcinoma Tipo Il (ndo endometrioides) (BOKHMAN, 1983).
Mais uma vez, os resultados ora encontrados nas pacientes tratadas no INCA
coincidem com aqueles estabelecidos por varios autores nas Ultimas décadas:
tumores Tipo | s&o mais frequentes, desenvolvem-se em mulheres na peri-
menopausa (menos idosas), estdo associados a estadios mais precoces da doenca
e a um baixo grau de diferenciacéo histologica; sédo o tipo de cancer de endométrio
estrogeno-dependente e, por conseguinte, mais associado a obesidade mais
frequente neste grupo (KELSEY, 1982; THOMA, 1984; CALLE et al., 2004; FADER
et al., 2009). Os tumores Tipo Il sdo menos frequentes, desenvolvem-se em

mulheres mais idosas, estdo associados a estadios mais avancados da doenca e
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cursam com maior chance de recorréncia. Apesar da maior frequéncia de
diagnostico em idade avancada dos tumores Tipo Il, ndo foi observada diferenca na
frequéncia de comorbidades entre pacientes dos dois subtipos histol6gicos
(ENGELSEN et al., 2009; MENDIVIL et al., 2009). A ocorréncia de adenocarcinoma
Tipo | foi maior em mulheres que tiveram a menarca até os 11 anos de idade,
iniciando a exposicdo ao estrogénio mais precocemente, e a maior parte das
mulheres jovens que desenvolvem cancer de endométrio € nulipara e obesa, fatores
estes ligados a exposicao continua ao estrogénio (SOLIMAN et al., 2005). Mulheres
gue apresentaram cancer de endométrio na pré-menopausa tiveram o diagnostico
de adenocarcinoma Tipo | em maior frequéncia, possivelmente por apresentarem
caracteristicas clinico-patoldgicas que se inserem neste grupo de risco. O percentual
de cirurgias consideradas incompletas também se manteve elevado em ambos
grupos, o que denota mais uma vez que a associacdo de comorbidades e/ou da
obesidade ao cancer é determinante na opcdo de escolha do tipo de tratamento

cirargico.

Uma vez estabelecidas as frequéncias das caracteristicas clinico-patoldgicas
nas diferentes populacbes estudadas, foram determinadas a SLD e a SG destas
mesmas populacdes pela Regressdo de Cox. Para estas andlises foram excluidos
0S casos com historia de céncer prévio ou com ocorréncia de segundo tumor
primario. Ap6s o controle das variaveis de confundimento, ou seja, 0 ajuste por
aguelas que possivelmente influenciariam a sobrevida, os resultados obtidos tanto
para SLD como para SG nas populacdes estudadas, reproduzem ou corroboram os

dados da literatura.

A analise de SLD da populacao geral de 1.038 pacientes confirmou que critérios
ja reconhecidos como importantes para a determinacdo do prognostico estao
associados a um maior risco de recidiva nestas pacientes: subtipo histolégico
(ENGELSEN et al., 2009; MENDIVIL et al., 2009), estadiamento segundo a FIGO
(PECORELLI, 2009), presenca de invaséo linfovascular e tumores maiores que 2,0
cm (COHN et al., 2002; MARIANI et al., 2002; MARIANI et al., 2003; MARIANI et al.,

2005). Para a andlise de SLD dos tumores Tipo | das 912 pacientes, além do

estadiamento e da invaséao linfovascular, invasdo miometrial também eleva o risco
de recorréncia, pois invasao miometrial profunda jA é reconhecida como fator
preditivo independente de recidiva (MORROW et al., 1991; ZAINO, 1996). Para a

SLD dos tumores Tipo Il das 108 pacientes, além do estadiamento e da invasao
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linfovascular, a presenca de doenca residual apds a cirurgia imprime um pior
prognoéstico as pacientes deste grupo (RANDALL et al., 2006). J& sobrepeso e/ou
obesidade conferem um menor risco de recidiva nestes tumores. N&o ha
plausibilidade biolégica que justifique o IMC como fator de protecdo para recidiva,
pois pode estar atuando como uma variavel de confundimento. Entretanto foi
mantido no modelo final por poder contribuir futuramente para o conhecimento de

algum mecanismo clinico ou molecular relacionado a recidiva.

Apés avaliacdo da SLD na populacédo geral, nos tumores Tipo | e nos tumores
Tipo Il, pode-se ressaltar que estadiamento e presenca de invasao linfovascular
foram fatores progndsticos independentes presentes em todas elas, o que indica sua

importéancia para o risco de recidiva da doenga.

A analise de SG da populacédo geral de 1.038 pacientes também revelou que

alguns fatores prognésticos citados pela literatura se mostraram como fatores
independentes para um maior risco de 6bito nestas pacientes: subtipo histolégico
(ENGELSEN et al., 2009; MENDIVIL et al., 2009), invasao miometrial (MORROW et
al., 1991; ZAINO, 1996) e estadiamento segundo a FIGO (PECORELLI, 2009). O
estadiamento final do cancer de endométrio é cirlrgico, ou seja, é estabelecido apés
andlise histopatolégica das estruturas anatbmicas ressecadas durante a cirurgia.
Dentre estas estruturas, os linfonodos pélvicos e/ou para-adrticos que apresentam
doenca metastatica constituem um importante fator progndstico independente
(CREASMAN et al.,, 2006; HOEKSTRA et al.,, 2008). Além da importancia para
avaliagdo do prognostico, o estadio final determina a indicagdo ou ndo de tratamento
adjuvante com a finalidade de reduzir o risco de recidiva e 6bito (PECORELLI,
2009). Pacientes submetidas a tratamento cirdrgico incompleto podem ser
consideradas sub-estadiadas, o que compromete a indicacdo precisa de adjuvancia
e, por conseguinte, piora o progndstico. A realizacdo de cirurgia incompleta também
determinou um risco maior de 6bito nas pacientes do INCA, assim como a presenca
de algum grau de comprometimento fisico com limitagdo de suas atividades na
ocasidao da matricula (PS elevado). Embora nédo haja um consenso na literatura
sobre a idade ser reconhecida como fator prognostico independente, para alguns
autores mulheres idosas tém um risco maior de Obito do que as mais jovens

(UHARCEK et al., 2008), 0 que se observou nesta populacao estudada.

Para a analise de SG dos tumores Tipo | das 912 pacientes, mais uma vez

corroborando os dados de varios autores, estadiamento, invasdo miometrial e alto
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grau de diferenciacdo nos tumores sao fatores que implicam num risco de Obito
elevado (MORROW et al.,, 1991; ZAINO, 1996; PECORELLI, 2009). Apesar de
cardiopatia ser ainda considerada controversa como fator de risco para a doenca,
podendo estar relacionada ou ndo a obesidade concomitante (KULIE et al., 2011),
nesta populacdo esta comorbidade se comportou como fator prognostico
independente, determinando um risco de morte maior em comparagcdo as mulheres
saudaveis do ponto de vista cardiovascular. A ocorréncia de recidiva durante o
seguimento, independente de realizacdo ou nao de tratamento da mesma, aumentou
0 risco de 6bito, assim como a idade avancada (UHARCEK et al., 2008). Para a SG

dos tumores Tipo |l das 108 pacientes, o risco de O6bito € maior nos casos de

estadiamento avancado (PECORELLI, 2009), nos tumores com invaséo linfovascular
(COHN et al.,, 2002), com doenca residual apdés a cirurgia e naqueles que
recidivaram (MARIANI et al., 2002; MARIANI et al., 2005; RANDALL et al., 2006).

Vale ressaltar que na SG das trés diferentes populacbes o estadiamento
despontou como o fator progndéstico independente presente em todas elas, o que
confirma sua importancia para o risco de 6bito. Apesar disto, assim como em todos
os tipos de céancer, o estadiamento ndo mostra uma previsdo absoluta sobre o
prognéstico, fato este ligado a heterogeneidade molecular intertumoral, o que leva a
necessidade de identificacdo de biomarmarcadores de progndstico na tentativa de

eliminar este problema.

Até o momento, poucos estudos foram publicados com andlise de microarranjo
no cancer de endométrio. Apesar de todos os estudos citados terem contribuido de
alguma forma no avanco do conhecimento das alteragbes moleculares presentes
nesta neoplasia, nenhum deles procurou identificar biomarcadores associados a

recidiva da doenca.

As analises moleculares do presente estudo foram feitas com amostras tumorais
de casos de adenocarcinoma Tipo | por se tratar do tipo histolégico mais comum
(KELSEY, 1982). Para o microarranjo, foram inicialmente incluidos tumores de 10
pacientes submetidas a cirurgia completa, no estadio |, sendo 5 amostras
provenientes de tumores que apresentaram recidiva e 5 de tumores sem recidiva.
Como os parametros iniciais ndo permitiram a identificacgdo de nenhum GDE, o
critério de identificacdo destes genes foi baseado apenas na diferenca de expressao
(mfold-change de pelo menos trés vezes) entre os casos com recidiva e sem

recidiva, ndo levando em consideracédo o valor de p, o que torna esta selecdo menos
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estringente. Além do numero limitado de amostras, contribuiu para um menor poder
estatistico o fato de se tratar de uma analise comparando apenas tecido tumoral, do
mesmo subtipo histolégico e do mesmo estadiamento. Com esta andlise, foram
identificados 95 GDE que caracterizaram o status “recidiva”. A analise n&o
supervisionada com estes genes nos 10 casos do Ec | demonstrou a formacéo de
dois grupos bem caracterizados de tumores com e sem recidiva. Quando nova
analise ndo supervisionada com estes mesmos genes foi realizada num maior
namero de casos (n=21), incluindo trés estadios diferentes, observou-se novamente
a separacao de dois grupos bem caracterizados, ou seja, um grupo predominante de
recidivas e outro predominante de casos sem recidiva. Curiosamente, dois casos
sem recidiva se agruparam aqueles com recorréncia, 0 que pode sugerir que a
doenca venha recidivar nestas pacientes no futuro. Entretanto, os prontuarios de
ambos casos foram revistos em marco de 2014 e, apés um periodo de seguimento
de 32 meses para um deles e 48 meses para 0 outro, estas mulheres se
encontravam sem evidéncia de doenca. Ainda nesta segunda andlise, o
agrupamento entre os casos do Ec | mostrou a formacao de dois grupos exclusivos:
um compreende todos os casos de recidiva e outro todos 0s casos sem recidiva, 0
gue indica uma melhor caracterizacdo do status “recidiva” neste estadiamento do

que nos Ec Il e lIl desta amostra.

Em seguida, foi realizada analise supervisionada dos 21 casos com os 95 GDE
selecionados, separando aqueles com recidiva e 0s que ndo apresentaram
recorréncia. Esta nova andlise teve por objetivo excluir os genes que apresentaram
valores de expresséo proximos nos dois grupos (com recidiva e sem recidiva), uma
vez que esta comparacao inicial foi feita pela média de expressdo em cada grupo.
Com isto, foi possivel identificar os genes com maior poder de discriminacao entre
estes grupos e, consequentemente, estabelecer uma melhor -caracterizacao
daqueles diferencialmente expressos na recidiva. Foram identificados 62 genes que
em seu conjunto foram discriminantes do status “recidiva” (20 sub-expressos e 42
super-expressos na recidiva). O gene que obteve a maior diferenca de valores de
expressdo nas amostras com recidiva em relacdo a nado-recidiva foi PGR (gene
codificante do receptor de progesterona). Adicionalmente, foi realizado o
enriguecimento de vias a partir destes 62 genes mais informativos do desfecho
“recidiva”. Das cinco vias de sinalizagéo celular que se mostraram alteradas, PGR foi
novamente destacado como gene mais expresso na recidiva numa delas. Como o

desenvolvimento do adenocarcinoma Tipo | esta relacionado ao estimulo hormonal
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de estrogénio e PGR encontrava-se inserido numa via com outros genes que
também exercem influéncia em alguma funcdo hormonal, foram selecionados para
validagéo por PCRQ trés genes super-expressos presentes nesta via e com potencial
para uso como marcador prognostico de recidiva da doenca relacionados a via de
PGR: ESR1 (gene codificante do receptor de estrogénio), GREB1 (gene regulador

do crescimento pelo estrogénio no cancer de mama) e PGR.

A identificacdo de genes alterados a partir de analises randémicas de
microarranjo de expressdo requerem necessariamente uma validagcdo por uma
técnica mais robusta de analise de expressao génica individual como a PCRq, uma
vez que microarranjos identificam genes expressos de forma diferencial através de
hibridizacdo obtida a partir das sondas presentes nos chips com os cDNAs
diferencialmente expressos. De forma complementar, a analise da expressdo
proteica dos referidos genes por imuno-histoquimica (IH) também pode proporcionar
uma possivel incorporacdo de um biomarcador na clinica, uma vez que esta é a

metodologia mais utilizada para a avaliagdo de biomarcadores na rotina clinica.

Assim, inicialmente foi realizada PCRq para os trés genes selecionados nas
mesmas amostras dos dez casos utilizados no microarranjo, e apenas PGR mostrou
maior expressao significante na recidiva. Em seguida, a PCRq foi realizada com
amostras armazenadas em blocos de parafina: em 29 (96,7%) de 30 casos que
apresentaram recidiva e em 59 (88,1%) de 67 casos que ndo apresentaram recidiva,
0 que demonstra um bom aproveitamento do material. A expressédo das proteinas
codificadas por estes genes, avaliada por IH, foi realizada em 107 amostras
parafinadas, sendo 35 casos com recidiva e 72 sem recidiva, incluindo as 10
amostras do microarranjo. Assim, para a IH, a metodologia foi possivel nos cortes

das 107 amostras, com um aproveitamento de 100% do material.

O primeiro gene analisado no maior nimero de amostras foi ESR1. Este gene
codifica o receptor de estrogénio a (ER), um fator de transcricdo composto de varios
dominios importantes para ligagdo hormonal, ligacdo de DNA e para ativacdo da
transcricdo. A proteina codificada pelo gene se localiza no nucleo onde pode formar
um homodimero ou um heterodimero com o receptor de estrogénio B (NCBI, 2014;
HUMAN PROTEIN ATLAS). O estrogénio e seus receptores sao indispensaveis para
o desenvolvimento sexual e reproducdo, além de exercerem agdo numa série de
sistemas, 6rgados e tecidos onde promovem respostas fisiologicas (GRUBER et al.,

2002). Entretanto, também estdo envolvidos em processos patologicos, inclusive
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algumas neoplasias como cancer de endométrio e de mama. Tanto ERa como ERP
estdo presentes no endométrio normal, porém ERa é o de maior expressao e é sua
ativacdo que leva a proliferacdo por meio da modulagéo de genes alvo como fatores
de crescimento, proto-oncogenes e outras moléculas envolvidas na regulacdo do
ciclo celular (SHANG, 2006; CHESKIS et al., 2007). ER ativa a via de PISK/AKT e
ativa mecanismos moleculares por meio das MAPKinases ligadas a via de RAS
(ZHOU et al., 2013). Porém, ja foi demonstrado que tumores com expressao proteica
positiva de ER estdo associados a fatores clinico-patolégicos de bom prognéstico e
conferem uma sobrevida maior do que aquela em tumores ER negativos (ERLICH et
al., KOTHARI et al., 2010; 1988; HUVILA et al., 2013; ZANNONI et al., 2013).

Embora a associacdo da expressao proteica de ER a fatores progndsticos ja
seja bem conhecida, a expressdo do RNAmM de ESR1 ainda nédo foi bem estudada
no cancer de endométrio. Foi identificado apenas um estudo com avaliacdo da
sobrevida global. Wik et al. analisaram a expressdo de ERa e de ESR1 por IH e
PCRq em tumores Tipo | e Il, e compararam os resultados a sobrevida relacionada a
doenca. Os autores observaram uma associacéo direta entre expressao proteica e
génica (p<0,001). A maior parte dos casos com ERa negativo foi associado a um
fendtipo clinico-patologico agressivo e menor sobrevida (p<0,001). A combinacgéo de
baixa expressdo proteica de ERa e de RNAmM de ESR1 também mostrou pior
sobrevida relacionada a doenca em comparagdo aos tumores com expressao
elevada (p<0,001). Todavia, ndo houve avaliacdo da expressdo deste gene na
sobrevida livre de doenga (WIK et al., 2013).

No presente estudo, na analise feita com o maior niumero de amostras, ESR1
apresentou niveis de expressdo por PCRg maiores nos casos com recidiva do que
naqueles que nao apresentaram recidiva (p<0,0001). Tal resultado foi corroborado
por meio de uma curva ROC que demonstrou elevados niveis de sensibilidade
(81,4%) e especificidade (65,9%) - p<0,0001- com acuracia de 87% (IC 95% 0,781 —
0,960). O cut off foi > 0,003912. Porém, nédo foi observada diferenca significante da
expressao por IH de ER entre os grupos de pacientes que recidivaram daquelas que
nao apresentaram recidiva, assim como ndo foi significante a diferenca entre
intensidade de marcacdo dos tumores com e sem recidiva. Complementando os
resultados de IH, fatores relacionados a bom progndstico foram associados a uma
maior chance de apresentarem expressao positiva de ER: as pacientes com invasao

miometrial superficial apresentaram uma chance 4 vezes maior de ER ser positivo
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(p=0,035). Foi também observada associacdo entre grau de diferenciacdo e ER
positivo, onde pacientes com tumores G1 e G2 tiveram chance 11 vezes maior de
ER ser positivo (p<0,001). Por fim, foi analisada a chance de recidiva conforme a
expressdo de ER pelo célculo da Odds Ratio (OR). A recidiva ndo foi
estatisticamente associada a expressao positiva de ER, tanto na analise bruta como
na ajustada por idade. Nao foi possivel determinar a SLD e a SG associadas a
expressao proteica de ER ou a expressdo do RNAmM de ESR1 devido a limitacdo do

namero de pacientes de cada grupo (com e sem recidiva).

O segundo gene analisado em uma amostra maior para validacdo foi PGR. Este
gene codifica um membro de uma super familia de receptores nucleares esteroides,
o receptor de progesterona (PR), também conhecido como NR3C3 (Nuclear
Receptor Subfamily 3, Group C, Member 3). PR atua principalmente como fator de
transcricdo de genes alvo e faz a mediacdo de efeitos fisiol6gicos da progesterona.
Este horménio exerce papel fundamental na ovulacdo, desenvolvimento das
glandulas mamarias e na reproducédo, sobretudo na manutencdo da gravidez. PR é
codificado por um unico gene PGR e tem duas isoformas idénticas, PRA e PRB, que
diferem no seu peso molecular e fazem a mediacdo de seus préprios genes de
resposta e efeitos fisiolégicos com pequena sobreposicdo. Ambas parecem exercer
atividades transcricionais distintas: PRA parece atuar de forma negativa,
antagonizando a atividade transcricional de PRB e de outros receptores nucleares
(como mineralocorticoides, glucocorticoides, e receptores de estrogénio e
androgénio) (CONNEELY et al., 2002). Progesterona e PR também estao envolvidos
em algumas neoplasias como cancer de mama e de endométrio. Esta proteina ativa
a via de RAS/ERK e de PI3K/AKT, desempenhando um papel importante na
carcinogénese destes tumores (CARNEVALE et al., 2007). Assim como para ER, a
expressao positiva de PR é considerada indicador independente de bom prognadstico
no cancer de endométrio, conferindo também melhor sobrevida do que tumores PR
negativos (ERLICH et al., 1988; ZANNONI et al., 2013). Fatores clinico-patolégicos
associados a mau prognostico e sobrevida menor sdo observados com mais
frequéncia em pacientes cujo tumor é PR negativo (KOTHARI et al., 2010; HUVILA
et al., 2013). Ndo had mencédo na literatura de analise de expressdo do RNAm de

PGR no cancer de endométrio.

No presente estudo ndo houve associagcédo da expressdo do RNAm de PGR ao
status “recidiva” (p=0,3502) nas "amostras independentes”, com tumores em
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parafina. Ainda foi feita uma nova andlise acrescentando as 10 amostras utilizadas
no microarranjo e esta se manteve sem significancia (p=0,8447). De forma
complementar, a expressédo proteica de PR ndo apresentou diferenga significante
entre as pacientes com recidiva e sem recidiva por IH (p=0,7245), assim como n&o
foi significante a diferenca entre intensidade de marcacdo dos tumores com e sem
recidiva. Considerando as caracteristicas clinico-patolégicas, alguns fatores
relacionados a bom prognostico foram associados a uma maior chance de
apresentarem expressao positiva de PR, corroborando alguns dados da literatura
gue associam expressao positiva de PR e bom prognéstico: as mulheres com peso
adequado apresentaram 70% menos chance de PR ser positivo (p=0,027), ja que
obesidade € fator de risco para tumor Tipo I, o subtipo de melhor progndstico;
tumores de baixo grau (graus de diferenciacdo 1 e 2) apresentaram chance 4 vezes
maior de PR ser positivo (p=0,009). Por fim, foi analisada a chance de recidiva
conforme a expressédo de PR pelo calculo da Odds Ratio (OR). Como ocorreu em
ER, a recidiva nao foi associada a expressao positiva de PR por IH, tanto na analise
bruta como na ajustada por idade. Nao foi possivel determinar a SLD e a SG
associadas a expressao proteica de PR e a expressdao do RNAm de PGR devido a

limitacdo do numero de pacientes de cada grupo (com e sem recidiva).

O uso de progestdgenos estd indicado para o tratamento de céncer de
endométrio avancado ou recidivado ha algumas décadas e a resposta é
significativamente melhor quando os tumores sdo de baixo grau e receptores-
positivos (THIGPEN et al., 1999; SINGH et al., 2007; DECRUZE et al., 2007). No
entanto, ainda ndo foi esclarecida a razdo pela qual muitos tumores hormonio-
positivos respondem mal ao tratamento, ao passo que alguns com expressao

proteica negativa respondem satisfatoriamente.

A associacdo entre expressdo de RNAm de ESR1 e expressédo proteica de ER
nao foi estatisticamente significante, o que pode estar relacionado a alguns
conceitos. O RNAm pode sofrer alteracdes pos-transcricionais que comprometeriam
a expressao da proteina e, consequentemente, seus niveis de expressao nao
acompanhariam aqueles da expressao génica. Os niveis de ER também podem ser
controlados por mecanismos pos- transducionais (como fosforilagdo e ubiquitinagéo)
recentemente demonstrados em cancer de mama (RAJBHANDARI et al., 2014), o
gue pode comprometer a expressao proteica sem interferir na expressao génica. Por

fim, IH € uma técnica semi-quantitativa, ao passo que PCRqg é uma técnica
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guantitativa, sugerindo que a associacdo entre os valores de duas técnicas
diferentes pode ndo ser possivel. J& a associacdo entre expressdao de RNAm de
PGR e expressao proteica de PR foi estatisticamente significante, sugerindo que
talvez esta proteina ndo seja tdo vulneravel a alteracbes pds-transcricionais e a

modificacdes pos-traducao.

O terceiro gene analisado foi GREB1. Este € um gene responsivo ao estrogénio
que caracteriza uma resposta precoce na via regulada pelo ER e parece
desempenhar um importante papel nos tecidos responsivos ao hormdnio e no
cancer. E reconhecido como mediador de proliferacdo celular em linhagens
hormdnio-dependentes de cancer de mama e de préstata (RAE et al., 2006).
Entretanto, seu papel em tecidos normais ainda néo estd definido. O gene foi
descrito por Ghosh et al. quando se mostrou diferencialmente expresso em linhagem
MCF7 estimulada por B estradiol (GHOSH et al., 2000). Estes e outros autores
demonstraram uma forte associacdo da sua expressdo com o fenotipo de ER
positivo em linhagens de cancer de mama, ou seja, a super-expressao deste gene
esta ligada a positividade de ERa (GHOSH et al.,, 2000; RAE et al.,, 2005). A
expressao génica também ja foi associada aos estadios precoces de cancer de
prostata (ANTUNES et al., 2012). Segundo o Human Protein Atlas, a expressao
proteica de GREB1 pode ser observada em endométrio normal e no tumor, e é
predominantemente citoplasmatica ou membranar. Em ambos a expressdo é
considerada baixa, porém ainda ndo foram publicados estudos em céancer de
endométrio. A Unica referéncia de literatura que menciona uma analise da expressao
proteica em tecido endometrial foi publicada por Pellegrini et al. Os autores fizeram
uma comparagao entre a expressédo em tecido endometrial normal e endometriose, e
observaram positividade significante na expressdao de GREB1 na endometriose.
Como este é um tecido que também apresenta proliferacdo continua por influéncia
hormonal, optou-se por utilizar o0 mesmo anticorpo no presente estudo de cancer de
endométrio (PELLEGRINI et al., 2012).

Nesta analise da expressdo de GREB1 em cancer de endométrio, a PCRq das
10 amostras utilizadas no microarranjo ja havia mostrado niveis de expressao
baixos, porém em todas foi possivel quantificar o valor da expressdo. Quando
realizada a validagdo com um ndamero maior de amostras incluidas em parafina, os
resultados foram satisfatorios em apenas 2 (6,7%) pacientes com recidiva e 13

(19,4%) pacientes sem recidiva, o que impossibilitou a analise de expressao deste
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gene. Diante disto, foi realizada avaliagdo da expressdo com outras 12 amostras
frescas congeladas, com a finalidade de verificar se tal resultado estava relacionado
a uma real baixa expressao do gene, ou se a conservagao do material em blocos de
parafina interferiu na amplificacdo do mesmo. Embora tenha sido possivel detectar a
expressdo de GREB1 em todas as 12 amostras, 0s niveis de expressao deste gene
realmente se confirmaram muito baixos. Tal fato sugere que a deteccdo por PCRq
deste gene a partir de material conservado em parafina nao seja factivel, o que pode
ser explicado pela limitacdo de deteccdo do método, uma vez que genes pouco
expressos (com menos de 11 copias de seu RNAm transcrito, BERNARDO et al.,
2013) podem exibir uma grande variabilidade na quantificagdo de cada amostra
analisada.

A expressao proteica de GREB1 (presenca de marcacao nuclear na IH) se
mostrou associada aos tumores que nao apresentaram recorréncia (p=0,0196). Nao
foi observada associacédo entre a expressao por IH de GREB1 e as caracteristicas
clinicas. Entretanto, dentre os fatores anatomo-patologicos de progndstico, apenas o
grau de diferenciacdo foi significante para a expressédo positiva: mulheres com
tumores de baixo grau (1 e 2) tiveram uma chance 3 vezes maior de GREB1 ser
positivo (p=0,044). Ndo ha dados na literatura sobre a expressdo desta proteina no
cancer de endométrio para comparagdo com estes resultados. Por fim, foi analisada
a chance de recidiva conforme a expressdo de GREB1 pelo calculo da Odds Ratio
(OR): a expressao positiva, bruta e ajustada por idade, conferiu uma associacao de
protecdo, ou seja, tumores GREB1 positivos oferecem uma chance 63% menor de
evoluir com recidiva do que os negativos (OR= 0,37; p=0,021). N&o foi possivel
determinar a SLD e a SG associadas a expressao proteica de GREB1 e a expressao
génica devido a limitacdo do numero de pacientes de cada grupo (com e sem

recidiva).

Embora ainda ndo esteja disponivel na literatura informacéo sobre esta proteina
em cancer de endométrio, a expressao proteica de GREB1 em cancer de mama ja
foi descrita por alguns autores: € positiva em cerca de 40 a 55% dos casos e esta
intimamente relacionada a positividade de ERa (em mais 90% dos casos)
(HNATYSZYN et al., 2010; MOHAMMED et al., 2013). Recentemente, um consorcio
de pesquisadores avaliou, entre outras metodologias, sua expressao proteica por IH
e génica por PCRq (MOHAMMED et al.,, 2013). A expressdao de GREB1 foi

observada em 46% dos tumores de mama, sendo 96,6% deles ER positivos. Apesar
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de GREBL1 ser um gene induzido por estrogénio e a expressao proteica de GREB1
seja limitada a tumores ER positivos, os niveis de expressdo de RNAmM de ESR1 néo
puderam ser comparados aos de GREB1 devido a baixa expressdo génica do
segundo, impossibilitando assim uma quantificacdo do mesmo. Dentre os tumores
de mama ERa positivos, aqueles igualmente positivos para GREB1 mostraram
associacdo com melhor sobrevida cumulativa (p=0,007), o que pode sugerir que este
gene desempenha um papel funcional como um componente do complexo de ER.
Num modelo de andlise multivariada de risco, GREB1 se mostrou um fator
independente de bom progndstico no cancer de mama (HR = 0.49, IC: 0.26-0.90).
Tais resultados sustentam que sua expressédo contribui funcionalmente para a
atividade transcricional do complexo ER (MOHAMMED et al., 2013). Ainda que os
autores tenham avaliado o cancer de mama, esta neoplasia possui fatores de risco
similares aos do cancer de endométrio, sobretudo do ponto de vista hormonal. Por
isto, pode-se considerar que o resultado descrito por Mohammed et al. vai ao

encontro do resultado da analise de chance para recidiva apresentado nesta tese.

Para concluir, cabem algumas consideracbes sobre a impossibilidade de
validacdo por PCRq dos resultados obtidos pela andlise de microarranjo que
mostrou PGR, ESR1 e GREB1 diferencialmente expressos na recidiva. A
metodologia de microarranjo se baseia na hibridacdo, ou seja, 0s niveis de
expressdo sao obtidos pela média dos valores de expressao de diferentes sondas
gue se ligam ao longo de determinado gene, o que pode limitar a andlise. Em
contrapartida, PCRq é uma técnica quantitativa que analisa uma Unica regido do
gene, 0 que confere maior robustez aos resultados. Foram utilizadas 10 amostras de
tumor para a analise de microarranjo, sendo 5 de casos com recidiva e 5 sem
recidiva. A PCRq de PGR nestes 10 casos confirmou a diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos, porém estes resultados ndo foram validados
guando analisada a expressao génica num maior niumero de amostras armazenadas
em parafina. Tal fato sugere que o reduzido niumero amostral utilizado para o
microarranjo ndo permitiu avaliar a heterogeneidade da expressao deste gene entre
os tumores dos dois grupos. Ja a PCRq de ESR1 nas 10 mesmas amostras nao
demonstrou 0 mesmo perfil de expressdao encontrado inicialmente. Todavia, a
realizacdo de PCRg com maior numero de amostras reproduziu o resultado obtido
inicialmente pela analise de larga escala. Mais uma vez, o reduzido numero amostral
utilizado na validagcdo das mesmas amostras utilizadas no microarranjo nao permitiu
reconhecer a tendéncia de expressao de ESR1 conforme observada em um amostra
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com maior numero de tumores. GREB1 se mostrou diferencialmente expresso na
andlise de larga escala, mas os resultados n&o foram reproduzidos tanto na
validagéo por PCRq das amostras do microarranjo, como naquela onde se usou um
maior numero de amostras em parafina. A PCRq de 12 amostras de tecido tumoral
fresco congelado mostrou baixos niveis de expressdao do RNAmM deste gene, o0 que
pode justificar a inviabilidade de identificagcdo da expresséo em tecido armazenado
em parafina, uma vez que ocorre degradacao significativa de RNAmM em amostras
armazenadas desta forma. Para GREB1, as analises de microarranjo e PCRq
sugerem que este parece se tratar de um gene de baixa expressao no tecido

endometrial tumoral.

Em resumo: ndo houve diferenca entre expressao proteica de ER e PR e os
casos que apresentaram ou nao recidiva. Ja a expressao positiva de GREB1 se
mostrou associada aos tumores que ndo apresentaram recorréncia (p=0,0196),
conferindo protecdo. A expressao génica por PCRq de PGR e GREB1 néo
caracterizou o status “recidiva”. No entanto, embora ndo tenha sido possivel
determinar a SLD e a SG associadas a expressao proteica de ER e a expressao
génica de ESR1 devido a limitagdo do numero de pacientes de cada grupo (com e
sem recidiva), os resultados da analise por PCRg demonstraram com exatiddo um
perfil de expressdo génica caracteristico da recidiva no adenocarcinoma Tipo | de
endométrio. Até o momento, ndo foi encontrada em literatura qualquer andalise entre
a associacdo do nivel expressdo do RNAmM de ESRL1 e recidiva tumoral, sendo o

presente estudo o primeiro a encontrar essa associacao por esta abordagem.
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7. CONCLUSOES

Os tumores Tipo |, de baixo grau de diferenciacdo, com invasao superficial do
miométrio e diagnosticados nos estadios mais precoces sdo 0s mais frequentes nas

pacientes com diagnostico de cancer de endométrio tratadas no INCA.

Os tumores Tipo Il cursam com maior frequéncia de recidiva e Obito nas
pacientes com diagnostico de cancer de endométrio tratadas no INCA, quando

comparados aos casos do Tipo |.

Estadiamento avancado e presenca de invasao linfovascular se mostraram como
fatores progndsticos independentes para o risco de recidiva nas trés populacdes de

pacientes com cancer de endométrio estudadas.

Estadiamento avancado se mostrou como fator prognostico independente para o
risco de Obito nas trés populacdes de pacientes com céancer de endométrio
estudadas.

Dentre 0s genes super-expressos que caracterizaram o “status recidiva” pela
analise de microarranjo nos tumores Tipo |, trés pertencem a uma mesma via
hormonal: PGR, ESR1 e GREBL1.

A expressao do RNAmM de PGR e a expressao proteica de ER e PR néo estéo

associadas a recidiva de tumores Tipo | de endométrio.

Pacientes com recidiva apresentaram maiores niveis de expressao do RNAm de

ESR1 quando comparados com as pacientes sem recidiva.

GREB1 apresenta niveis de expressdo muito baixos no adenocarcinoma de
endométrio Tipo | e nao foi possivel avaliar sua associacdo ao “status recidiva”

nestes tumores.

A expresséo proteica de GREB1 esta associada aos casos de tumores Tipo |

gue néo apresentaram recidiva e confere protecdo da recorréncia da doenca.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1: Carta de Aprovacédo do CEP
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9.2 Anexo 2: Ficha Clinica para Levantamento de Dados Clinico-Patoldgicos
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9.3 Anexo 3: Escala de Performance Status

Escala de PS conforme critérios do ECOG* Eastern Cooperative Oncology Group

Grau Status

0 Completamente ativo, capaz de seguir com suas atividades sem restricao

1 Restrito fisicamente a atividades pesadas, porém em regime ambulatorial e capaz de
cumprir atividades leves ou de natureza sedentaria (e.g.: trabalho de casa, trabalho de
escritério)

2 Em regime ambulatorial e capaz de manter cuidados pessoais, porém incapaz de cumprir
guaisquer outras atividades de trabalho. Permanece fora do leito 50% ou mais do tempo em
gue encontra-se desperto

3 Capaz de cuidados pessoais limitados, confinado ao leito ou cadeira em mais de 50% do
tempo em que encontra-se desperto

4 Completamente incapaz. Nao realiza qualquer tipo de cuidados pessoais. Totalmente
confinado ao leito ou cadeira

5  Obito

* Oken et al. Am J Clin Oncol ,1982; 5:649-655. ECOG, Robert Comis, Group Chair.

9.4 Anexo 4: Protocolo de Silanizacdo de Laminas para Imuno-Histoquimica

Laminas submetidas a 10 banhos em etanol absoluto

Um banho em silano 4% (diluido em etanol absoluto) por 4 minutos
Dez banhos em etanol absoluto

Secar em temperatura ambiente

Manter em estufa a 60°C por 20 minutos
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9.5 Anexo 5: Tabelas com Genes Discriminantes do “Status Recidiva” -
Anélise Nao Supervisionada (n=95)

Gene Fold-change (recidiva) Gene Fold-change (recidiva)
PGR 16,98 SERPINA3 3,31
PIGR 16,34 GNG11 3,31
KIAA1324 12,19 TESC 3,29
TSPANS8 11,10 MLPH 3,28
GLYATL2 7,41 GPR160 3,27
HLA-DRB1 6,82 ANO1 3,24
ASRGL1 6,65 CADPS2 3,19
PLEKHS1 6,60 LRIG1 3,17
TFPI2 6,45 SEMA3D 3,16
PKHD1L1 6,21 BMPR1B 3,15
SPDEF 5,93 STXBP6 3,12
CPM 5,74 FMO5 3,12
GRIA2 5,29 HEY2 3,08
C4BPA 5,08 SFRP4 3,05
FAM150B 4,93 PORCN 3,05
TFF3 4,85 NDP 3,03
NPAS3 4,54 PLCE1 3,01
WIF1 4,26 CREB3L1 3,00
SLC40A1 4,10 SLC5A1 2,98
ESR1 4,03 CGNL1 2,98
EYA2 3,97 SORBS2 2,96
OBP2B 3,86 SERINC2 2,88
SCGB2A1 3,84 EHF 2,88
HLA-DRB5 3,78 REPS2 2,87
SLC47A1 3,66 SCGB1D2 2,86
MANSC1 3,64 GCNT2 2,84
GALNT4 3,57 SLPI 2,84
ENPP3 3,44 CTSH 2,84
GREB1 3,37 MT1L 2,84
C20rf88 3,35
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Gene

Fold-change (recidiva) Gene Fold-change (recidiva)
MMP1 0,18 SLC16A1 0,30
FABP4 0,19 CDH3 0,31
PTPN13 0,20 AHNAK?2 0,31
GJB6 0,22 CHI3L1 0,31
FREMZ2 0,23 SLFN13 0,31
GJB2 0,23 PLAT 0,32
TRIM29 0,23 TDGF1 0,32
FBN2 0,23 ITGB3 0,32
NTS 0,25 FLRT3 0,32
BMP7 0,26 SLC1A3 0,32
EFEMP1 0,26 FABP7 0,32
KRT5 0,26 SPRY4 0,32
PCDHB3 0,27 BNC2 0,32
ITGB6 0,28 TNS4 0,33
NRP2 0,28 CPXM2 0,33
KRT6A 0,29 PCDHB9 0,34
DSG3 0,29 PLA2G2A 0,34
ITGAS 0,30 PRNP 0,34
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9.6 Anexo 6: Tabelas com Genes Discriminantes do “Status Recidiva” —
Andlise Supervisionada (n=62)

GENE NOME F"(L‘iggi"’\‘/”a%e
PGR Progesterone receptor 16,98
PIGR Polymeric immunoglobulin receptor 16,34
KIAA1324 KIAA1324 12,19
TSPAN8 Tetraspanin 8 11,10
GLYATL2 Glycine-N-acyltransferase-like 2 7,41
ASRGL1 Asparaginase like 1 6,65
Cl0orf81 Chromosome 10 open reading frame 81 6,60
TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 6,45
PKHD1L1 Polycystic kidney and hepatic disease (autosomal recessive)-like 1 6,21
SPDEF SAM pointed domain containing ets transcription factor 5,93
CPM Carboxypeptidase M 5,74
GRIA2 Glutamate receptor, ionotropic, AMPA 2 5,29
FAM150B Family with sequence similarity 150, member B 4,93
TFF3 Trefoil factor 3 (intestinal) 4,85
WIF1 WNT inhibitory factor 1 4,26
SLC40A1 Solute carrier family 40 (iron-regulated transporter), member 1 4,10
ESR1 Estrogen receptor 1 4,03
OBP2B Odorant binding protein 2B 3,86
SCGB2A1 Secretoglobin, family 2A, member 1 3,84
SLC47A1 Solute carrier family 47, member 1 3,66
MANSC1 MANSC domain containing 1 3,64
ENPP3 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 3,44
GREB1 Growth regulation by estrogen in breast cancer 1 3,37
C20rf88 Chromosome 2 open reading frame 88 3,35
GNG11 Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 11 3,31
TESC Tescalcin 3,29
MLPH Melanophilin 3,28
ANO1 Anoctamin 1, calcium activated chloride channel 3,24
CADPS2 Ca++-dependent secretion activator 2 3,19
LRIG1 Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 3,17
BMPR1B Bone morphogenetic protein receptor, type IB 3,15
STXBP6 Syntaxin binding protein 6 (amisyn) 3,12
FMO5 Flavin containing monooxygenase 5 3,12
PORCN Porcupine homolog (Drosophila) 3,05
NDP Norrie disease (pseudoglioma) 3,03
PLCE1 Phospholipase C, epsilon 1 3,01
CGNL1 Cingulin-like 1 2,98
SLC5A1 Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1 2,98
SERINC2 Serine incorporator 2 2,88
REPS2 RALBP1 associated Eps domain containing 2 2,87
MTI1L Metallothionein 1L (gene/pseudogene) 2,84
GCNT2 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching enzyme 2,84
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PCDHBY9
TNS4
FLRT3
PLAT
ITGB3
CDH3
ITGA3
DSG3
NRP2
ITGB6
KRTS5
EFEMP1
BMP7
FREM2
TRIM29
GJB2
GJB6
PTPN13
FABP4
MMP1

Protocadherin beta 9
Tensin 4
Fibronectin leucine rich transmembrane protein 3
Plasminogen activator, tissue
Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61)
Cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental)
Integrin, alpha 3 (antigenCD49C,alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
Desmoglein 3
Neuropilin 2
Integrin, beta 6
Keratin 5
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
Bone morphogenetic protein 7
FRASLI related extracellular matrix protein 2
Tripartite motif-containing 29
Gap junction protein, beta 2, 26kDa
Gap junction protein, beta 6, 30kDa
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13
Fatty acid binding protein 4, adipocyte
Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)

0,34
0,33
0,32
0,32
0,32
0,31
0,30
0,29
0,28
0,28
0,26
0,26
0,26
0,23
0,23
0,23
0,22
0,20
0,19
0,18
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9.7 Anexo 7: Vias Geradas a Partir dos Genes Discriminantes do “Status
Recidiva” (n=62) — Ingenuity Systems INC®

_____/l\lo)/l‘

‘ Dermatological Diseases and Conditions,
AKR1C2 Inflammatory Disease, Inflammatory Response

sLEoiCt
c2

Developmental Disorder, Hereditary Disorder, Ophthalmic Disease
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N

N
N

/

Cellular Growth and Proliferation,
Connective Tissue Development
miR-26a-5p (and other ARNAS wiseed and Function, Skeletal and
Muscular System Development
and Function
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