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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 INCIDENCIA E CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DO CARCINOMA

DE ENDOMETRIO

O carcinoma de endométrio é a neoplasia do trato genital inferior feminino
mais comum nos Estados Unidos. De acordo com a American Cancer Society, cerca
de 40.100 novos casos foram diagnosticados no ano de 2003 e 6.800 mortes foram
decorrentes da doenca’. Excluindo-se as lesdes cutaneas ndo melandticas, é o
quarto cancer mais comum em mulheres, atras das lesbes de mama, pulmao e
colon. A taxa de incidéncia anual € de aproximadamente 26 casos novos para cada
100.000 mulheres brancas e de 17.7 para cada 100.000 mulheres da raca negra®. A
incidéncia para mulheres pds-menopausicas € consideravelmente maior em ambas
as racas, chegando a 100 casos novo/ano para cada 100.000 mulheres brancas néo

usuarias de estrogénio®.

No Brasil, apesar do incremento obtido nos ultimos anos, na qualidade da
informacédo sobre morbidade e mortalidade por cancer, os dados epidemiolégicos
estdo longe do ideal. Calcula-se que o carcinoma endometrial seja responsavel por
3% de todas as neoplasias diagnosticadas na mulher, vindo atras dos tumores de
pele, mama, colo uterino, célon e estbmago. Estima-se uma incidéncia de 6 a 13.3
casos novos/100.000 mulheres/ano*®. Segundo dados do Departamento de
Ginecologia do Hospital AC Camargo de Sao Paulo, na década de 80, o cancer de

corpo uterino estava presente em 10% dos casos atendidos na instituicdo e, na



década de 90, foi identificado em 25% dos casos’. Um estudo realizado na
populacdo do estado de S&o Paulo mostra um incremento na taxa de mortalidade
por cancer endometrial, no periodo de 1980 a 1998, na ordem de 50 a 93.9%. Isto
pode ser o resultado tanto de um aumento no nimero de casos novos/ano quanto

de atrasos no diagnéstico e tratamento’.

A neoplasia endometrial afeta principalmente pacientes no periodo peri e pés-
menopausico, com idade entre 50 e 65 anos. Somente 5% dos casos ocorrem em
mulheres com idade inferior a 40 anos e 20 a 25% sé&o diagnosticados antes da
menopausa. Produz, precocemente, sangramento vaginal anormal, especialmente

pés-menopausico®.

Incluem-se, entre fatores de risco para a neoplasia endometrial, o uso de
terapia hormonal (TH) com estrogénio isolado, obesidade, diabete melittus,
nuliparidade e menopausa tardia (acima de 52 anos). SituagOes que diminuam a
exposicdo ao estrogénio ou aumentem o0s niveis de progesterona (p.e., TH
combinada - estrdgeno e progestageno -, tabagismo, anticoncepcional oral,
ovulacdo) podem ser consideradas como protetoras. Mulheres residentes em paises
ocidentais desenvolvidos, com alto nivel socioeconémico, com dieta rica em lipidios,

especialmente gordura animal, sdo mais expostas a esta neoplasia®*°.

Estudos nacionais mostram que pacientes com tumor endometrial
apresentam, entre as sua caracteristicas epidemioldgicas, indice de massa corporal
acima de 25kg/m? (73.8 a 78.5% dos casos), obesidade (21.35 a 48.5%),

hipertensdo arterial sistémica (41.7 a 73.3%) e diabete melittus (16.5 a



21.35%)*'12. A média etéria é de 64.67 anos e apresentacao clinica mais freqiiente

é 0 sangramento pos-menopausico™?.

Na literatura americana, a maioria das pacientes (75 — 88%) com carcinoma
endometrial apresenta-se, ao diagnostico, com doenca em estadio (E) | (tumor
restrito ao corpo uterino), com taxa de sobrevida de 82 a 95%'*'*. Esta taxa cai para
50 a 60% para doenca em E II, 15 a 25% em E Il e valores ainda mais baixos no E
IV*®. Parkin e cols.'® relataram indices de sobrevida global (sobrevida em 5 anos)
gue variavam conforme os paises analisados: 84% nos Estados Unidos, 72% nos

paises europeus e 69% em paises em desenvolvimento.

No Brasil, a frequéncia dos estadios clinicos pode ser vista nos dados ndo
publicados da Universidade Federal do Estado de Sdo Paulo (UNIFESP) e Escola

Paulista de Medicina (EPM) (Tabela 1)*'.

Tabela 1- Frequéncia dos estadios clinicos — UNIFESP/EPM

(1997)
Pacientes
Estadio n %
| 75 70,7
Il 6 5,7
11| 19 16
\Y 8 7,5

1.2 TIPO HISTOLOGICO

Os carcinomas endometriais sdo, na maioria, adenocarcinomas. Estes sdo

classificados como de tipo endometridide (AE) e ndo endometridide, sendo o
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primeiro o mais comum (57 a 80% dos casos) (Figura 1)**'%. As lesBes

endometridides apresentam indices de sobrevida mais elevados™.

O tumor adenoescamoso ou adenocarcinoma com diferenciagcdo escamosa
maligna, originalmente uma variante histolégica do adenocarcinoma endometridide,
tem sido objeto de discussdo ao longo dos anos. O impacto prognostico dos
elementos escamosos no carcinoma endometrial € assunto pouco definido. Tem sido
aceito que o prognostico nesta lesdo esta relacionado ao grau de diferenciacdo do
elemento glandular, ndo sendo necessario situa-lo como tipo especial de
carcinoma'®. No entanto, sabe-se, pelas observacbes clinicas, que o tumor

adenoescamoso tem pior prognéstico que as lesdes endometridides®. Nesta forma,

em varios estudos, é incluido na categoria das lesdes ndo endometriédes®*?:%2,

Adenocarcinoma endometridide

e Tipico

e Adenoacantoma

e Adenoescamoso
Adenocarcinoma ndo endometridide
Carcinoma de células claras
Carcinoma papilar seroso
Carcinoma secretor
Carcinoma mucinoso
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma misto
Carcinoma escamoso

Figura 1 — Carcinomas Endometriais

Entre os tumores de tipo ndo endometri6ide, destacam-se o papilar seroso

(PS) e o de células claras (CC). O primeiro, reconhecido como um subtipo
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histologico distinto por Lauchlan e Hedrinckson e col.,, perfaz 3 a 10% dos
carcinomas endometriais. O carcinoma de células claras (CC), que pode coexistir
com as neoplasias serosas, mas que também é definido como uma entidade isolada,
representa 0.8 a 5.5% dos casos. Muitos estudos tém demonstrado uma evolugao
mais agressiva e prognostico mais reservado para estas lesfes, mesmo em estadios
iniciais. Taxas de sobrevida em cinco anos para pacientes com tumores em E | e |l

variam de 42 a 68% nos subtipos PS e CC e 75 a 87% no AEZ.

Nos ultimos anos, tem se definido pelo menos, dois tipos de carcinoma de
endométrio. O tipo A, que se caracteriza por hiperestrinismo, tipo histolégico
endometridide, baixo grau tumoral, estadios iniciais, freqiiente associacdo com
hiperplasia endometrial, positividade para receptores hormonais e progndéstico
favoravel. Ao contrério, o tipo B ndo se associa a estimulacdo estrogénica, tem como
lesdo precursora o carcinoma intra-epitelial, ndo expressa receptores hormonais, seu
tipo histolégico é ndo endometridide. Estes tumores tém, mesmo em estadios
iniciais, um mau progndstico. E possivel que alguns tumores ndo possam ser
enquadrados claramente dentro de uma das duas categorias, assim como alguns
casos do tipo A possam, durante o processo de carcinogénese, adquirir

caracteristicas proprias do grupo B*>%42%2¢,
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1.3 AVALIACAO DA EXTENSAO DA DOENCA (ESTADIAMENTO)

De acordo com a recomendacédo da Federacao Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO), revisada em 1988, a neoplasia endometrial deve ser estadiada
cirurgicamente (Figura 2). Isto significa que o conhecimento da real extensao da
doenca, assim como a sua definicdo progndstica, somente se da apos a intervencéo
cirurgica. A importancia deste procedimento tornou-se evidente a partir de 1970,
guando foram publicados os resultados dos primeiros trabalhos que utilizavam, além
da histerectomia, a dissec¢cdo da cadeia linfatica pélvica para tratamento da
neoplasia endometrial. Desta forma, verificou-se que, aproximadamente, 22% das
pacientes com doenca clinicamente restrita ao Utero (estadio | clinico) tinham doenca
extra-uterina ao tempo da laparotomia. Além disso, pode se perceber que a
presenca de metastase em linfonodos estava diretamente relacionada a piora da
diferenciacdo tumoral e ao aumento da invasdo tumoral no miométrio. Foram
encontradas 3% de metastases linfaticas pélvicas em tumores bem diferenciados
(G1), com invasao do terco interno do miométrio, e 34% em tumores indiferenciados

(G3), com invas&o até o terco externo?’.

O sistema de estadiamento atual inclui a avaliagdo cirdrgica do grau de
diferenciacdo tumoral, o conhecimento da invasdo miometrial e cervical, a analise
dos anexos uterinos (ovarios e trompas de fal6pio) e dos linfonodos retroperitoniais e
a citologia peritonial. Para tanto, é recomendada a histerectomia total com

anexectomia bilateral, lavados ou esfregacos da superficie peritonial e a

linfadenectomia pélvica e paraadrtica.



13

Em funcdo dos poucos dados disponiveis, a FIGO ndo determinou regras que
direcionassem a extensdo da disseccéo linfatica. Isto tem determinado uma ampla
variedade de opinides e praticas em relacdo a linfadenectomia®. A extenséo deste
procedimento pode variar desde a simples palpacao transperitonial com biépsia dos
linfonodos aumentados, a amostragem dirigida de um ou dois linfonodos de
determinada cadeia linfatica e a dissec¢cdo completa dos nodos pélvicos e
paraadrticos®®. Uma pesquisa sobre as estratégias terapéuticas utilizadas na préatica
diaria de ginecologistas oncolégicos demonstrou que 54% destes realizam
sistematicamente a linfadenectomia retroperitonial, 43.5% a fazem seletivamente
apo6s a individualizacdo dos casos e 2.5% nunca a realizam®. Isto porque a
linfadenectomia sistematica é considerada, por alguns, um procedimento associado

a morbidade significativa e com beneficios terapéuticos questionaveis.

Tumor limitado ao corpo uterino
A - tumor limitado ao endométrio

Estadio | . ~ i o
B - invasdo menor ou igual a 50% do miométrio
C - invasao maior que 50% do miométrio
Tumor invade a endocérvice
Estadio ] A - envolvimento de glandulas endocervicais ( sem invasdo de

estroma)
B - envolvimento do estroma cervical

Tumor esta além dos limites uterinos, porém restrito a pelve

A - invasdo da serosa e/ou anexos uterinos e/ou citologia peritonial
Estadio Il positiva

B - metastases vaginais

C - metastases para linfonodos pélvicos e/ou paraadrticos

Tumor invade 6rgédos vizinhos ou metastases a distancia
A - invasao da bexiga e/ou mucosa do intestino
B - metéstases a distancia

Figura 2 — Sistema de Estadiamento Cirtrgico da Neoplasia
Endometrial (FIGO, 1988)

Estadio
AV
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1.4 FATORES PROGNOSTICOS DE USO CORRENTE

Vérios fatores prognésticos tém sido utilizados para predizer o curso clinico
das pacientes com neoplasia endometrial. Estes podem ser convenientemente

divididos em variaveis clinicas e patoldgicas.

1.4.1 Variaveis clinicas

Entre as variaveis clinicas, incluem-se a idade e o grupo racial.

A idade parece ser uma variavel progndstica importante. O Gynecologic
Oncology Group (GOG) reportou taxas de sobrevida em 5 anos, para doenca em E |
e I, que variam com a idade: 96% até os 50 anos, 87.3% dos 51 aos 60 anos, 78%
dos 61 aos 70 anos, 70.7% dos 71 aos 80 anos e de 53.6% para pacientes com
mais de 80 anos®'. Diversos estudos tém demonstrado que mulheres mais jovens
tendem a ter lesdes mais bem diferenciadas do que as idosas. Cristopherson e col.*
reportaram uma taxa de sobrevida em 10 anos de 95% para mulheres com idade
inferior a 50 anos e com doencga no E I. Os mesmos autores relataram que mulheres

idosas tém tumores endometriais mais indiferenciados e em estadio mais avancado

quando comparadas a pacientes mais jovens®.

bY

Em relacdo a raca, também, tem se evidenciado uma disparidade na

sobrevida. Nos Estados Unidos, mulheres da raca negra tém chance de morte por
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cancer endometrial maior do que mulheres brancas®. Enquanto a taxa de
mortalidade entre mulheres brancas é de 3.9/100.000, em mulheres negras temos
cifras quase duas vezes maiores (7/100.000)2. Entre as possiveis explicacdes para
isto incluem-se: retardo diagndstico, consequente a desinformacéo e dificuldade de
acesso aos servicos meédicos; maior incidéncia de tumores endometriais de pior
prognostico (p.e., tipo ndo endometridide) e alteracbes biomoleculares (i.e,

expressédo de p53 e HER-2/neu, aneuploidia e alto indice proliferativo)**.

1.4.2 Variaveis patoldgicas

As variaveis patologicas sdo obtidas, primariamente, através do fragmento
endometrial diagndstico e complementadas pela analise do espécime cirlrgico. Séo,
classicamente, definidas pelo tipo histolégico, grau de diferenciagdo tumoral,

profundidade de invasdo miometrial e estadiamento cirargico.

O tipo histologico influencia marcadamente a sobrevida. Um estudo
retrospectivo de pacientes tratadas na Mayo Clinic demonstrou taxas de sobrevida
em 5 anos para tumores endometridides de 92% e de apenas 33% para pacientes
com lesdes ndo endometridides®. Sabe-se que os tumores ndo endometridides,
particularmente os papilares serosos e 0s de células claras, sdo mais agressivos que
os tumores endometridides de mesmo estadio’®. Freqiientemente, estes tumores
apresentam-se com doenca extra-uterina ao tempo do diagnéstico, mesmo na

presenca de limitada invasdo miometrial e isto explica, em parte, a menor
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sobrevida®. Em uma série de 50 casos de tumores papilares serosos, reportada por
Goff e col.*’, 14 pacientes (28%) ndo apresentavam invasdo miometrial. Entre estas,
aproximadamente 36% tinham metastases linfonodais, 43% doencga intraperitonial e
50% apresentavam lavados peritoniais positivos. Portanto, nestes tumores, a relagéo
entre profundidade de invasao miometrial e doenca extra-uterina faz-se de maneira
desproporcional®®. Lesdes do tipo adenocarcinoma com elemento escamoso maligno
(tumores adenoescamosos) tendem a ser menos diferenciadas e apresentar pior
progndéstico. Tem se observado taxa de sobrevida em 5 anos de somente 19%, valor

este muito inferior ao encontrado em adenocarcinomas endometridides tipicos®.

A invasdao miometrial € o mais importante marcador prognéstico e de
recorréncia a distancia para pacientes com doenca em E |, definida por
estadiamento completo (linfonodos retroperitoniais negativos)*®. Em particular, a
invasdo do tergco externo do miométrio € o maior preditor de disseminacgao
hematogénica da doenca. Em estudo de Mariani e col.*, para pacientes estadiadas
cirurgicamente e com doenca restrita ao corpo uterino (E ), somente 2% das
pacientes com invasdo miometrial inferior a 66% apresentaram metastase a
distancia e morte aos cinco anos, em comparacdo com 29% de falha a distancia e
22% de morte aos cinco anos, com invasdo maior ou igual a 66%. Também, o grau
de invasdao miometrial relaciona-se diretamente com a chance de propagacéo
linfonodal da doenca. Em um estudo prospectivo do GOG, Creasman e col.?’
demonstraram que a incidéncia de metastase linfonodal variou de 1% na auséncia

de invasao miometrial a 35% quando de invasdo miometrial profunda.
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O grau de diferenciacao tumoral (G) é considerado variavel prognoéstica de
extrema importancia. Os tumores de tipo endometridide sdo classificados em bem
diferenciados (G1), moderadamente diferenciados (G2) e indiferenciados (G3). Os
adenocarcinomas nao endometridides sdo, em geral, lesbes indiferenciadas ou de
alto grau. Existe uma associacdo direta entre tumores indiferenciados, invaséo
miometrial profunda e progndstico. Lesbes G1 confinadas ao terco interno do
miométrio tém propagacdo linfonodal na ordem de 3%, enquanto que, nas lesbes
G3, que comprometem mais de dois tercos do miométrio, a propagacao linfatica
chega a 34%'%%’,

O estadiamento cirdrgico € o mais importante marcador de recorréncia e
morte pela doenca. A presenca de metastase linfonodal, seja na cadeia linfatica
pélvica ou paraadrtica — 0 que caracteriza doenca no estadio IlIC — €& o fator
independente mais importante®*°. Um estudo prospectivo conduzido pelo GOG
observou que 50% de todas as recorréncias aconteceram em pacientes com
comprometimento linfonodal. Além de marcador progndstico, discute-se a funcéo
terapéutica da linfadenectomia retroperitonial (pélvica e paraaértica). Kilgore e col.**
relataram uma sobrevida significativamente maior (p = 0.0002) para pacientes
submetidas a linfadenectomia pélvica completa (nUmero médio de linfonodos = 11)
em comparacao aquelas submetidas somente a amostragem linfatica (hGmero médio
de linfonodos = 4). Mohan e col.*? encontraram taxas elevadas de sobrevida em 10 e
15 anos (94% e 96%, respectivamente) para pacientes com doenca em E |
submetidas a linfadenectomia pélvica completa (nimero médio de linfonodos = 33).

Ja a citologia peritonial positiva, como achado isolado, apesar de se constituir em um

estadio IllA, parece ndo se associar a prejuizo significativo na sobrevida*®.
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Embora os fatores progndsticos classicos orientem adequadamente sobre o
risco de recorréncia e morte, ndo € raro, que alguns casos de doenca
aparentemente indolente e curavel, venham a recidivar. O contrario também é
verdadeiro, por exemplo, tumores G3 com invasao profunda do miométrio, evoluem

sem recidivas.

A subjetividade e a limitagdo da interpretacdo patologica representam
possiveis limitacbes as abordagens prognosticas correntes. Presumivelmente, a
disseminagdo e a recorréncia precoces, a refratariedade ao tratamento e a curta
sobrevida refletem caracteristicas biolégicas diferenciadas do tumor. Assim, a busca
de novos indicadores do potencial maligno das neoplasias endometriais parece ser

necessaria.

1.5 BIOLOGIA MOLECULAR

Esforco consideravel tem sido investido na identificacdo e avaliagdo das
alteracbes genéticas e moleculares presentes nas neoplasias em geral e no
carcinoma endometrial, em particular, e na maneira como se relacionam com o

estadiamento e prognéstico da doenca.

Nos ultimos vinte anos, pesquisas na area da oncologia tém demonstrado que

0 cancer é essencialmente uma doenca genética. Uma célula normal torna-se uma
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célula tumoral como resultado de uma série de mutacdes em genes importantes no

controle do ciclo celular, da morte e proliferacéo celular®.

Diferente das demais sindromes genéticas, como a fibrose cistica e a
hemofilia, onde se pode definir a(s) mutacao(des) de um Unico gene, as neoplasias
surgem a partir dos efeitos de uma série de alteragbes génicas que ocorrem de
forma independente ou em associacéo***>*°,

Acredita-se que trés tipos de genes estejam envolvidos no processo de
transformacdo maligna: oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparo
do DNA . Os primeiros sao protooncogenes inapropriadamente ativados e que atuam
positivamente sobre a proliferacdo e o crescimento celular. Os genes supressores
tumorais retardam o crescimento ou a replicagéo celular frente a danos no genoma e
0s genes de reparo do DNA sé&o responsaveis pela detec¢do e correcdo de erros no
DNA*. Para que ocorra a transformacdo neoplasica, é necesséario, além da
presencga génica, sua ativagao ou inativacdo, mutacao, amplificacdo e/ou expressao
do seu conteudo protéico de forma normal, excessiva ou mutada. O resultado destas

alteracdes define o comportamento e a expressao fenotipica neoplésica.

Enquanto o controle da proliferac@o celular € uma etapa ja bastante entendida
no processo de carcinogénese, alguns estudos sugerem que alteragdes na taxa de
morte celular podem ser igualmente importantes®. De uma maneira genérica, pode-
se dizer que o crescimento tumoral € determinado por trés fatores principais: a . a
duracédo do ciclo celular; b. o percentual de proliferacao celular e c. o percentual de

morte celular (apoptose). A relacdo entre a proliferagdo e a apoptose determina o
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quao rapido o tumor ir4 crescer. Algumas células neoplasicas se dividem mais
lentamente do que as células normais; no entanto, o tumor continua a se expandir
em razdo do prolongamento da vida de suas células. O indice de renovacao celular
(mitose e apoptose em 10 campos de grande aumento) parece ter utilidade na
analise de linfomas e em outros tumores sélidos, como, por exemplo, o carcinoma
de préstata. Com estes dados pode-se dizer que 0s genes que regulam a apoptose
sdo tdo importantes na patogénese molecular e genética da neoplasia como sdo os

oncogenes e 0s genes de supressao tumoral.

Desde que Silverman e col.*’,em artigo pioneiro, reconheceram uma série de
mutagbes no DNA da célula endometrial, resultando em uma célula neoplasica,
muito tem se acrescentado ao conhecimento da biologia molecular deste tumor. O
cancer endometrial é acessivel a avaliagdo molecular por véarias razdes. Primeiro,
apresenta um componente pré-maligno; segundo, existem tipos histolégicos distintos
e, portanto, diferentes expressdes génicas e terceiro, é acessivel para amostragem

histologica®.

Entre os genes descritos na neoplasia endometrial, incluem-se o c-fms, HER-
2/neu, ras, P53 e o Bcl-2. Muito se discute sobre o impacto clinico do conhecimento
de tais marcadores. Estudos recentes tém sugerido que alguns destes possam ser

t&0 ou mais importantes do que os indicadores prognésticos convencionais*®.
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1.5.1 Gene e proteina p53

O p53 é um gene (P53) localizado no brago curto do cromossoma 17 e
codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons (kda), a proteina p53. E
considerado um gene supressor tumoral, uma vez que, frente a agressdes a célula,
determina parada do processo de divisdo celular e, em situagdes de dano grave,

induz & morte celular programada (MCP) ou apoptose™®.

As transicOes do ciclo celular séo reguladas por uma ampla variedade de
sinais que desencadeard o prosseguimento do ciclo de determinada célula. Os
controladores dos pontos de checagem informam sobre a integridade do genoma.
Quaisquer danos ou mutagdes, sejam ocasionados por fatores externos, como
drogas, irradiacéo ou infecgdo viral ou por falhas intrinsecas no mecanismo mitético,
sao sinais de alerta que levam a parada na progressao do ciclo. O P53, através do
seu produto protéico (a proteina p53), € considerado essencial na deteccdo de
eventuais falhas existentes no DNA da célula prestes a se dividir, impedindo que
estas se propaguem a linhagem celular subseqiente. Uma vez identificada a
existéncia de uma anormalidade no DNA da célula em divisdo, a proteina p53
promove uma parada do ciclo celular na fase G1, bloqueando a entrada na fase S. A
partir deste momento, dois caminhos poderdo ser seguidos: o reparo da leséo no

DNA ou, havendo dano grave ao genoma, a p53 pode entdo acionar eventos

apoptoticos e levar a célula danificada & destruic&o®.

O P53 encontra-se mutado em aproximadamente 50% das neoplasias

humanas®. As mutacdes parecem inativar o efeito regulador negativo do P53 sobre
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a proliferacdo celular conferindo maior poder de divisdo a estas células®. A perda da
funcdo do gene P53 esta associada, portanto, a aumento da atividade proliferativa e
progressao tumoral. Aproximadamente 80% destas mutacdes sdo do tipo missense.
Estas determinam a alteracdo estrutural da proteina p53 em razdo da substituicdo de
um aminoacido por outro com perda funcional e acimulo no ndcleo das células
afetadas™. Estas mutacbes sdo freqiientemente associadas com delecdo do outro
alelo p53°*. A mutacdo do P53 podera ocorrer precocemente na tumorogénese (p.e,
displasia leve de esbdfago, mama e pulméo), mas a fragcdo de tumores com P53

alterado é predominante nos estadios avancados™.

Existem comercialmente disponiveis dois métodos principais para deteccdo
da proteina p53 nos tecidos normais ou neopldsicos e para determinagdo de
mutacbes no gene P53, sdo eles o método de imunoistoquimica (imh) e a
amplificacgdo do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
respectivamente®. Cabe salientar que a imunoistoquimica é a técnica mais utilizada.
E de facil execugédo, baixo custo e permite o aproveitamento de material bioldgico

conservado em parafina.

A proteina p53 (selvagem/normal) é expressa em niveis baixos na maioria
dos tecidos fetais e adultos normais e tem uma meia vida de somente 5 a 45 min,
ndo se acumulando em niveis detectdveis por métodos de imunoistoquimica.
Mutacdo missense no gene P53 resulta em proteina com meia-vida de 4 a 8h,
portanto, muito mais longa do que a meia vida normal. O aumento da meia vida
permite que esta proteina se acumule no nucleo das células afetadas e, portanto,

que seja detectavel na avaliacdo imunoistoquimica. Células normais tém niveis



23

baixos da p53 selvagem que sdo indetectdveis por métodos correntes de
imunoistoquimica. A p53 somente ¢é detectavel em células malignas®.
Ocasionalmente, identificam-se tumores que sdo p53 positivos a leitura imh, mas
nao carregam mutacdes génicas do tipo missense, sendo a estabilidade da p53
resultante de outros mecanismos, tais como a ligacéo a proteinas celulares. Kounelis

e col.?®

confirmaram esta hipétese ao observar que, nos adenocarcinomas
endometridides, a superexpressdo (acumulo) da proteina p53 ocorreu sem a
presenca de mutacdo no gene. Houve positividade imh em 21 a 52% destes
tumores, mas somente em 14 a 23% evidenciou-se a alteracado génica. Em estudo

de Tashiro e col.>

, 0S adenocarcinomas de endométrio do tipo papilar seroso,
naturalmente de comportamento mais agressivo, a expressao da p53 correlacionou-
se diretamente & mutacao génica. Entre 53 e 90% destes carcinomas apresentavam
mutacdes no gene, inclusive ja detectadas na forma de lesdes intra-epiteliais.
Resultado este similar ao obtido no estudo de Sakuragy e col.>®, que demonstrou a

presenca de mutacdo no P53 em 38.9% dos adenocarcinomas endometridides e em

60% dos tumores serosos.

Os niveis de p53 sédo indetectaveis com mutacdes do tipo frameshift ou
nonsense, uma vez que estas alteracbes produzem proteinas truncadas ou
instaveis. Entretanto, esta categoria de mutacdes constitui menos de 20% das

mutacdes do P53 descritas nos tumores humanos.

N&o é claro, portanto, diante dos dados expostos, que o acumulo de proteina

p53 relacione-se perfeitamente & mutacdo génica ou, que de uma maneira inversa, a
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auséncia de imunorreatividade exclua mutagcdes no gene, principalmente quando

estas referem-se as dos tipos nonmissense.

O papel da acumulo da proteina p53 detectada por imunoistoquimica e sua
utiidade como fator prognostico na neoplasia maligna endometrial tem sido

investigada.

Geisler e col.?, investigando a expressdo da proteina p53 em 46 pacientes
com neoplasia endometrial e sua relagdo com alguns indicadores progndsticos,
verificaram que a expressdo de p53 era mais freqliiente em subtipos histolégicos
mais agressivos, tumores mais indiferenciados e estaddios mais avangados da
doenca. Este estudo ndo demonstrou uma relagcdo entre expressdao de p53 e

profundidade de invasao miometrial.

Hamel e col.>* estudaram o valor da expressdo da proteina p53 como
indicador prognéstico de sobrevida, a longo prazo, em pacientes com neoplasia
endometrial submetidas a tratamento cirlrgico primario e radioterapia adjuvante
conforme os critérios histopatolégicos tradicionais. Os resultados encontrados nas
221 pacientes analisadas demonstram uma significante relagcdo da expressao da
p53 com fatores de mau progndstico (i.e. estadio avancado, grau de diferenciacdo
tumoral, invasdo miometrial e tipo histolégico ndo endometridide) e prejuizo na

sobrevida livre de doenca.

34
l.

Um estudo de Kohler e col.”*, com 179 casos de adenocarcinoma endometrial

em estadios avancados (lll e 1V), demonstrou a expressdo da p53 em 35% dos
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casos. Esta expresséo foi significativamente menos freqiente em pacientes com
doenca em estadio IlIA as custas de citologia peritonial positiva (9/58, 16%)
comparada aquelas com evidéncia histolégica de metastase (53/121, 44%)
(p<0.001). Em um estudo anterior, do mesmo autor, com 107 casos, encontrou-se
uma frequéncia de expressao de p53 de 20% do total dos casos (9% nos estadios |
e Il e 41% nos estadios lll e IV) e uma associacdo direta com indiferenciacao
histologica, estadio avancado, tipo histolégico ndo endometridide e diminuicdo de
sobrevida®. Isto ndo foi confirmado em analise multivariada, em estudo publicado

posteriormente®®.

Toshihiro e col.*®

estudaram o significado prognéstico do bcl-2, p53 e
metastases linfonodais em pacientes com neoplasia de endométrio estagiadas
cirurgicamente. Neste estudo, demonstrou-se que o p53 pode ser tdo importante
como marcador de mau prognostico quanto a presenca de metastase linfonodal. A
expressao da p53 foi significativamente relacionada a sobrevida para pacientes em
estadios Il e IV. As taxas de sobrevida nestas pacientes com p53 negativo foram de

70%, enquanto para pacientes com p53 positivo (expressdo presente em mais de

50% dos nucleos das células tumorais) a sobrevida foi de somente 40%.

Estudo de Zheng e col.>* encontrou 71.4% de imunopositividade de p53 em
tumores papilares serosos em comparacdo com 38.1% para tumores endometridodes
de endométrio, dados com significancia estatistica. Além disso, nos tumores
papilares serosos, ndo houve diferenga na expressdo quando os tumores foram

estratificados por estadio.
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A maioria dos estudos sobre a relacdo entre a expresséo da proteina p53, seu
valor prognéstico independente e tempo de sobrevida tém resultados conflitantes.
Séries maiores sdo necessarias para que se possa alcancar a reposta definitiva.
Geisler e col.??, usando a técnica de imunoistoquimica, determinaram que a
expressao de p53 pode ser um dos eventos iniciais da carcinogénese endometrial e
um fator progndstico independente para tempo de sobrevida em cinco anos. Em um

estudo de Kohler e col.3

, a expressédo de p53, em analise multivariada, foi um fator
associado com menor tempo de sobrevida, e este efeito foi independente da idade,
estadiamento e grau histolégico. Bancher-Todesca e col.>’, analisando a expresséo
da p53 em 23 pacientes com tumores endometriais de subtipo histolégico papilar
seroso, evidenciaram que 0S cas0S Cujos tumores expressavam esta proteina

tiveram tempo de sobrevida inferior aqueles negativos. Devido ao numero pequeno

de casos, ndo se comprovou ser esta diferenca significativa em analise multivariada.

Definir o papel da expressdo da proteina p53 na neoplasia endometrial é
passo importante para 0 esclarecimento do processo de carcinogénese. A
sustentacdo desta proteina como marcador prognostico e de sobrevida podera

definir novas estratégias na abordagem terapéutica destas lesdes.

1.5.2 Gene e proteina bcl-2

O gene Bcl-2 (B — Cell Lymphoma 2) codifica uma proteina de mesmo nome

(bcl-2), com 25 a 26 kda, localizada na membrana mitocondrial, reticulo



27

endoplasmético e membrana nuclear®®. Foi descoberto, em 1984, pela anélise e
identificacdo da translocacdo 14;18 (g32,q21) no cromossoma 18. A expressao
deste gene inibe a apoptose em varios sistemas celulares e em condi¢cdes
fisiologicas e neoplasicas. Além desta funcdo, jA bem estabelecida, discute-se o
papel do Bcl-2 sobre o controle do ciclo celular, inibindo a transicdo entre as fases
GO/G1 e S e a fase G2/M. Esta alteracéo € a responsavel pelos baixos indices de

proliferacdo celular vistos em alguns tumores®.

A apoptose, primariamente descrita por Kerr, em 1972, é definida como uma
alteracdo morfologica que culmina em morte celular. A microscopia eletrénica
caracteriza-se por condensacao da cromatina densa e fragmentacdo celular. O
processo resulta na formagcdo de corpos apoptéticos que sdo rapidamente
fagocitados por leucécitos ali presentes, permitindo a manutencdo da integridade
dos tecidos. Em contraste com a necrose, a apoptose ndo induz a resposta

inflamatéria®.

A regulacdo da apoptose é fundamental nos processos de embriogénese,na
manutencdo da homeostase tecidual na vida adulta, na remocgdo das células
senescentes, na delecdo de células com dano genético e na eliminagéo das células
consideradas inadequadas para prosseguimento do ciclo celular. Ademais, tem
importancia na transformacao neoplasica de alguns érgaos. Pode ser encontrada em
todos os tumores malignos nao tratados. Os fatores responsaveis pela sua
ocorréncia espontanea séo diversos. Frequientemente, € proeminente proximo a um
foco confluente de necrose, onde uma isquemia leve parece estar envolvida na sua

iniciacdo. Através da observagdo que o fator de necrose tumoral-alfa tem induzido
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apoptose em células tumorais in vitro, acredita-se que a liberacdo desta citocinina
ocorra também em tumores in vivo, através da infiltragcdo tumoral por macréfagos.
No entanto, o aumento da apoptose em tumores €, principalmente, o resultado de
processos intrinsecos da célula tumoral. As taxas de apoptose sédo células-
especificas, diferindo entre si conforme a expressdo combinada de diferentes
oncogenes. Estimulos apoptéticos, particularmente os provenientes de drogas
citotoxicas ou radioionizantes, alterando as taxas espontaneas de morte, sdo de
extrema importancia quando se analisa o comportamento tumoral frente ao
tratamento. O efeito apoptoético das drogas anticancer é responsavel pela regresséo
tumoral. Clones tumorais capazes de resistir a MCP e de se perpetuar sao clones

quimio ou radio-resistentes®.

Os mecanismos que levam a MCP séao regulados por um grande numero de
genes. A forma como relacionam-se e interagem entre si influencia as taxas de
proliferagao celular e morte. Por esta razdo, definir de forma compreensiva a via de
apoptose é sempre dificil e, muitas vezes, impossivel. Os genes mais

freqientemente envolvidos sdo o Bcl-2 e genes homodlogos a ele (Bax, Bcl-xl, Bcl-

xs),além de c-myc, v-abl, v-rel e v-ras e o P53,

A forma pela qual o Bcl-2 inibe a apoptose ndao é clara. Hockenbery e col.
localizaram a proteina bcl-2 na membrana mitocondrial e sugeriram que a protecao
contra a apoptose fosse em decorréncia da alteragdo na funcdo mitocondrial. Outros
autores sugerem que a inibicAo da apoptose, vista como superexpressdo da
proteina bcl-2, possa ser decorrente da alteracédo na distribuicdo do Ca+ intracelular,

uma vez que a supressao da fragmentacdao do DNA (um marcador da apoptose),
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esta associada com decréscimo nos niveis de Ca+ do citosol e seu aumento na

mitocondria®’.

Altos niveis da proteina bcl-2, sem associacdo com alteracdes estruturais
grosseiras no gene Bcl-2, tém sido descritos em uma grande variedade de tumores,
incluindo o0s neuroblastomas e carcinomas do pulmdo, préstata, collon e
nasofaringe®. Translocages ou outros tipos de alteracdes morfolégicas no gene
ocorrem somente em linfomas ou tipos raros de leucemia®. E, desta forma, a
aberracdo cromossémica mais comum nos linfomas ndo-Hodgkin (30%), alcangcando

taxas de 70-80% nos linfomas foliculares®’.

A importancia da bcl-2 no desenvolvimento e no progndstico das doencas
neoplasicas é assunto ainda ndo totalmente esclarecido. Exemplos demonstram sua
expressdo associada a um curso clinico mais favoravel em alguns tipos de cancer de
pulmdo e de mama e, ao contrario, em tumores de préstata e neuroblastomas. As
anormalidades na expressdo de bcl-2 podem ocorrer precoce ou tardiamente no
processo oncogénico. No adenocarcinoma de célon e reto, por exemplo, a perda do
gradiente normal de expressdo de bcl-2 ocorre em pélipos pré-neoplasicos,
sugerindo ser este um evento precoce no desenvolvimento tumoral. Ao contrario, 0s
tumores de préstata expressam bcl-2 em uma fase tardia, normalmente em

associacdo com doenca metastatica®®.

O padrao e o significado da expressédo da bcl-2 na doen¢a do endométrio é
incerto. Gompel e col.** descreveram variagcées da bcl-2 no endométrio normal

durante o ciclo menstrual. Parece que sua expressao € maxima durante a fase
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proliferativa e desaparece no inicio da fase secretora, sugerindo uma regulacéo
hormonal. Otsuki e col.®®> demonstraram que o padréo ciclico de expressdo da bcl-2
€ resultante da influéncia hormonal ovariana e € diretamente relacionado a
imunorreatividade para receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP). Em

1.8 utilizando método de andlise

relacdo ao endométrio pdés-menopausico, Morsi e co
de citometria de fluxo, evidenciaram reatividade para a bcl-2 com inibicdo da

apoptose e auséncia de atividade proliferativa, o que reflete seu estado inativo.

A expressao da bcl-2, relativamente alta no endométrio normal, diminui

6667 Ademais, a

gradualmente nas hiperplasias tipicas, atipicas e carcinoma
significativa relacdo com receptores hormonais vista no endométrio normal e
hiperplasico perde-se nos carcinomas, restando somente uma ténue afinidade com
os RP. Especula-se, desta forma, que o mecanismo de regulagéo da bcl-2, no tecido

neoplasico endometrial, € muito mais complexo, sendo, muito provavelmente,

influenciado pela acdo de diversas proteinas reguladoras®.

O padréo de expresséo do Bcl-2 in vivo é determinado utilizando-se técnicas
de imunoistoquimica, hibridizacdo in situ ou ambas®. A deteccéo da proteina bcl-2
tem sido feita, na maioria dos estudos, por imunoistoquimica. Esta técnica permite
utiizacdo de material conservado em parafina. Apesar de alguns relatos
denunciando a perda de qualidade, quando da utilizacdo de material histolégico
nestas condicbes, é possivel, desta forma, estudar casos retrospectivos®°®°. Na

leitura do exame imunoistoquimico, a coloracdo poderd ser citoplasmatica ou

nuclear.
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Alguns estudos tém demonstrado que a expressao citoplasmatica da bcl-2 no
carcinoma endometrial relaciona-se a fatores progndsticos favoraveis. De uma forma
geral, associam-se a expressao citoplasmatica aumentada da bcl-2, os tumores
endometriais em estadios iniciais (E | e Il), bem diferenciados, com invaséo
miometrial superficial ou incipiente. Ao contrario, a expressdo nuclear parece se
relacionar com tumores avangados, comprometimento linfonodal e diminuigdo da
sobrevida’*. S&o poucos os estudos que exploram os dados decorrentes da
expressao nuclear da bcl-2. De uma forma geral, quando se comenta, na literatura
corrente, sobre a expressdo imunoistoquimica da proteina bcl-2, a coloracao vista €

invariavelmente citoplasmatica.

A literatura é rica em estudos que tentam associar a expressdo da bcl-2 aos
classicos fatores progndsticos endometriais. Yamuchi e col.”? demonstraram uma
alta expresséo citoplasmatica da bcl-2 nos tumores em estadio | e com RE positivos
comparado as lesdes RE negativas e em estadio mais avancado. Coppola e col.®’
observaram a presenca da bcl-2 em 90% dos tumores de baixo grau (estadio | e Il) e

em 50% dos tumores de alto grau (estadio Ill e 1V). Kounelis e col.?®

encontraram,
em seus estudos, a bcl-2 expressa em 75% dos tumores endometriais em estadios
precoces contra 55% de expressdo nos tumores avancados (p=0,07). Uma possivel
explicacdo para estes achados é a de que quando ocorre um aumento da apoptose
devido a diminui¢do da bcl-2, aumenta, também, a proliferagdo celular. Portanto, a
perda da bcl-2 pode se correlacionar a tumores de alto grau e alto indice
proliferativo®®®’. A reducéo de imunopositividade da bcl-2 observada em tumores de

alto grau, sugere que o papel da inibicdo da apoptose € menos importante em fases

avancadas do tumor. Parece que, nos estadios iniciais, a perpetuacdo de células
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pela expressao de bcl-2 permite que estas adquiram outras anormalidades génicas
que conduzam a transformacdo neoplasica. Uma vez que as células expressem
mutacdes em oncogenes Ou genes supressores tumorais, tais como o P53,
adquirindo fenétipo neoplasico, a proteina bcl-2 passa a ser de pouca relevancia e
pode ser inativada por mecanismos celulares que modificam ou diminuem a sua

expressao’® .

Kokawa e col.”

, analisando o comportamento da bcl-2 em tumores
endometriais de subtipos histolégicos distintos, observaram que a imunorreatividade
para esta proteina estava aumentada nos endometridides e diminuida ou ausente
nos ndo endometridides. Geisler e col.”* demonstraram resultados semelhantes -
expressam bcl-2, 44% dos tumores endometridides e 23.1% dos ndo endometridides

(p (0,001). Miturski e col.”®, ao contrario, ndo encontraram nenhuma associacdo com

tipo histolégico e profundidade de invasdo miometrial.

A persisténcia da bcl-2 parece se relacionar a tumores endometriais bem
diferenciados®®. No entanto, esta observacdo ndo tem sido comprovada em alguns
estudos. Sakuragi e col.”* ndo definiram de maneira absoluta a positividade a bcl-2 e
maior diferenciacdo tumoral. Giatromanolaki e col.?, Chhieng e col.”” e Miturski e
col.”” também nao observaram nenhuma relacdo deste marcador com grau tumoral.
Achados discordantes também s&o encontrados na avaliagdo da profundidade de
invasdo miometrial e sua relacdo com a bcl-2 %8707%73,

A associacdo da expressdo da bcl-2 com a sobrevida é assunto ainda

controverso. Utilizando-se analise univariada fica evidente que a imunopositividade
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para bcl-2 parece estar relacionada a tumores endometriais de bom progndstico e

48,76

boa chance de sobrevida em 5 anos*’®. Geisler e col.”* e Sakuragi e col.”*

demonstraram que a persisténcia da bcl-2 se constitui também em fator prognostico
independente em andlise multivariada (p = 0,012 e p = 0,0398, respectivamente). No

67
l.

entanto, Coppola e col.”" ndo demonstraram uma relagéo significativa da expresséo

bcl-2 e sobrevida.
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2 OBJETIVOS

- Determinar a frequéncia de expressdo da proteina p53 e da bcl-2 na

neoplasia maligna do endométrio.

- Relacionar a expressao das proteinas p53 e bcl-2 com caracteristicas

clinicas e tumorais prognadsticas:

- idade;

- tipo histoldgico;

- grau de diferenciacao celular;

- invasao miometrial; e

- estadiamento cirdrgico.

- Relacionar a expressao das proteinas p53 e bcl-2 com sobrevida.
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RESUMO

Objetivos: verificar a frequéncia da expressao imunoistoquimica da p53 e da bcl-2
em pacientes com carcinoma endometrial e relaciona-la a fatores histolégicos (tipo
histolégico, grau de diferenciacdo tumoral, profundidade de invasdo miometrial,
comprometimento linfonodal e estadiamento cirlrgico) e sobrevida.

Delineamento: estudo de coorte historica.

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, hospital universitario da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Métodos: Foram estudadas 48 pacientes com carcinoma endometrial submetidas a
tratamento cirdrgico primario. A expressdo imunoistoquimica das proteinas p53 e
bcl-2 foi determinada utilizando-se os blocos de parafina que continham a area
tumoral.

Resultados: a expressao das proteinas p53 e bcl-2 foi detectada em 39,6% e 58,3%
dos tumores, respectivamente. N&o se encontrou diferenca significativa na
freqiéncia de expressao da p53 quando analisados tipo histoldogico (33,3% em
tumores endometridides, 58,3% em tumores ndo endometridides; p = 0,176),
profundidade de invasdo miometrial ( p = 0,632) e estadiamento cirurgico (E) (E | —
11,1%, E Il — 66,7%, E Il — 57,1%; p = 0,061). A expressado deste marcador foi
significativamente mais freqiente em tumores indiferenciados ( p = 0,007) e com
comprometimento linfonodal (p = 0,03). Em andlise univariada, houve uma
associagao positiva com obito (RR 3,358, IC 1,386 — 8,134; p = 0,005) e diminuicédo
de tempo de sobrevida. O presente estudo ndo demonstrou nenhuma relagéo da bcl-
2 com os marcadores histopatolégicos e sobrevida.

Conclusao: este estudo demonstrou estar a expressao da proteina p53 relacionada
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a tumores indiferenciados, comprometimento linfonodal e a risco de Obito. A
expressdo da bcl-2, ao contrario, ndo se relacionou aos fatores histologicos
conhecidos.

Palavras-chave: carcinoma de endométrio, p53, bcl-2, progndstico

1 INTRODUCAO

O carcinoma de endométrio € uma das neoplasias ginecologicas mais
comuns. No Brasil, em que pese a inadequacéo das notificacbes epidemiologicas,
ocupa a quinta posicao entre todos os tumores, ficando atras das lesées de mama,

colo uterino, célon e estdmago™.

Os marcadores prognosticos tradicionalmente utilizados para predizer o curso
clinico da neoplasia endometrial incluem o tipo histoldgico, o grau de diferenciacéo
tumoral, profundidade de invasdo miometrial, doenca linfonodal e estadio®. Estas
informacdes sdo obtidas pelo estudo histologico do espécime cirurgico. Variaveis
clinicas, como a idade e grupo racial, ttm sido apontadas, também, como fatores

prognésticos importantes®.

A maioria das mulheres (75-88%) com carcinoma endometrial tem doenca em
estadio inicial no momento do diagnéstico*. Em razao disso, o prognéstico destas
pacientes é bom, com uma taxa de sobrevida em cinco anos de 80 a 85%°. No
entanto, a constatacdo de que 15 a 20% destas pacientes, com doenca

aparentemente curavel, apresentardo recidiva e morte, permite especular sobre a
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existéncia de fatores adicionais que possam estar relacionados a risco de

progressao e disseminacao da doenca.

Nos ultimos anos, com a ampliagcdo do conhecimento na area de biologia
molecular, tem sido sugerido que alguns marcadores bioldgicos possam ser tdo ou
mais importantes do que os convencionais®. Inimeras publicacées tém relacionado
0s genes p53 (P53) e o bcl-2 (Bcl-2) como possiveis marcadores de agressividade

tumoral.

O P53 é considerado um gene supressor tumoral. Expressa uma proteina de
mesmo nome (p53) que, frente a danos no genoma celular, determina a parada na
progressdo do ciclo e a apoptose celular (morte celular programada). A inativacao
funcional da p53 tem importante papel no processo de transformacédo maligna.
Permite & célula tumoral maior poder de divisdo e proliferacéo’. Entre 21 e 49% dos
carcinomas endometriais expressam a p53 anormal. A sua positividade, vista ao
estudo imunoistoquimico, parece se relacionar a tumores agressivos, indiferenciados

e de mau prognostico.

O Bcl-2 é um gene que inibe a apoptose celular. Codifica uma proteina com
25 a 26 kda (bcl-2), localizada na membrana mitocondrial, reticulo endoplasmatico e
membrana nuclear®. Os niveis de expressdo da bcl-2 variam no endométrio normal
de maneira ciclica. Sdo maiores durante a fase proliferativa e diminuem na fase
secretora, 0 que sugere uma regulacdo hormonal. Além disto, a expresséao de bcl-2,
relativamente alta no endométrio normal, diminui nas hiperplasias atipicas e

adenocarcinoma®®. A sua expressdo sustentada pode ser importante nas fases
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iniciais da carcinogénese endometrial. A expressdo de bcl-2 tem se relacionado a
tumores endometriais bem diferenciados, doenca em estadio inicial e de bom

prognastico.

O objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia da expressao
imunoistoquimica das proteinas p53 e bcl-2 em pacientes tratadas cirurgicamente
para neoplasia endometrial e relaciona-la a fatores histolégicos e prognésticos de
uso corrente (tipo histolégico, grau de diferenciagdo tumoral, profundidade de
invasdo miometrial, comprometimento linfonodal e estadiamento cirdrgico) e

sobrevida.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PACIENTES

No periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2001, 52 pacientes
consecutivas com diagnéstico histoloégico de carcinoma endometrial foram
submetidas a tratamento cirdrgico primario no Setor de Oncologia Genital do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Este Setor é considerado referéncia,

dentro da instituicdo hospitalar, para tratamento desta doenca.

Foram excluidas as pacientes com histéria ou presenca concomitante de

outra neoplasia maligna e/ou ja submetidas a tratamento neo-adjuvante. Desta
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forma, quatro pacientes com histéria de neoplasia maligna prévia (2 com tumores de
célon, 1 com tumor de mama e 1 com tumor de colo uterino) foram retiradas do

grupo inicial. Portanto, 48 pacientes foram incluidas no estudo.

Das 48 pacientes, 11 (23%) foram submetidas a histerectomia total com
salpingooforectomia bilateral com ou sem citologia peritonial e, em 37 pacientes
(77%), além deste procedimento, foi realizada alguma forma de disseccéo linfatica
pélvica (total ou amostragem) com ou sem citologia peritonial. O numero de
linfonodos pélvicos dissecados variou de 2 a 40 (média 16,9; desvio-padrdo de
9,71). Em 11 pacientes, além da linfadenectomia pélvica, foi realizada a amostragem

paraadrtica ( 2-8 linfonodos, média de 3,36).

Em 26 pacientes, foi possivel definir o estadiamento cirdrgico, com

informacdes baseadas nos laudos histopatoldgicos.

Das 48 pacientes, 34 foram referidas para tratamento complementar pés-
cirirgico e, em 3 casos, ndo havia mencdo desta informagdo em prontuario. A
radioterapia (teleterapia e/ou braquiterapia) foi o tratamento de escolha em 31

pacientes.

2.2 DELINEAMENTO, SEGUIMENTO E ETICA

O delineamento utilizado foi uma coorte historica. A ressecgdo cirurgica foi
considerada o tempo zero. O seguimento foi iniciado apds a ressec¢do do tumor e

realizado até a morte da paciente ou até o final do periodo do estudo (dezembro de
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2003). A morte atribuida (desfecho) foi aquela relacionada diretamente com o evento
(cancer de endométrio). As informacgdes a respeito da sobrevida das pacientes foram
obtidas a partir do prontuario médico, além de telefonemas e correspondéncias. As
pacientes em acompanhamento ambulatorial eram orientadas a consultar a cada
trés meses, durante o primeiro ano pdés-operatério, a cada 4 meses, no segundo
ano, a cada 6 meses do terceiro ao quinto ano e, anualmente, a partir do sexto ano.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e

Pés-Graduacédo do HCPA.

2.3 VARIAVEIS EM ESTUDO

Obteve-se, através da revisao dos prontuarios, a idade e o laudo descritivo do
estudo histologico do espécime cirdrgico. As variaveis analisadas incluiram a idade,
o tipo histolégico, grau de diferenciacdo tumoral, profundidade de invasédo

miometrial, o comprometimento linfonodal e estadiamento cirdrgico.

O tipo histoldgico e o grau de diferenciagdo tumoral foram redefinidos pela
leitura de novas laminas coradas por hematoxilina e eosina e feitas a partir dos
blocos de parafina que continham a area tumoral e que, posteriormente, também,
foram utilizados para o exame de imunoistoquimica. Os casos em que a
classificacdo da profundidade de invasdo miometrial obedecia a critérios em desuso
(i.e. invasdo tumoral definida por tercos de penetracdo no miomeétrio) foram

reclassificados. A peca cirurgica, conservada em blocos de parafina, foi obtida junto
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ao Servico de Patologia do HCPA. A interpretacdo destas laminas coube a dois

patologistas independentes.

A classificagcdo histologica obedeceu a critérios da Organizacdo Mundial da
Saide (OMS) e do Colégio Americano de Patologia (CAP)™. As lesdes
endometriais foram divididas em dois grandes grupos, 0s adenocarcinomas
endometridides e os adenocarcinomas ndao endometridides (subtipos papilar seroso,
células claras, mucinoso, carcinoma de células escamosas, carcinoma
indiferenciado e o carcinoma misto). O carcinoma adenoescamoso foi considerado,
como na maioria dos estudos deste tipo, também como uma lesdo néo
endometrigide®* 14,

Os adenocarcinomas endometridides foram classificados, segundo o grau
histol6gico, em: a. tumores bem diferenciados (G1) — tumores compostos somente
por glandulas; b. tumores moderadamente diferenciados (G2) — combinagdo de
glandulas e massas de epitélio solido; c. tumores indiferenciados (G3) -
proliferacdes sdélidas predominantes. Os carcinomas indiferenciados, 0s serosos e 0s
de células claras foram considerados lesfes indiferenciadas. Como n&o hé critério
universalmente aceito para a graduacdo de tumores mucinosos, utilizou-se

classificacéo igual a dos endometridides.**

A classificacdo da profundidade de invasdo miometrial de uso corrente é
definida como: A — sem invasao (restrita ao endométrio); B — invasdo menor ou igual
a 50% e C — invasdo maior que 50%*'. N&o houve a possibilidade de resgatar esta

nova classificacdo em apenas um caso.
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A neoplasia endometrial foi estadiada cirurgicamente de acordo com o
sistema de estadiamento da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
(FIGO) de 1988: | — doenca restrita ao corpo uterino; Il — comprometimento cervical e
Il — comprometimento de anexos uterinos e/ou linfonodos retroperitoniais positivos

e/ou citologia peritonial e/ou metastases vaginais.

2.4 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

2.4.1 Anticorpos e reagentes

Como anticorpos primarios, foram utilizados o anticorpo monoclonal anti-p53
(camundongo) que reconhece a proteina p53 mutada (Dako Corporation cédigo
7001 clone DO -7) e o anticorpo monoclonal anti-bcl-2 que reconhece a proteina

bcl-2 (Dako Corporation).

2.4.2 Técnica de imunoistoquimica — Preparacao das laminas

De cada bloco de parafina, um corte foi submetido a coloragéo de rotina em
hematoxilina — eosina para andlise histolégica e confirmagédo da &rea tumoral. Os
cortes subsequientes foram submetidos a técnica imunoistoquimica de rotina do
Servigco de Patologia do HCPA, usando-se 0s anticorpos primarios anteriormente
descritos. Foi manufaturada somente uma lamina de cada anticorpo monoclonal a

partir de um Unico bloco de parafina. Todas as reagcfes foram executadas com
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controles positivos (cancer de mama para a expressao da proteina p53 e linfonodo

para a bcl-2).

Apés desparafinizacdo e reidratacdo, recuperagdo antigénica, inativacdo da
peroxidase endogena e bloqueio das reacgfes inespecificas, os cortes foram
encubados por 2 horas em temperatura ambiente, com uma soluc¢do diluida dos
anticorpos primarios a 1:100 para a proteina p53 e 1:80 para a bcl-2. A localizacao
dos anticorpos primérios foi alcancada pela aplicagdo subsequiente do complexo
estreptavidina-biotina peroxidase (LSAB, Dako) e a revelacdo com a utilizacdo do

diaminobenzidina tetraidroclorido (kit DAB, Dako).

2.4.3 Determinacdo imunoistoquimica das expressdes da proteina p53 e bcl-2

Os tumores foram considerados positivos para expressédo de p53 se 10% ou
mais dos nucleos das células tumorais estivessem corados em marrom (p53-

positivos).

Os tumores foram considerados positivos para a expressao de bcl-2 se 10%
ou mais do citoplasma das células tumorais estivessem corados em marrom (bcl-2-

positivos).

As laminas foram examinadas por dois patologistas independentes que nao

tinham conhecimento das informagdes histolégicas. Os poucos casos discordantes
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foram reexaminados em conjunto, em um segundo momento, e a concordancia foi

alcancada.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas sdo descritas sob a forma de média e desvio padrdo e

as categoricas sob a forma de proporc¢des.

A avaliagdo da associacdo entre expressdo das proteinas p53 e bcl-2 e as
caracteristicas histopatolégicas foram examinadas pelo teste do qui-quadrado.
Quando necessario, o teste exato de Fisher foi utilizado. A analise da sobrevida da
coorte foi feita pelo método de Kaplan-Meier. O impacto de cada fator prognéstico na
sobrevida foi testado pelo teste de log- rank. O nivel de significancia considerado foi
de 5%. O programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) para Windows,

versao 11.0, foi utilizado para a analise estatistica.

3 RESULTADOS

3.1 PACIENTES

Foram avaliadas 48 pacientes. A idade variou de 34 a 90 anos (média de 65,6

anos = 11,7 anos); 26 pacientes (54,2%) tinham idade igual ou inferior a 66 anos e

22 pacientes (45,8%) tinham idade de 67 anos ou mais.
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As principais caracteristicas histopatoldgicas estéo listadas na tabela 1.

3.2 IMUNOISTOQUIMICA DAS EXPRESSOES DA PROTEINA P53 E DA BCL-2

A expressao da proteina p53 foi positiva em 19 casos (39,6%) (figura 1).

A expressao da proteina bcl-2 foi positiva em 28 casos (58,3%) (figura 2).

3.3 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS P53 E BCL-2 E IDADE

A média de idade para as pacientes com p53 positivo foi de 66,4 + 11,6 anos

e para as p53 negativas foi de 55,1+ 11,9 (p = 0,73).

A média de idade para as pacientes com bcl-2 positivo foi de 66,3 + 10,2 anos

e para as bcl-2 negativas foi de 64,6 £ 13,7 anos (p=0,63).

3.4 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA P53 E OS ACHADOS

HISTOPATOLOGICOS

A associacdo entre a expressdo da proteina p53 e os indicadores
prognosticos histopatolégicos estdo sumarizados na tabela 2. Nao houve relagéo

estatisticamente significativa entre a frequéncia de expressdo da p53 e o tipo
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histologico (p = 0,176), a profundidade de invasdo miometrial (p = 0,632) e
estadiamento cirdrgico (p=0,061). A expressao da p53 foi mais freqiiente em

tumores indiferenciados (p = 0,007) e com comprometimento linfonodal (p = 0,030).

3.5 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BCL-2 E OS ACHADOS

HISTOPATOLOGICOS

A associacdo entre a expressdo da proteina bcl-2 e os indicadores
prognosticos histopatolégicos estdo sumarizados na tabela 2. Nao houve relagéo
estatisticamente significativa entre a frequéncia de expressao da bcl-2 e o tipo
histologico, grau de diferenciacdo tumoral, profundidade de invasdao miometrial,

estadiamento cirdrgico e comprometimento linfonodal.

3.6 SEGUIMENTO MEDIO E SOBREVIDA GLOBAL

O tempo de acompanhamento variou de 20 dias a 99,5 meses. A sobrevida
média global foi de 69,77 meses (IC= 58,18 — 81,37). Durante o periodo de

acompanhamento, ocorreram 16 Obitos.
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3.7 ASSOCIACAO DA PROTEINA P53 E TEMPO DE SOBREVIDA

A sobrevida média das 19 pacientes com expressao positiva para p53 foi de
48,9 meses (IC = 30,79 — 67,08) e das 29 pacientes com expressao negativa foi de

83,8 meses (IC = 71,6 — 96,1) (log rank p= 0,0023) (figura 3).

3.8 ASSOCIACAO DA PROTEINA BCL-2 E TEMPO DE SOBREVIDA

A sobrevida média das 28 pacientes com expressao positiva para bcl-2 foi de
72,48 meses (IC = 58,12 — 86,84) e das 20 pacientes com expressao negativa foi de

65,2 meses (IC = 47,8 — 82,6) (log rank p = 0,53) (figura 4).

3.9 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA P53 E OBITO

Houve uma significativa associa¢do entre os casos de 0bito e a expressao da
p53. A expressao da p53 relaciona-se positivamente com a freqiéncia de Obitos

(tabela 3).
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3.10 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BCL-2 E OBITO

N&o houve associacao entre a expressao da bcl-2 e 6bito (tabela 4).

4 DISCUSSAO

Esforco consideravel tem sido investido na identificacdo das alteracdes
genéticas e moleculares presentes nas neoplasias, em geral, e no carcinoma
endometrial, em particular, e na maneira como se relacionam com o estadiamento

da doenca e prognastico.

Varios estudos realizados em pacientes com tumores endometriais tém
apontado as proteinas p53 e bcl-2 como importantes variaveis prognoésticas. A
positividade da pesquisa imunoistoquimica para p53, além de identificar a expressao
proteica anormal — resultado de alteracdes estruturais e/ou funcionais — parece
também se relacionar a fatores adversos. Lesdes indiferenciadas, penetracao
tumoral profunda no miométrio, comprometimento linfonodal e estadios avancados
sao situacdes que se associam a positividade da p53. Ao contrario, a expressao da
proteina bcl-2 tem sido apontada como diretamente relacionada a evolugéo clinica
favoravel e a marcadores histopatologicos de bom prognostico (i.e., tumores
endometridides, bem diferenciados, de penetracdo miometrial superficial e
estadiamento precoce). A base tedrica, em que se apdiam estas observacoes
clinicas, mostra que a expressao imunoistoquimica da p53 e/ou a perda ou auséncia

de expressdo da bcl-2 associa-se a tumores com altos indices de apoptose e
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proliferacdo celular. Caracteristicas estas que se relacionam ao potencial de

progressao e disseminacéo tumoral®>*°.

Um recente modelo da carcinogénese endometrial reconheceu dois tipos
tumorais distintos: o adenocarcinoma endometridide (bom progndstico) e o
adenocarcinoma ndo endometribde (mau progndstico). O tumor endometridide
desenvolve-se de forma lenta e progressiva a partir da hiperplasia endometrial em
um ambiente de estimulo estrogénico sem oposicéo. E caracterizado por expresséo
sustentada de bcl-2 e alteracOes tardias no gene P53, como se evidencia pela
auséncia da p53 nas hiperplasias atipicas e nas lesGes de baixo grau (estadio | e
%1718 Em contraste, adenocarcinomas ndo endometridides (especialmente os
serosos e o0s de células claras) desenvolvem-se em um epitélio atréfico sem
estimulo estrogénico, sdo agressivos e tém um ambiente biolégico distinto. A
mutacdo génica e o acumulo da proteina p53 sdo frequentemente encontrados
mesmo no carcinoma endometrial intra-epitelial, entidade histopatolégica identificada
como lesao precursora da neoplasia papilar serosa e presente em aproximadamente
90% dos casos’ 1920?2223 Em um estudo de Kounelis e colaboradores (col)*, foi
demonstrada que a expressao imunoistoquimica da p53 se estende as glandulas
endometriais atipicas e atroficas adjacentes a area de neoplasia papilar invasora.
Estas informacBes comprovam que, nestes casos, as alteracdes no P53 sao eventos

gue ocorrem precocemente na carcinogénese.

O estudo em foco analisou as taxas de expressao das proteinas p53 e bcl-2 e
a maneira como se relacionam aos fatores prognésticos tradicionais. O método

utilizado para determinar esta expressdo foi o de imunoistoquimica (imh). Este, em
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razao da sua simplicidade de execucao e baixo custo, tem sido amplamente utilizado
em estudos deste tipo. Ademais, pode ser realizado utilizando-se material biolégico
estocado e conservado por longo tempo em blocos de parafina. Em relagdo a p53,
parece nao haver diferenca na reatividade quando analisadas diferentes fragbes
tumorais e tdo pouco esta € influenciada pelo tempo de armazenamento dos

blocos?*?°,

Também, o uso de anticorpos monoclonais de diferentes fontes
comerciais parece ndo alterar a frequiéncia da expressdo?®. A expresséo da bcl-2, ao
contrario, pode variar, segundo alguns estudos, de acordo com o anticorpo

monoclonal utilizado e técnica de execugdo do exame. Isso, em parte, pode justificar

a discrepancia de resultados verificada na literatura em relacéo a esta proteina **

Diferente das técnicas que usam a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
a avaliacdo imunoistoquimica ndo permite a identificacdo de anormalidades no gene.
Os resultados positivos normalmente se relacionam a alteragdes estruturais das
proteinas por ele codificadas. De uma forma simplificada, pode-se dizer que
proteinas anormais séo resultantes de genes anormais e mutados. No entanto, a
positividade imh pode ocorrer somente como resultado da ligagdo destas proteinas a
outras, 0 que poderia Ihes conferir maior estabilidade e permitir o seu acimulo nas
células neoplésicas. Ao contrario, a presenca de tipos especificos de mutagdes (p.e.,
do tipo frame-shift) produz proteinas truncadas ou instaveis, que sao indetectaveis
ao exame de imh. Portanto, na perspectiva pratica, o exame de imh tem baixa
sensibilidade, baixa especificidade e modesto valor preditivo para definicdo de

portadores de mutacdes génicas?’.
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Nos carcinomas endometriais, a expressdao da p53 na leitura
imunoistoquimica pode ndo se relacionar a mutacdo génica, especialmente nos
tumores endometridides. Nestes casos, a ligagdo da p53 a outras proteinas
nucleares, formando complexos protéicos de alta estabilidade, parece explicar a sua
imunorreatividade. Ao contrario, nas lesdes ndo endometridides, particularmente nos
tumores serosos, de comportamento mais agressivo, € bem mais comum a presenca
de mutacdes no gene?*?. Em relacéo a proteina bcl-2, acredita-se que, em tumores

sélidos, sua expressdo ndo esta associada a anormalidade génica®.

Neste estudo, detectou-se a expressado nuclear da p53 em 39,6% dos casos.
Esta frequéncia global é concordante com a literatura, que mostra taxas que variam

de 21 a 49%%>18,

Em relacdo as variaveis clinicas, ndo foi encontrada nenhuma associagéo da
p53 com a idade das pacientes. Isto também foi evidenciado no estudo de Geisler e
col.*?. N&o foi possivel avaliar a relacdo da expressdo da p53 com o grupo racial,
uma vez gue esta caracteristica nao foi incluida de forma adequada nos registros
médicos. Kohler e col.*® observaram uma freqiiéncia aumentada de expressdo da
p53 em tumores endometriais de pacientes negras. A influéncia das diferengas
étnicas e das altas taxas de miscigenacdo da populacdo em foco sobre os

marcadores bioldgicos e outros fatores progndésticos ainda necessita ser esclarecida.

Na andlise do tipo histoldgico, verificou-se que 58,3% dos tumores nao
endometridides e 33,3% dos tumores endometridides expressaram p53. Esta

diferenca, apesar de definir uma tendéncia, ndo se mostrou significativa (p = 0,176).
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Na revisdo da literatura, a diferenca de expressdo entre estes dois tipos é mais
relevante. Geisler e col.'?> observaram que 57,3% dos tumores endometridides e
94,1% dos tumores ndo endometridides expressavam p53 (p < 0,001). Em um

1.3° analisando 51 casos, observaram, em material de

estudo brasileiro, Bonfitto e co
curetagem uterina, a expressao de p53 em 16% dos tumores endometridides e em
71% dos ndo endometridides (p < 0,05). Quando analisados somente 0s tumores

serosos e de células claras, Kounelis e col.'®

encontraram indices de positividade
em 76 a 100% dos casos. No presente trabalho, a avaliagao isolada destes subtipos,
apesar do numero reduzido de casos (5 casos), também, demonstrou uma

frequéncia de expressao alta (80%).

Encontrou-se uma maior freqiéncia de expressdo da p53 nos casos de
tumores de pior diferenciagdo (G3 71,4% X G2 35% X G1 14,3%; p = 0,007).
Resultados semelhantes foram encontrados em inimeros estudos'*#3*3?, N&o foi
detectada diferenca significativa para a expressédo da p53 em relagéo a profundidade
de invasdo miometrial. Geisler e col.?, ao analisarem 46 casos de pacientes com
neoplasia endometrial, verificaram ser a expressdo de p53 mais freqiente em
tumores avancados e indiferenciados, mas também n&o encontraram diferenca para

invasao miometrial.

A expressdo da proteina p53 nao variou conforme o estadiamento cirdrgico.
Analisando-se, no entanto, somente 0 comprometimento linfonodal, o que
caracteriza o estadio IlIC, observou-se que a imunorreatividade para p53 foi mais
freqUente nesta situacdo (p = 0,030). O comprometimento linfonodal € considerado,

7

hoje, a variavel prognéstica mais importante®. A literatura é rica em estudos que
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demonstram uma associacdo direta do estadiamento cirurgico avancado e do
i i 3 12,25,31,32 H ~ . gz
comprometimento linfonodal com a expressao da p53 . A disseccéo linfatica
realizada de forma ampla ou apenas por amostragem e a impossibilidade de definir
sobre o estadiamento cirirgico em vinte e duas pacientes sao criticas a este estudo.
Pacientes que foram submetidas somente a linfadenectomia pélvica por amostragem
— abordagem cirargica comumente utilizada nos primeiros anos do estudo —
poderdo ter sido subestadiadas e isto ter, de alguma forma, influenciado os

resultados.

Estudos tém relacionado a expressdo da p53 a diminuicdo do tempo de
sobrevida global em pacientes com tumores endometriais. Ohkouchi e col.°
determinaram gue a taxa de sobrevida, em 5 anos, para pacientes em estadio lll/1V
variou conforme a expressao da p53. A sua presenca relacionou-se a 40,4% de

sobrevida e a sua negatividade a 75,7%. Oreskovic e col.?’

também observaram que
a positividade celular para p53 se relacionou a pior sobrevida em tumores G1 e G2.
lto e col.®, ao analisarem 221 pacientes com doenca inicial, demonstraram que a
expressao da p53 estava presente em 50% dos casos que foram a o6bito e em
somente 8% das pacientes vivas e sem doenca. No presente estudo, a positividade
para p53 relacionou-se, em analise univariada, a risco de 0Obito. Entre as pacientes
gue foram a Obito, 68,7% expressavam p53 (tabela 3). Ao contrario, somente 25%
das pacientes vivas e sem doenca foram p53 positivas (tabela 5). Este resultado n&o
foi influenciado pela extensédo do procedimento cirdrgico (amostragem linfonodal ou

linfadenectomia pélvica completa) ou pelo tratamento complementar — fatores

potencialmente relacionados a recidiva e/ou sobrevida — visto que ndo se encontrou
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diferenga estatisticamente significativa quando analisadas estas variaveis e a

expressao da p53 (tabelas 6 e 7).

Em andlise multivariada, ndo foi possivel caracterizar a expressdo da p53
como fator progndstico independente quando comparada a tipo e grau histolégico,
invasdo miometrial e estadiamento. Este achado é discordante dos dados descritos
na literatura®**?® 3. No entanto, o pequeno nimero de casos e de desfechos torna

este trabalho ndo apropriado para tal tipo de andlise.

A expressao citoplasmaética de bcl-2 foi encontrada em 58,3% dos carcinomas
analisados neste estudo. A literatura descreve taxas que variam de 34 a 85%,

dependendo da selecéo de pacientes.

O presente estudo ndo demonstrou relagdo da expressao de bcl-2 com a
idade, o tipo e grau histolégico, profundidade de invasdo miometrial, estadiamento

cirurgico e sobrevida (tabelas 2 e 4, figura 4).

A literatura tem se mostrado contraditoria em relagdo a expresséo da bcl-2 e
fatores progndsticos. Alguns tumores de prostata e neuroblastomas com reacgdo
positiva para bcl-2 apresentam comportamento biolégico altamente agressivo. Isto
pode ser explicado pela resisténcia a terapia hormonal e/ou citotéxica conferida pela
persisténcia da bcl-2 e a sua capacidade de inibir a apoptose®**. Na neoplasia
endometrial, ao contrario, varios estudos mostram a sua alta expressao relacionada
a alguns fatores prognosticos favoraveis — lesbes bem diferenciadas, de tipo

endometriide e em estadios iniciais'®*****"% | onge de ser um assunto bem
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definido, alguns outros estudos ndo encontraram resultados semelhantes™*2.

Kounelis e col.'®

, estudando 61 pacientes, ndo encontraram diferenca significativa na
expressdo de bcl-2 quando analisados tipo histolégico, grau de diferenciacdo e
estadiamento. Giatromanolaki e col.’®, analisando 133 pacientes, ndo encontraram
nenhuma relacdo deste marcador com grau tumoral, profundidade de invasao

miometrial e invasdo linfovascular. Sakuragi e col.*

nao encontraram diferenca
significativa para expressao da bcl-2 quando analisados comprometimento linfonodal
e grau tumoral; no entanto, esta foi inversamente proporcional a penetracéo

miometrial (p< 0,025).

Concluindo, este estudo demonstrou que a expressao da p53 foi diretamente
associada a Obito e marcadores de mau prognostico (grau de diferenciacao tumoral,
lesBes serosas e de células claras e comprometimento linfonodal). Este achado a
coloca como variavel relacionada & maior agressividade tumoral. E possivel que
venha a se constituir em fator prognostico independente, com sua presenca
valorizada em pacientes com doenca de baixo grau (estadio inicial e tumores bem
diferenciados). Um namero maior de casos é necessario para que se possa obter
esta informagdo. A expressdo da bcl-2, ao contrario, ndo se asssociou aos fatores
prognosticos conhecidos. Isto ndo invalida a importancia que vem sendo dada, na
literatura, aos marcadores da apoptose, uma vez que a morte celular programada
parece ser o resultado de um sistema altamente complexo, onde ha a participacao
de inumeros genes. Em relacdo ao endométrio, sdo possiveis influéncias a
expressdo da bcl-2, a atividade de receptores hormonais, principalmente os
receptores de progesterona e a atividade das proteinas homodlogas a bcl-2, quais

sejam, bax, bcl-x, bcl-xs — variaveis estas nao inclusas neste estudo.
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TABELAS E FIGURAS

Figura 1- Imunoistoquimica da expresséo da proteina p53: (1A)
Positiva e (1B) Negativa. A expressao foi observada no nucleo
(seta) das células tumorais



Figura 2- Imunoistoquimica da expressao da proteina bcl-2: (2A)
Positiva e (2B) Negativa. A expressao foi observada no
citoplasma (seta) das células tumorais
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Sobrevisa cumulativa

78

Curva de sobrevida
1.0
of

b e

44 BCL2

A a negativo

positivo

tempo (meses)

Figura 4 - Curvas de sobrevida de acordo com a expresséo da
proteina bcl-2



Tabela 1 - Caracteristicas histopatoldgicas dos tumores
endometriais ressecados no servi¢co de Oncologia Genital do
HCPA

Caracteristicas Numero de pacientes

Tipo histolégico
Endometridide
N&o endometridide
Papilar seroso
Adenoescamoso
Mucinoso
Indiferenciado
Células claras
Grau de diferenciacao*
Gl
G2
G3
Profundidade de invasdo miometrial*
Nenhuma
Menor ou igual a 50%
Maior que 50%
Terco médio
Estadiamento cirtrgico**
I
Il

Comprometimento linfonodal (estadio IIIC)**

Positivo

Negativo

(n=48)

36 (75%)
12 (25%)
4

3

2

2

1

(n=48)

14 (29,2%)
20 (41,6%)
14 (29,2%)
(n=48)

2 (4,2%)
19 (39,6%)
26 (54,2%)
1 (2%)
(n=26)

9 (34.6%)
3 (11.5%)
14 (53.9%)
(n=37)

5 (13,5%)

32 (86,5%)

*Conforme critérios do Colégio Americano de Patologia (CAP) e OMS

**Conforme FIGO, 1988
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Tabela 2 — Relagéo entre as expressdes da proteina p53 e da
proteina bcl-2 e as caracteristicas histopatoldgicas nas
pacientes com neoplasia endometrial submetidas a tratamento
cirargico priméario

Caracteristicas p53 p53 Valorde bcl-2 pos Bcl-2 Valor de

positivo  negativo p neg p

Tipo histologico
Endometridide 12 (33) 24 (66,7) 0,176 21(58,3) 15(41,7) 1
Nao endometridide 7(58,3) 5(41,7) 7(58,3) 5(41,7)

Invasdao miometrial

Sem invasdo miometrial 1 (50) 1 (50) 0,632 1 (50) 1 (50) 0,855
Menor ou igual a 50% 6(31,6) 13(66,4) 11 (57,9) 8(42,1)

Maior que 50% 12 (46,2) 14 (53,8) 15 (57,7) 11 (42,3)
Invasao do terco médio 1 (100) 1 (100)

Grau de diferenciacdo tumoral

Bem diferenciado (G1) 2(14,3) 12 (87,5 0,007 8(57,1) 6(42,9 0,285
Moderadamente diferenciado (G2) 7 (35) 13 (65) 14 (70) 6 (30)
Pouco diferenciado (G3) 10 (71,4) 4(28,6) 6(42,9) 8(57,1)

Estadiamento cirdrgico

| 1(11,1) 8(88.9) 0061  4(444) 5(556) 0,608

I 2(66,7) 1(33,3) 2(66,7) 1(33,3)

1l 8(57,1) 6(42,1) 5(35,7) 9(64,3)
Comprometimento linfonodal (l1IC)

Positivo 4 (80) 1(20) 0,030 1 (20) 4 (80) 0,285

Negativo 8 (25) 24 (75) 20 (62,5) 12 (37,5)

O numero entre parénteses corresponde ao percentual



Tabela 3 — Associacdo da expressdo da proteina p53 e 6bito
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(n=16)
Obito RR Valor de p
n (%) (IC 95%)
p53 positivo 11 (68,7) 3,358 (1,386-8,134) 0,005

p53 negativo 5(31,3)

Tabela 4 — Associacao da expressao da bcl-2 e 6bito

(n=16)
Obito RR Valor de p
n (%) (IC 95%)
bcl-2 positivo 9 (56,2) 0,918 (0,411-2,052) 1

bcl-2 negativo 7 (43,8)




Tabela 5 — Frequéncia da expresséo da p53 em pacientes vivas
(n=32)

Pacientes Valor de p

n (%)

p53 positivo 8 (25) 0,005

p53 negativo 24 (75)

Tabela 6 — Associacdo da expressao da proteina p53 e a
realizacdo da linfadenectomia pélvica completa (n=48)

82

Linfadenectomia p53 positivo p53 negativo Total Valor de p

pélvica completa

7 (36,8) 7 (24.) 14 p=0,517
12 (63,2) 22 (75,9) 34
19 29 48

O numero entre parénteses corresponde ao percentual



Tabela 7 — Associacdo da expressdo da proteina p53 e
tratamento complementar (n=45)

83

Tratamento p53 positivo p53 negativo Total Valor de p
complementar
Sim 14 (77,8) 20 (74,1) 34 p=1
N&o 4(22,2) 7 (25,9) 11
Total 18 27 45

O numero entre parénteses corresponde ao percentual
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ABSTRACT

Objectives: To check the frequency of p53 and bcl-2 immunohistochemical
expression in patients with endometrial carcinoma and to correlate it with histological
factors (histological type, tumor grade, depth of myometrial invasion, lymph node
involvement and surgical staging) and survival.

Design: Historical cohort study

Institution: Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a teaching hospital affiliated with
the School of Medicine of Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Methods: Forty-eight patients with endometrial carcinoma who were submitted to
primary surgical treatment were assessed. p53 and bcl-2 immunohistochemical
expression was determined using paraffin blocks containing the tumor area.

Results: p53 and bcl-2 expression was detected in 39.6 and 58.3% of the tumors,
respectively. No significant difference was found regarding the frequency of p53
expression when analyzing histological type (33.3% in endometrioid tumors, 58.3% in
nonendometrioid tumors; p = 0.176), depth of myometrial invasion (p = 0.632) and
surgical staging ( I- 11.1%, Il — 66.7%, lll — 57.1%; p = 0.061). P53 expression was
significantly more frequent in undifferentiated tumors (p = 0.007) and in those
showing lymph node involvement (p = 0.03). The univariate analysis showed a
positive association with death (RR 3.358 , CI 1.386 — 8.134; p = 0.005) and short-
term survival. The present study did not reveal any correlation of bcl-2 expression
with histopathological markers and survival.

Conclusion: This study showed that p53 expression is directly correlated with
undifferentiated tumors, lymph node involvement and risk of death. On the other

hand, bcl-2 expression was not correlated with known histological factors.
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1. INTRODUCTION

Endometrial carcinoma is one of the most common gynecological
malignancies. In Brazil, where epidemiological notifications are inadequate,
endometrial carcinoma ranks fifth among all tumors, being only surpassed by breast,

cervical, colonic and stomach cancers?.

Conventional prognostic markers used to determine the clinical course of
endometrial carcinomas include histological type, tumor grade, depth of myometrial
invasion, lymph node involvement and staging® .This information is obtained by the
histological analysis of surgical specimens. Clinical variables, such as age and ethnic
group also have been regarded as important prognostic

factors®.

Most women (75-88%) with endometrial carcinoma have early-stage disease
at diagnosis*”. Because of that, these patients have a good prognosis, with a five-
year survival rate between 80 and 85%°. However, the fact that 15 to 20% of these
patients , with apparently curable disease, will have recurrent disease and will die,
makes us speculate about the existence of additional factors that may be related to

the risk of tumor progression and dissemination.
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In the last few years, thanks to improvements in molecular biology, some
biological markers have been suggested to be as important as or more important
than conventional factors®. Several publications have regarded p53 (P53) and bcl-2

(Bcl-2) genes as possible markers of tumor aggressiveness.

P53 is considered a tumor suppressor gene. This gene expresses a protein
called p53 which, due to injuries to the cell genome, halts the progression of the cell
cycle and causes apoptosis (programmed cell death). The functional inactivation of
p53 plays a crucial role in the malignant transformation process. It provides the tumor
cell with a higher capacity for division and proliferation’. Twenty-one to 49% of
endometrial carcinomas show abnormal p53 expression. Its positivity, seen in
immunohistochemical analysis, seems to be related to undifferentiated, aggressive

tumors, with a poor prognosis.

Bcl-2 is a gene that inhibits apoptosis. It encodes a protein with 25 to 26 kda
(bcl-2), located in the mitochondrial membrane, endoplasmic reticulum and nuclear
membrane®. The levels of bcl-2 expression vary in a cyclic fashion in normal
endometrium. These levels are higher during the proliferative phase and decrease in
the secretory phase, thus suggesting hormonal regulation. Moreover, bcl-2
expression, which is relatively high in normal endometrium, decreases in atypical
hyperplasias and adenocarcinoma®'°. Its sustained expression may be important at
the early stages of endometrial carcinoma. bcl-2 expression has been related to well-
differentiated endometrial tumors, early-stage disease and disease with a good

prognosis.
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The aim of the present study was to check the frequency of p53 and bcl-2
immunohistochemical expression in patients surgically treated for endometrial
carcinoma in our setting, and to correlate it with conventional histological and
prognostic factors (histological type, tumor grade, depth of myometrial invasion,

lymph node involvement and surgical staging) and survival.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Patients

Between January 1996 and December 2001, 52 consecutive patients with a
histological diagnosis of endometrial carcinoma were submitted to primary surgical
treatment at the Division of Genital Oncology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). This division is considered a reference center for the treatment of

endometrial carcinoma.

Patients with concomitant history or presence of any other malignancy and/or
previously submitted to neoadjuvant therapy were excluded from the study.
Therefore, four patients with previous history of malignancy (two with colon cancer,
one with breast cancer and one with cervical cancer) were excluded from the initial

group. Altogether, 48 patients participated in the study.

Out of these 48 patients, 11 (23%) were submitted to total hysterectomy with
bilateral salpingo-oophorectomy with or without peritoneal cytology, and 37 patients
(77%), in addition to total hysterectomy, were submitted to some form of pelvic lymph

node dissection (total dissection or lymph node sampling) with or without peritoneal



89

cytology, .The number of pelvic lymph nodes dissected ranged from 2 to 40 (mean of
16.9; standard deviation of 9.71). In addition to pelvic lymphadenectomy, paraaortic

lymph node sampling (2-8 lymph nodes, mean of 3.36) was performed in 11 patients.

It was possible to define surgical staging in 26 patients using the information

obtained from the patients’ histopathological records.

Of these 48 patients, 34 were referred for postsurgical adjuvant therapy and in
three cases no mention of such indication was found on the medical records.
Radiotherapy (teletherapy and/or brachytherapy) was the treatment of choice in 31

patients.

2.2. Study design, follow-up and ethics

A historical cohort was used. Surgical resection was regarded as zero time.
The follow-up began after tumor resection, extending up to the patient’s death or up
to the end of the study period (December 2003). Related death (outcome) was that
which was directly associated with the event (endometrial cancer). Information about
the patients’ survival was obtained from the medical records and also via phone calls
and regular mail. Outpatients were instructed to see their doctor every three months
during the first postoperative year, every four months in the second year and every
six months in the third to the fifth years, and annually from the sixth year on. The
study protocol was approved by the Research and Ethics Committee of the HCPA

Graduate Research Group.
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2.3. Analyzed Variables

Age and the description of the histological analysis of the surgical specimen
were obtained from the review of medical records. The variables analyzed included
age, histological type, tumor grade, depth of myometrial invasion, lymph node

involvement and surgical staging.

Histological type and tumor grade were redefined by the analysis of the new
hematoxylin-eosin-stained slides embedded in paraffin blocks containing the tumor
area, which were later used for the immunohistochemical analysis. The cases in
which the classification of the depth of myometrial invasion was based on outdated
criteria (i.e, depth of myometrial invasion divided into thirds) were reclassified. The
surgical specimen was obtained from the Division of Pathology of HCPA. The slides

were assessed by two independent pathologists.

The histological classification satisfied the criteria established by the College
of American Pathologists (CAP)™. Endometrial lesions were divided into two large
groups: endometrioid adenocarcinomas and nonendometrioid adenocarcinomas
(whose subtypes include serous papillary carcinoma, clear cell carcinoma, mucinous
carcinoma, squamous cell carcinoma, undifferentiated carcinoma and mixed-cell
carcinoma). Adenosquamous carcinoma was considered, as occurs in most studies

of this type, a nonendometrioid lesion'**34,

According to their histological type, endometrioid adenocarcinomas were

classified into: a. well-differentiated tumors (G1) — tumors including only glands; b.
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moderately differentiated tumors (G2) — combination of glands and solid epithelial
masses; c. undifferentiated tumors (G3) — predominant solid proliferations.
Undifferentiated, serous, and clear cell carcinomas were considered undifferentiated
lesions. Since no universally accepted criteria exist for the classification of mucinous

carcinomas, we used the same classification used for endometrioid tumors?t.

The currently used classification for the depth of myometrial invasion is the
following: A — no invasion (restricted to the endometrium); B — invasion less than or
equal to 50% and C — invasion greater than 50%. (11) This new classification could

not be used in only one case.

The surgical staging of endometrial carcinomas was defined according to the
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) staging (1988): | —
disease restricted to the uterine corpus; Il — cervical involvement and Il —
involvement of uterine adnexa and/or positive retroperitoneal lymph nodes and/or

peritoneal cytology.

2.4. Immunohistochemical analysis

2.4.1 Antibodies and reagents

The following primary antibodies were used: mouse monoclonal anti-p53
antibody, which recognizes protein p53 (Dako Corporation code 7001 clone DO -7),

and monoclonal anti-bcl-2 antibody, which recognizes bcl-2 (Dako Corporation).
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2.4.2. Immunohistochemical technique — Preparation of slides

One section from each paraffin block was submitted to hematoxylin-eosin
staining for histological analysis and confirmation of the tumor area. The subsequent
sections were submitted to routine immunohistochemical analysis by the Division of
Pathology of HCPA using the previously described primary antibodies. Only one slide
was mounted with each monoclonal antibody using a single paraffin block. All
reactions were performed with positive controls (breast cancer for p53 expression

and lymph node for bcl-2 expression).

After deparaffinization and rehydration, antigen retrieval, inactivation of
endogenous peroxidase and blocking of nonspecific reactions, the sections were
incubated for two hours at ambient temperature with a diluted solution of primary
antibodies (at 1:100 for p53 and 1:80 for bcl-2). The primary antibodies were located
by subsequent use of the streptavidin-biotin peroxidase complex (LSAB, Dako) and

revealed with diaminobenzidine tetrahydrochloride (kit DAB, Dako).

2.4.3. Immunohistochemical determination of p53 and bcl-2 expressions

Tumors were positive for p53 expression if 10% or more of the nuclei of tumor

cells was stained brown (p53-positive).

Tumors were positive for bcl-2 expression if 10% or more of the cytoplasm of

tumor cells was stained brown (bcl-2-positive).
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The slides were examined by two independent pathologists who were blinded
to the histological data. Cases with discrepant scores were later reassessed together

until an agreement could be reached.

2.5. Statistical Analysis

Continuous variables are described as mean and standard deviation and

categorical variables are described as proportions.

The correlation between p53 and bcl-2 expressions and the histopathological
characteristics were analyzed by the chi-square test. Fisher's exact test was used
whenever necessary. The survival analysis was made using the Kaplan-Meier
method. The impact of each prognostic factor on survival was assessed by the log-
rank test. The significance level was established at 5%. The Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) for Windows version 11.0 was used for the statistical

analysis.

3. RESULTS

3.1. Patients

Forty-eight patients were assessed.



94

Age ranged from 34 to 90 years (mean of 65.6 years £ 11.7 years). Twenty-six
patients (54.2%) were 66 years old or younger and 22 patients (45.8%) were 67

years old or older.

The major histopathological characteristics are listed in Table 1.

3.2. Immunohistochemical analysis of p53 and bcl-2 expressions

P53 expression was positive in 19 cases ( 39.6%) (Figure 1).

Bcl-2 expression was positive in 28 cases (58.3%) (Figure 2).

3.3. p53 and bcl-2 expression versus age

The mean age for p53-positive patients was 66.4 + 11.6 years and 55.1+ 11.9

(p = 0.73) for p53-negative patients.

The mean age for bcl-2-positive patients was 66.3+ 10.2 years and 64.6+13.7

years (p=0.63) for bcl-2-negative patients.

3.4. p53expression versus histopathological findings
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The correlation between p53 expression and histopathological prognostic
factors are summarized in Table 2. No statistically significant correlation was found
between the frequency of p53 expression and histological type (p = 0.176), depth of
myometrial invasion (p = 0.632) and surgical staging (p=0.061). P53 expression was
more frequent in undifferentiated tumors (p = 0.007) and in those with lymph node

involvement (p = 0.030).

3.5. bcl-2 expression versus histopathological findings

The correlation between bcl-2 expression and histopathological prognostic

factors are summarized in Table 2. No statistically significant correlation was found

between the frequency of bcl-2 expression and histological type, tumor grade, depth

of myometrial invasion, surgical staging and lymph node involvement.

3.6. Mean follow-up and overall survival

The mean follow-up period ranged from 20 days to 99.5 months. Mean overall

survival was 69.77 months (Cl= 58.18 — 81.37). Sixteen patients died during the

follow-up period.

3.7. pb53 expression versus survival
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The mean survival for the 19 p53-positive patients was 48.9 months (Cl =

30.79 — 67.08) and for the 29 p53-negative patients it was 83.8 months (Cl = 71.6 —

96.1) (log rank p=0.0023) ( Figure 3).

3.8. Dbcl-2 expression versus survival

The mean survival for the 28 bcl-2-positive patients was 72.48 months (Cl =

58.12 — 86.84) and for the 20 bcl-2-negative patients it was 65.2 months (Cl =47.8 —

82.6) (log rank p = 0.53) (Figure 4).

3.9. pb3 expression versus death

A significant correlation was observed between death and p53 expression.

P53 expression is positively correlated with the occurrence of deaths (Table 3).

3.10. bcl-2 expression versus death

No correlation was observed between bcl-2 expression and death (Table 4)

4. DISCUSSION

Considerable effort has been made in order to identify the genetic and

molecular changes observed in carcinomas in general and, especially, in endometrial
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carcinoma, and to determine how they relate to the staging and prognosis of the

disease.

Several studies carried out in patients with endometrial tumors have indicated
that p53 and bcl-2 are important prognostic variables. The presence of p53
immunoreactivity, in addition to indicating abnormal protein expression — as a result
of structural and/or functional changes — seems to be correlated with adverse factors.
Undifferentiated lesions, deep myometrial invasion, lymph node involvement and
advanced stage of the disease are associated with p53 positivity. Conversely, bcl-2
expression has been directly correlated with favorable clinical outcome and good
histopathological prognostic factors (i.e., well-differentiated endometrioid tumors with
superficial myometrial invasion and early staging). The theoretical basis for these
clinical observations shows that p53 immunohistochemical expression and/or the loss
or absence of bcl-2 expression is associated with tumors characterized by a high
level of apoptosis and cellular proliferation. These characteristics are related to the

possibility of tumor progression and dissemination> *°.

A recent model of endometrial carcinogenesis revealed that there are two
different types of tumors: endometrioid adenocarcinoma (with a good prognosis) and
nonendometrioid adenocarcinoma (with a dismal prognosis). Endometrioid tumors
develop slowly and progressively as a result of endometrial hyperplasia in unopposed
estrogen activity. It is characterized by sustained bcl-2 expression and late mutations
to the P53 gene, as confirmed by the absence of p53 in atypical hyperplasias and in

I |)6,l7,18.

low-grade lesions (stage | and On the other hand, nonendometrioid

adenocarcinomas (especially serous and clear cell carcinomas) develop in an
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atrophic epithelium without estrogen stimulation, are aggressive and have a distinct
biological environment. Gene mutation and p53 protein accumulation often are found
in intraepithelial endometrial carcinoma, a histopathological entity identified as a
precursor lesion for serous papillary carcinoma and observed in approximately 90%
of cases!’ 1920212223 A stydy conducted by Kounelis et al*® showed the extension of
p53 immunoreactivity to atypical and atrophic endometrial glands adjacent to the
area of the invasive papillary tumor. This information proves that, in these cases,

mutations to the P53 gene occur early on in carcinogenesis.

Our study analyzed p53 and bcl-2 expressions and how they relate to
conventional prognostic factors. Immunohistochemistry (IHC) was used to determine
these expressions. This method, due to its easy application and low cost, has been
widely used in studies of this type. Furthermore, it allows the use of stored biological
material preserved for long periods of time in paraffin blocks. With regard to p53,
there seems to be no difference as to immunoreactivity when different tumor fractions
are analyzed, and its expression is not influenced by prolonged storage of paraffin
blocks?*?°. Also, the use of monoclonal antibodies from different commercial sources
does not seem to change the frequency of p53 expression?®. However, according to
some studies, bcl-2 expression may vary with the type of monoclonal antibody used
and with the technique used for the analysis. To some extent, this may explain the

discrepant results described in the literature regarding bcl-2 expression*®.

Unlike the techniques that employ polymerase chain reaction (PCR), the
immunohistochemical analysis does not allow the identification of gene abnormalities.

Positive results usually are associated with structural changes in the proteins
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encoded by the gene. Simply put, we may say that abnormal proteins result from
abnormal and mutant genes. However, immunoreactivity may occur only as a result
of the binding of these proteins to other proteins, which could provide them with
increased stability and allow them to accumulate in neoplastic cells. Conversely, the
presence of specific types of mutations (e.g.: frame-shift) produces truncated or
unstable proteins, which go undetected by IHC. Therefore, in practice, IHC has low
sensitivity, low specificity and reasonable predictive value for the determination of

gene mutation carriers®’.

In endometrial carcinomas, p53 expression in IHC may not be associated with
gene mutation, especially in endometrioid tumors. In these cases, the binding of p53
to other nuclear proteins, forming highly stable protein complexes, apparently
explains its immunoreactivity. On the other hand, in nonendometrioid lesions,
especially in serous tumors, which are more aggressive, gene mutations are more
common®* . With regard to bcl-2, its expression in solid tumors hasn’'t been

associated with abnormal genes®.

In our study, we detected nuclear p53 expression in 39.6% of cases. This
overall frequency is consistent with the literature, which describes rates between 21

and 49%>>18,

As far as the clinical variables are concerned, we did not find any association
of p53 expression with patient ages. This also was described by Geisler et al.>. We

could not assess the correlation of p53 expression with ethnic group, as race was not

2
|25

properly specified in the medical records. Kohler et al.”> observed an increased p53
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expression in endometrial tumors in black patients. The influence of ethnic
differences and high rates of miscegenation of the Brazilian population on biological

markers and on other prognostic factors has not been clarified yet.

As to histological type, we found that 58.3% of nonendometrioid tumors and
33.3% of endometrioid tumors had p53 expression. Although this difference shows a
tendency, it was not statistically significant (p = 0.176). In the review of the literature,
the difference in p53 expression between these two types of tumors is more relevant.
Geisler et al.'? observed that 57.3% of endometrioid tumors and 94.1% of
nonendometrioid tumors had p53 expression (p < 0.001). In Brazil, Bonfitto et al.*
studied 51 cases and observed p53 expression in 16% of endometrioid tumors and in
71% of nonendometrioid tumors (p < 0.05) in uterine curettage specimens. By
analyzing only serous and clear cell tumors, Kounelis et al.*® found positivity rates in

76 to 100% of cases. In our study, the separate assessment of these subtypes also

showed a high p53 expression (80%), despite the small number of cases (5 cases).

We noted increased p53 expression in poorly differentiated tumors (G3 71.4%
X G2 35% X G1 14.3%; p = 0.007). Similar results were obtained in several
studies*®?>3132 We did not find any significant difference in p53 expression in
relation to the depth of myometrial invasion. By studying 46 patients with endometrial
carcinoma, Geisler et al.*® found out that p53 expression was more frequent in
advanced-stage and undifferentiated tumors, but they also could not find any

difference as to myometrial invasion.
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p53 expression wasn't statistically different when analysed surgical staging.
However, when only lymph node involvement, which characterizes stage IlIC, was
analyzed, we observed that p53 immunoreactivity was more frequent in this situation
(p = 0.030). Lymph node involvement is currently regarded as the most important
prognostic variable®. The literature abounds with studies that show a direct
association of advanced surgical staging and lymph node involvement with p53
expression'??31:32  Extensive lymph node dissection or only lymph node sampling
and the impossibility to determine about the surgical staging in twenty two cases are
possible limitations of this study. Patients submitted to pelvic lymph node sampling —
a surgical approach that is commonly used in the first years of study — may have

been understaged and somehow interfered with the results.

Studies have correlated p53 expression with a decrease in overall survival in
patients with endometrial tumors. Ohkouchi et al ®. noted that the five-year survival
for stage lll/IV patients varied according to p53 expression. Its presence was related
to 40.4% of survival whereas its absence was equivalent to 75.7%. Oreskovic et al.?’
also observed that p53 positivity was associated with poor survival in G1 and G2
tumors. Ito et al.*® studied 221 patients with early-stage disease and found that p53
expression was present in 50% of the patients who died and in only 8% of living and
disease-free patients. In our study, according to the univariate analysis, p53 positivity
was associated with risk of death. Among the patients who died, 68.7% had p53
expression (Table 3). Conversely, only 25% of living and disease-free patients were
p53 -positive (Table 5). This result was not influenced by the extension of the surgical

procedure (lymph node sampling or extensive pelvic lymphadenectomy) or by

adjuvant therapy — factors potentially related to recurrence and/or survival — since we
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did not find a statistically significant difference when these variables and p53

expression were analyzed (Tables 6 and 7).

The multivariate analysis did not allow us to characterize p53 expression as an
independent prognostic factor when compared to histological type and tumor grade,
myometrial invasion and staging. This finding is not consistent with the data
described in the literature®**?%33 Nevertheless, our study is not suitable for this type

of analysis because of the small number of cases and outcomes.

Cytoplasmic bcl-2 expression was observed in 58.3% of the carcinomas we
analyzed. The literature describes rates between 34 and 85%*®, depending on the

selection of patients.

Our study did not demonstrate any correlation of bcl-2 expression with age,
histological type and tumor grade, depth of myometrial invasion and survival (Tables

2 and 4, Figure 4).

Controversy exists in the literature over the correlation between bcl-2
expression and prognostic factors. Some prostate tumors and neuroblastomas with
positive bcl-2 immunoreactivity have a highly aggressive biological behavior. This can
be explained by the resistance to hormone and/or cytotoxic therapy, due to the
persistence of bcl-2 expression and its capacity to inhibit apoptosis®. With regard to
endometrial carcinoma, however, several studies show that the increased bcl-2
expression is associated with some favorable prognostic factors — endometrioid-like

well-differentiated lesions in initial stages'®*>**3"3_Far from being a clearly defined
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issue, some other studies do not show similar results***8, Kounelis et al.*® studied 61
patients and did not find any significant difference in bcl-2 expression when
histological type, tumor grade and staging were analyzed. Giatromanolaki et al.'®
assessed 133 patients and did not find any relation of this marker with tumor grade,
depth of myometrial invasion and lymphovascular invasion. Sakuragi et al.*® did not
observe any significant difference in bcl-2 expression when lymph node involvement

and tumor grade were analyzed, but this expression was inversely proportional to

myometrial invasion (p< 0.025).

In conclusion, our study showed that p53 expression was directly associated
with death and with a dismal prognosis (tumor grade, serous and clear-cell lesions
and lymph node involvement). This finding relates p53 expression to increased tumor
aggressiveness. It may even become an independent prognostic factor, being
important in patients with low-grade carcinomas (early-stage and well-differentiated
tumors). A larger number of patients should be studied so that this information can be
obtained. On the other hand, bcl-2 expression was not associated with known
prognostic factors. This does not invalidate the importance that has been given by
the literature to markers of apoptosis, since apoptosis seems to result from a highly
complex system, with the participation of several genes. With regard to the
endometrium, possible influences on bcl-2 expression include the activity of hormone
receptors , especially progesterone receptors, and the activity of bcl-2 homologous

proteins, namely, bax, bcl-x, bcl-xs — which were not included in our study.
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Figure 1 — Immunohistochemical analysis of p53 expression: (1A) Positive and (1B)

Negative. The expression was observed in the nucleus (arrow) of tumor cells
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Figure 2 - Immunohistochemical analysis of bcl-2: (2A) Positive and (2B) Negative.

The expression was observed in the cytoplasm (arrow) of tumor cells.
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Figure 3 — Survival curves according to p53 expression.
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Table 1 — Histopathological characteristics of endometrial tumors resected at the

Division of Genital Oncology of HCPA

Characteristics

Number of patients

Histological type
Endometrioid
Nonendometrioid

Serous pappilary
Adenosquamous
Mucinous
Undifferentiated
Clear cells

Tumor grade*

G1
G2

G3

Depth myometrial invasion*

No invasion

Less than or equal to 50%

Greater than 50%

Middle third invasion
Surgical staging**

|

Il

Lymph node involvement (stage IlIC)**

Positive

Negative

(n=48)

36 (75%)
12 (25%)
4

3

2

2

1

(n=48)

14 (29.2%)
20 (41.6%)
14 (29.2%)
(n=48)

2 (4.2%)
19 (39.6%)
26 (54.2%)
1 (2%)
(n=26)

9 (34.6%)
3 (11.5%)
14 (53.9%)
(n=37)

5 (13,5%)

32 (86,5%)

*Following the College of American Pathologists (ACP) criteria

**According to FIGO, 1988



115

Table 2 — Association between p53 and bcl-2 expressions and the histological

characteristics of patients with endometrial carcinoma submitted to primary surgical

treatment
Characteristics p53 p53 p value bcl-2 Bcl-2 pvalue
pos neg pos neg

Histological type

Endometrioid 12 (33) 24 (66.7) 0.176 21(58.3) 15(41.7) 1

Nonendometrioid 7(58.3) 5(41.7) 7(58.3) 5(41.7)
Myometrial invasion

No myometrial invasion 1 (50) 1 (50) 0.632 1 (50) 1 (50) 0.855

Less than or equal to 50% 6 (31.6) 13 (66.4) 11 (57.9) 8(42.1)

Greater than 50% 12 (46.2) 14 (53.8) 15 (57.7) 11 (42.3)

Middle third invasion 1 (100) 1 (100)
Tumor grade

(G1) 2(14.3) 12(87.5) 0.007 8(57.1) 6(42.9) 0.285

(G2) 7 (35) 13 (65) 14 (70) 6 (30)

(G3) 10(71.4) 4(28.6) 6 (42.9) 8(57.1)

Surgical staging

| 1(11.1) 8(88.9) 0,061  4(44.4) 5(55.6) 0,608

[ 2(66.7) 1(33.3) 2(66.7) 1(33.3)
Il 8(57.1) 6(42.1) 5(35.7) 9 (64.3)
Lymph node involvement (I1IC)
Positive 4(80)  1(20) 0030 1(200 4(80)  0.285
Negative 8 (25) 24 (75) 20 (62.5) 12 (37.5)

The number in parentheses corresponds to the percentage value



116

Table 3 — Association between p53 expression and death (n=16)

Death RR (95%CI) p value
n (%)
p53-positive 11 (68.7) 3.358 (1.386-8.134) 0.005
p53-negative 5(31.3)

Table 4 — Association between bcl-2 expression and death (n=16)

Death RR (95%CI) p value
n (%)
bcl-2-positive 9 (56.2) 0.918 (0.411-2.052 1
bcl-2-negative 7 (43.8)

Table 5 — p53 expression in living patients (n=32)

Patients p value
n (%)
p53-positive 8 (25) 0.005

p53-negative 24 (75)
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Table 6 — Association of p53 expression and extensive pelvic lymphadenectomy

(n=48)
Extensive pelvic  p53-positive p53-negative Total p value
lymphadenectomy
YES 7 (36.8) 7(24.1) 14 0.517
NO 12 (63.2) 22 (75.9) 34
TOTAL 19 29 48

The number in parentheses corresponds to the percentage value.

Table 7 — Association of p53 expression and adjuvant therapy (n=45)

Adjuvant therapy  p53-positive p53-negative Total p value
YES 14 (77.8) 20 (74.1) 34 1

NO 4(22.2) 7 (25.9) 11

TOTAL 18 27 45

The number in parentheses corresponds to the percentage value.
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