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Resumo

Zaganelli FL. Avaliagao da linfangiogénese intratumoral em carcinoma
precoce de colo de utero. [tese]. SGo Paulo: Faculdade de Medicing,
Universidade de Sdo Paulo; 2010. 97 p.

A incidéncia do cdncer cervical permanece elevada em nosso pdais,
provavelmente devido ao rastreamento ser realizado principalmente em
dreas urbanas e haver dreas menos favorecidas onde os programas de
rastreamento ndo sdo efetivos. E bem sabido que a mortalidade pelo
cancer raramente é devida ao tumor primdrio, mas & disseminacdo
metastatica das células tumorais em orgdos distantes. A via linfatica é
considerada a preferencial para disseminacdo metastdtica nos tumores
ginecoldgicos. E o estdgio clinico e os linfonodos regionais sdo
considerados os fatores progndsticos mais potentes no carcinoma de colo
Utero. A compreensdo da linfangiogénese pode ser considerada uma
importante chave na elucidacdo dos mecanismos usados pelas células
tumorais na sua disseminacdo. Os objetivos do presente estudo sdo avaliar
as caracteristicas clinico-patoldgicas do cdncer do colo do Utero e sua
associacdo com o comprometimento linfonodal e o desfecho; avaliar a
linfangiogénese intratumoral pela andlise quantitativa da microdensidade
vascular linfatica (MDVL), usando o método imunoistoquimico para
marcacdo dos vasos linfaticos e trés métodos morfométricos para a
quantificacdo; determinar a associacdo entre a MDVL, caracteristicas
clinico-patolégicas de apresentacdo, comprometimento linfonodal,
desfecho e a expressdo de podoplanina em células neopldsicas e a
expressdo da podoplanina em células fibrobldsticas do estroma
infratumoral. Os estudos sobre a MLVD em cdncer de colo de Utero sdo
raros e controversos. Nossos resultados demonstraram que a MLVD foi mais
acentuada nos tumores de menor tamanho (<2 cm), nos estadios iniciais
(IB1), com menos infiltracdes, sem comprometimento vascular e sem
comprometimento linfonodal, provavelmente porque a inducdo da
linfangiogénese pode ser um evento inicial na progressdo do cdncer,
quando ainda nem todos os vasos neoformados estdo funcionantes ou
patentes. Isto explicaria a elevada MLVD nos tumores iniciais quando os
linfonodos estavam frequentemente negativos. Observou-se que ndo ndo
houve associacdo significativa entre expressdo de podoplanina em
células neopldsicas e comprometimento vascular, comprometimento dos
linfonodos ou desfecho. A expressdo de podoplanina em fibroblastos do
estroma intratumoral no céncer precoce de colo de Utero estd associada
a melhor progndstico. Até o presente, acredita-se que este seja o primeiro
estudo a investigar o papel da expressdo da podoplanina no estroma
infratumoral de carcinoma precoce do colo do Utero, relacionando-a
com MLVD, comprometimento dos linfonodos e o desfecho.



Palavras-chave: Carcinoma do colo de Utero. Histerectomia radical.
Linfangiogénese. Podoplanina. Metdstase neopldsica.



Abstract

Zaganelli FL. Evaluation of infratumoral lymphangiogenesis in early-stage
carcinoma of the uterine cervix. [Thesis]. SGdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2010. 97p.

Cervix carcinoma incidence remains sfill high in our country,
probably as the screening occurrence is carried out mainly in the urban
areas and there are less favored areas where the screening programs are
not effective. It is well known that the cancer mortality is rarely caused by
the primary tumor, but it is caused by the metastatic spread of tumor cells
in distant organs. The lymphatic route is considered the choice for the
metastatic dissemination in the gynecological tumors. And the clinical
stage and the regional lymphonodes are considered the most powerful
prognostic factors in the uterine cervix cancer. The understanding of the
lymphangiogenesis can be considered an important key for the
elucidation of the mechanisms used in the tumor cells dissemination. The
current  study objectives are to evaluate the clinic-pathological
characteristics of the uterine cervix carcinoma and its association with the
lymphnodal involvement and outcome; to evaluate the intratumoral
lymphangiogenesis by the quantitative analysis of the lymphatic vessel
micro density (LVMD), using the immunoistochemical method for marking
the lymphatic vessels and three morphometric methods for the
quantification. To determine the association between the LVMD, the clinic-
pathological characteristics, the lymphonodal involvement and outcome
and the podoplanin expression in neoplasic cells and in fibroblastic cells of
the infratumoral stroma. Studies about the LVDM in uterine cervical cancer
are rare and confroversial. Our results demonstrated that the LVDM was
more remarkable in the smaller tumors(<2cm), in the initial stages (IB1), with
less infilfrations, with no vascular involvement and no lymphnodal
involvement. Probably because the induction of lymphangiogenesis may
be an early event in cancer progression, while still not all the newly formed
vessels are functioning or patent. This would explain the high LYMD in the
initial tumors while the lymphonodes were frequently negative. It was noted
that there were no significant association between podoplanin expression
in neoplasic cells and vessel involvement, lymphonodes involvement or
outcome. Podoplanin expression in fibroblasts of the intratumoral stroma in
early cervix carcinoma was associated to better prognosis. To date, it is
believed that this is the first study to investigate the role of podoplanin
expression in infratumoral stroma of cervix carcinoma, relating it to LVYMD,
lymph node involvement and outcome.

Keywords: Uterine cervix cancer. Radical hysterectomy.
Lymphangiogenesis. Podoplanin. Neoplasic metastasis.
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1. INTRODUCAO

O céncer de colo de Utero € o segundo tipo de cdncer mais
comum entre mulheres em todo o mundo. A estimativa em 1990 foi de
371.200 casos novos de cancer invasivo de colo uterino em todo o mundo,
quase 80% deles em paises em desenvolvimento!. No Brasil, o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), em 2005, estimou a incidéncia de 22 casos
para cada 100.000 mulheres, com a ocorréncia de 20.690 casos novos e
8.000 mortes. Para 2008, a estimativa foi de 19,18 casos por 100.00023 e
para o ano de 2010 foi de 18,47 casos por 100.000 mulheres4.

Apesar do cdncer de colo uterino ser prevenivel com rastreamento
citolégico, no Brasil a mortalidade por essa causa ainda é elevada,
persistindo como problema de salde publicas.

A metdstase é considerada a principal causa de mortalidade em
cdancer, sendo o sistema linfatico a principal via de disseminacdo para a
maioria dos carcinomas, normalmente precedendo a via vascular. O
acometimento dos linfonodos regionais em tumores sélidos € um marcador
para disseminacdo, estdgio avancado e pior prognostico. A importéncia
da metdstase linfatica € bem reconhecida no tratamento e estadiamento
do cdncer. O estado linfonodal determina a multimodalidade de
tratamento em pacientes com tumores sélidos como céncer de mama,
colorretal e de cabeca e pescoco. Nos carcinomas do colo uterino, o
estado dos linfonodos pélvicos e para-adrticos € um dos fatores
prognosticos mais importantes, ao lado do estadiamento clinicoss.

O processo de metdstase € bastante complexo e inclui
modificacdes moleculares nas células neopldsicas que as capacitam para
invasdo do estroma local, entrada nos vasos linfaticos e implantagcdo nos
linfonodos regionais. Esse processo ndo € somente mecdnico, mas envolve
intfrinsecas  interacdes  moleculares entre  células  neopldsicas,

microambiente e sistema vascular linfatico? 10,



A invasdo dos vasos linfaticos precede as metdstases regionais,
fazendo com que a identificacdo de comprometimento vascular em
espécimes cirrgicos seja de valor progndstico e, em geral, associado a
altas taxas de comprometimento linfonodal'12, A formacdo de novos
vasos linfaticos - a linfangiogénese - estd provavelmente relacionada a
disseminacdo metastatical315, Entretanto, sua avaliacdo em carcinomas
do colo uterino foi pouco estudada e os resultados tém sido
controversos'é17,

Os mecanismos € o papel da linfangiogénese na disseminacdo
regional ainda sdo pouco conhecidos, assim como a metodologia na sua
avaliacdo, seja pela escolha do melhor marcador, seja pelo
compartimento a ser avaliado (infra ou peritumoral)’82, O estroma
infratumoral encerra muitos dos segredos das interacdes entre as células
neopldsicas e o hospedeiro. Nele ocorre o fendbmeno da linfangiogénese,
além do tr@nsito de vdarias moléculas implicadas na interacdo entre
neoplasia e hospedeiro.

Entre essas moléculas destaca-se a podoplaning, inicialmente
pesquisada nos tecidos por ser um marcador especifico de vasos linfdticos,
mas que pode ser expressa em células neopldsicas e em células do
estroma infratumorall019.21-24 . J& foi descrita sua presenca em células
neopldsicas, sobretudo escamosas, de vdrias localizacdes!?222425  Suq
descricdo no carcinoma escamoso cervical estd limitada a raros trabalhos
e com resultados controversos quanto ao seu significado’é21,

Ainda mais confroverso é o significado da expressdo de
podoplanina em células fibrobldsticas do estroma intfratumoral’®23, No
cdncer do colo de Utero seu significado ainda ndo foi investigado.
Portanto, trata-se de um cendrio em que a compreensdo das
caracteristicas moleculares do complexo microambiente neopldsico
relacionadas a linfangiogénese poderd resultar no desenvolvimento de

estratégias para o controle da progressdo tumoral2é6-28,



2. REVISAO dA LITERATURA

O estddio clinico e o estado dos linfonodos regionais sdo considerados os
fatores progndsticos mais potentes no carcinoma de colo Utero. Outras
varidveis histoldgicas também podem contribuir, tais como: o tipo
histoldgico, grau de diferenciacdo, embolizacdo linfatica, nivel de
infltracdo da parede cervical e o padrdo de infiltracdo??. O
comprometimento vascular € a caracteristica histoldgica com mais poder
de previsdo de linfonodos comprometidos? e o comprometimento

linfonodal é o principal fator relacionado & sobrevida0.

Compreender os mecanismos pelos quais as células neopldsicas
atingem os linfonodos € de fundamental import@ncia, pois nesses
mecanismos pode estar a chave para intervencdes terapéuticas?223, O
conhecimento do sistema linfatico nos tumores e da linfangiogénese é

tema de muito interesse atual e motivou a realizacdo do presente estudo.

A primeira descricdo do sistema linfatico foi feita em 1627, quando
foram identificados os vasos linfaticos como sendo vaso leitoso (milk vein)
no mesentério de um cachorro (well-fed dog). Na mesma época, foi
descrita a circulacdo sanguinead!. Mesmo assim, passaram-se décadas
para que se iniciasse a formulacdo de teorias sobre o desenvolvimento

desses vasos.

O sistema linfatico surge em torno da sexta ou sétima semana do
desenvolvimento embriondrio3?, por volta de quatro semanas apds o

aparecimento dos primeiros componentes da circulacdo sanguinea.

A respeito da linfangiogénese, duas teorias foram propostas:
centrifuga e centripeta. A teoria mais aceita foi a descrita por Florence
Sabin  (1902), centrifuga, sugerindo que, precocemente, no

desenvolvimento fetal, os sacos linfaticos primitivos seriam originados de



brotamento de células endoteliais a partir de veias do embrido. Segundo
essa teoria cenfrifuga, os vasos linfaticos se espalhariam perifericamente
pelos tecidos e orgdos e a partir desses sacos linfaticos primitivos dariam

origem aos capilares linfaticoss3.

J& a teoria centripeta, proposta por Huntington e McClure (1908),
preconizava que os vasos linfaticos primitivos surgiam no mesénquima a
partir  de linfangioblastos, independentes das veias, crescendo
centripetamente e estabelecendo conexdes com as veias mais

tardiamentes34,

Os vasos linfaticos sdo muito similares aos vasos sanguineos, inclusive
histologicamente. Devido a isto, a maioria dos estudos no passado
envolveu principalmente pesquisas relacionadas G  angiogénese
(formagdo dos vasos sanguineos) e abordou menos sobre linfangiogénese
(formacdo dos vasos linfaticos). Mas com a recente descoberta de
marcadores especificos de endotélio de vasos linfaticos, os estudos sobre

os linfaticos estdo despertando acentuado interesse3s.

O conceito inicial de propagacdo linfatica do tumor indicava que a
metdstase de células tumorais ocorria unicamente a partir da invasdo de
vasos linfaticos preexistentes em dreas marginais ao tumor, isto €, o tumor
ndo seria linfangiogénico. Foram observados grupamentos de vasos
linfaticos contendo células tumorais na periferia dos tumores, porém o

mesmo ndo foi verificado no centro do tumor3s.

z

E necessdria a preexisténcia de vasos linfaticos peritumorais para
que as células tumorais metastatizem para outros locais®’. Estimulos
moleculares especificos produzidos nos tumores induzem o sistema linfatico

preexistente a proliferarss,

H& alguns anos, pesquisadores no assunto falharam ao tentarem

identificar vasos linfaticos funcionantes dentro do tumor, direcionando a



suspeita de que a linfangiogénese poderia ndo ter importante papel na

metdstase tumoral3?.40,

Essa ideia foi sustentada por outros autores que, promovendo a
injecdo de substancias dentro dos linfaticos, ndo detectaram qualquer

tipo de sinal intrinseco proveniente dos vasos linfaticos dentro do tumor4!,

No entanto, essa auséncia de sinal poderia ter sido apenas reflexo,
pelo fato de os vasos linfaticos estarem colabados dentro do tumor,
consequente ao aumento de pressdo e estresse mecdanico gerado pelas
células tumorais em proliferacdo. Sugeriu-se, ainda, a necessidade de
haver dilatacdo e proliferacdo dos vasos linfaticos no estroma de tecidos
tumorais para que houvesse producdo de fatores de crescimento pelas

células tumoraisss.

Enfretanto, linfaticos preexistentes talvez precisassem ser estimulados
pelas células tumorais a ponfto de induzir a formacdo de novos vasos
linfaticos pelo tumor. Esses estudos ndo conseguiram concluir se a
passagem das células tumorais para os vasos linfaticos € um processo

passivo ou ativo3842,

O interesse pelo estudo dos vasos linfaticos dentro dos tumores é
recentesds3839.43-46, pois para varios autores, até hd pouco tempo, os vasos
linfaticos ndo eram considerados parte ativa e funcionante do estroma

tumoraq|36.38.43.46,

Avaliacdo de 97 pacientes com carcinoma escamoso de cabeca e
pescoco salientou associacdo da densidade linfatica intratumoral e pior
progndstico e recidiva. Enfatizou, também, que densidade linfdtica

peritumoral estava associada a sobrevida favordvel4.

Estudo com 52 pacientes com carcinoma escamoso de cabeca e

pescoco ressaltou que dreas com aumento da densidade linfatica



peritumoral estavam associadas d metdstase linfonodal, mas ndo houve

correlacdo com sobrevida4s.

A densidade linfatica intratumoral e também peritumoral associou-
se a metdstase de nddulo linfatico. E alta densidade linfatica infratumoral
associou-se A baixa sobrevida total na pesquisa com 81 pacientes com

carcinoma escamoso de cabeca e pescoco?.

Forom acompanhados 45 pacientes com cdncer de mama
correlacionado a mais densidade de vaso linfadtico com invasdo

linfovascular, mas ndo com a sobrevidaO.

Apenas a minoria de 180 pacientes com cdncer de mama
apresentou linfaticos intratumorais, cuja densidade linfatica peritumoral

associou-se A metdstase para nédulo linfaticoS!.

Outros 113 pacientes também com cdncer de mama apresentaram
significativo aumento da densidade de vasos linfaticos associado a:
metdstase linfonodal, pior progndstico e sobrevida livre de doenca e

presenca do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-C)52,

Ao acompanhar 202 pacientes com melanoma de pele, registrou-se
aumento da densidade linfatica peritumoral associada & melhora da

sobrevida total e intervalo livre de doenca33.

Acentuada densidade linfatica intfratumoral foi constatada em 37
pacientes com melanomas. As metdstases correlacionaram-se com curto

intervalo livre de doenca e menos sobrevida totald4.

Foi apurado também, em 44 pacientes com melanoma, aumento
da densidade linfatica ao redor do melanoma maligno comparado com
derme normal, carcinoma basocelular e carcinoma de célula de Merkel.
A densidade linfdtica pode diferenciar o melanoma que metastatizou

daqguele que ndo%s.



Observou-se em 45 pacientes com melanoma que densidade
linfatica peritumoral associou-se & metdstase para linfonodo sentinela e a
menos sobrevida total. Maior rede de linfaticos infratumorais prediz o status

do gdanglio linfaticoss.

Representativa densidade de vasos linfaticos associou-se a
significativo aumento da sobrevida em 85 pacientes com cdancer

cervicald?,

Alta densidade linfatica intfratumoral associou-se a metdstase
linfonodal e pior sobrevida total®® em 111 pacientes com carcinoma

precoce de colo de Utero.

Estudo com 90 pacientes com cancer epitelial de ovdrio relatou que
a densidade vascular linfadtica ndo se associou & sobrevida total ou
sobrevida livre de progressdo tumorals?. Outro frabalho com 108 pacientes

obteve 0s mesmos resultadoseO.

Em 117 pacientes com clncer gdastrico verificou-se que a densidade
vascular linfatica associou-se d metdstase linfonodal e & pior sobrevida

fotalsé!.

H& relato de que em carcinoma de células transicionais do trato
urindrrio a densidade linfatica infratumoral associou-se a sobrevida livre de

doenca e d sobrevida totalé2. Essa série abordou 125 individuos.

Alta densidade linfatica peritumoral associou-se a metdstase
linfonodal e sobrevida total na casuistica composta de 103 pacientes com

cancer de pequenas células de pulmdoss.

VEGF-C e VEGF-D agem através do seu receptor fator de
crescimento endotelial vascular receptor (VEGFR-3) e promovem
metdstases. Para que isso ocorra, ndo sé deve ser considerada
linfangiogénese intratumoral ou peritumoral, mas também outras

alteracoes sutis na célula tumoral e sua interacdo com células endoteliais



linfaticas. O conhecimento dessas vias de sinalizacdo poderd indicar
terapias-alvo  para inibicdo da metdstase regional®®. Com o
desenvolvimento da biologia molecular e celular, novos marcadores

especificos para vasos linfaticos tém sido identificados.

O primeiro progresso real nos estudos da linfangiogénese foi a
identificacdo dos fatores de crescimento de vasos endoteliais (VEGFs).
Entre os fatores dessa familia estdo VEGF-C e VEGF-D, os quais, agora se
sabe, sdo apenas ligantes. Atuam na linfangiogénese através de
receptores com atividade firosina-quinase, ativando o VEGFR-3, o qual é
um receptor altfamente expresso no endotélio dos vasos linfaticos e é

considerado um marcador de vaso linfaticos4-49.

Nos Ultimos anos tem-se presenciado a identificacdo de marcadores
especificos para endotélio de vasos linfaticos incluindo a podoplaning,
uma mucoprofeina  presente  nas  membranas  do  poddcitos

glomerulares’0.71,

A avaliacdo da linfangiogénese se faz a partir da medida da
microdensidade densidade vascular linfatica (MDVL). Os primeiros estudos
com determinacdo da MDVL usaram anticorpos diretamente contra os

marcadores de células endoteliais’2,

Seccdo imunoistoquimica em pequena magnificacdo em dreas de
tecido com elevado numero de vasos linfaticos fortemente marcadoss2
determinou a densidade vascular linfdtica ao contar todos os vasos de

dreas imunoistoquimicamente marcadas com magnificacdo x200.

Até pouco tempo atrds a MDVL era escassamente avaliada nas
amostras de I&dminas de tumor, devido a ndo ser considerada configvel
como marcador de vasos linfadticos em seccdes de parafina. Com o
advento dos anticorpos contra VEGFR-37378, podoplaning%0.57.59.79 e
também o lymphatic vessel endothelial receptor-1 (LYVE-1)80, tornou-se

possivel avaliar a MDVL em tecidos embebidos em parafina.



A podoplanina foi identificada pela primeira vez em 1990, em célula
osteobldstica de  murinos MC3Y3-E181.  Mas sua identificacdo
especificamente em células endoteliais linfaticas ocorreu em 199682,
Inicialmente foi designada com antigeno E11 e foi posteriormente
chamada podoplanina devido a sua baixa expressédo nos podocitos dos

corpusculos renais.

Podoplanina humana, também chamada T1a-2, aggrus ou gp34, €
uma glicoproteina fransmembrana fipo-1 de 38 KDa, com 162
aminodcidos, sendo nove destes pertencentes ao dominio intracelular?2,
Pode também ser chamada de aggrus devido d sua capacidade de
induzir agregacdo plaguetdria sem necessitar de componentes do
plasmas83. Foi demonstrado que o anticorpo monoclonal 8F11 é capaz de
inibir a agregacdo plaquetdria in vitro e também a metdastase pulmonar

em ratos proveniente do carcinoma de cdélon in vivos4,

Reconhecida como uma sialoglicoproteina celular de superficie,
pertence a familia das glicoproteinas transmembrana tipo | sialomucina-
like, com dominio extracelular rico em residuos de serina e treonina, uma
Unica porcdo fransmembrana e pequena cauda citoplasmdtica, com

sitios para proteina kinase C e fosforilacdo do AMP ciclico (CAMP)g3,

A podoplanina possui também uma estrutura disialyl-core no
dominio agregacdo plaguetdria (PLAG), o qual é necessdrio para que ela
consiga se ligar ao seu receptor especificods. O receptor-2 lecitina-like tipo
C (CLEC-2) foi identificado como um receptor enddgeno da podoplanina
em plaquetaséé. No entanto, j& se encontfrou que a partir da delecdo do
mutante CLEC-2-Fc a inibicGo da podoplanina induzida pela agregacdo
plaguetdria indicariac que o CLEC-2 seria ligante fisioldgico da

podoplaninasds,

A associacdo entre CLEC-2 e podoplanina foi confirmada por meio

de citometria de fluxo e reportou-se ser dependente do dcido sidlico no o-
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glycanos da podoplanina. O recombinante CLEC-2 € inibido pela
agregacdo plaguetdria, induzido pela expressdo da podoplanina em
células tumorais e células endoteliais linfaticassé. Esses achados sugerem
que o CLEC-2 é uma proteina fisioldgica alvo da podoplanina e a
interacdo entre os dois poderia regular a capacidade de invasdo tumoral
e metdstase, o que seria potencial alvo terapéutico para as metdstases. A
expressdo da podoplanina na superficie de células tumorais induziria a
agregacdo plaquetdria por interagir com CLEC-2. Foi demonstrado que o

CLEC-2 Fc inibido induziria a podoplanina a agregacdo plaquetdriass,

Nos tecidos normais, a podoplanina & expressa nos poddocitos
renais’?,  musculo-esquelético, placenta, pulmdo e coracdo?,
miofibroblastos da mama e gladndula salivar, osteoblastos e células
mesoteliaissé. E também expressa na superficie apical de células alveolares
tipo | de ratos®?. Ocasionalmente, pode ser observada a expressdo da
podoplanina em dreas focais circunscritas da camada basal da epiderme

humana?0.

Em condicdes normais, a podoplanina é parte importante em
prevenir adesdo celular e estd envolvida na regulacdo da forma dos pés

dos poddcitos e em manter a permeabilidade glomérulo?1-93,

Apesar da funcdo fisioldgica da podoplanina permanecer
desconhecida, foi referido que a podoplanina estd envolvida na
formacdo dos vasos linfaticos, mas ndo influencia na formacdo dos vasos
sanguineos?4. Pesquisa em ratos deficientes de podoplanina evidenciou
que esses animais apresentavam defeitos em vasos linfaticos, associados
a: diminuvicdo do fransporte linfatico, linfedema congénito e vasos
linfaticos dilatados’® e normalmente morriam ao nascimento por faléncia

respiratoria? s,

A expressdo da podoplanina  pode ser avaliada por

imunoistoquimica. O anticorpo que reconhece a podoplanina € o D2-409%6.
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A podoplanina € um marcador especifico do endotélio de vasos
linf&ticos e ndio é expresso em vasos sanguineos. Isto é observado tanto no
desenvolvimento quanto na maturacdo das células endoteliais linfaticas e
parece ser o marcador mais especifico para endotélio de vasos

linfaticos?.

A podoplanina marcada detecta pequenos vasos linfaticos a partir
da coexpressdo com VEGFR-3, assim como conglomerado de vasos
linfaticos e sinusoides hepdticos, mas ndo detecta vasos linfaticos grandes

nem vénulas endoteliais calibrosas dos nédulos linfaticos?0.

Por microscopia eletrénica e microscopia imunoeletrénica, foi
demonstrado que a podoplanina é principalmente expressa na superficie
luminal da célula endotelial linfatica e raramente fora da superficie do
lUmen ou lateralmente a célula ou em organelas citoplasmdaticas das

células endoteliais?s.

A podoplanina ndo € um marcador exclusivo de endotélio linfatico.
Em tecido humano normal, a podoplanina j& foi demonstrada em
poddcitos, células osteobldsticas, ostedcitos, queratindcitos basais, células
epiteliais do plexo coroide, células epiteliais tipo | do timo, células
mioepiteliais, células de reserva de gléndula sebdcea, miofibroblastos de
prostata, células da granulosa do ovdrio, células dendriticas folicular e

células alveolaresd2.90.99,

Os vasos linfaticos neoformados podem ser peritumorais e
infratumorais. Os vasos linfaticos peritumorais apresentam-se mais largos e
iregulares do que os intratumorais e tém MDVL mais baixa?8. Os vasos
linfaticos intfratumorais séo usualmente pequenos, aplainados e irregulares
e ocasionalmente contém células tumorais. Vdarios autores identificaram
vasos que expressavam podoplanina em tumores malignos de estroma de

ovarioss, colo do Utero%, p&ncreas!0.101 e mama,
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No carcinoma de mama inflamatério, foi identificada a proliferacdo
de células endoteliais tanto no tumor quanto em dreas peritumorais, com
significativo aumento da positividade da podoplanina nos vasos linfaticos

das dreas peritumorais!s.

No colo do Utero, em uma série de cones e histerectomias radicais,
a podoplanina esteve expressa em 71% das amostras, focalmente, mas
ndo infratumoral no tumor Bulk e esteve presente em 59% das

amostras2!.102,

O uso de podoplanina como marcador de endotélio linfatico
mostrou que o aumento da densidade vascular linfatica ndo influencia a
progressdo do cdncer epitelial de ovdario e foi associado a progndstico

favordvel no cdncer de colo de Utero'0s,

Estudando a expressdo da podoplanina em 151 pacientes,
constatou-se que o adenocarcinoma exibiu menos expressdo quando
comparado com o carcinoma de células escamosas e adenoescamaoso,
sem correlacdo positiva com invasdo de nddulo linfatico e/ou metdstase a

distdncia nem com recorréncia tumoralls.

Os vasos linfaticos e/ou os fatores de crescimento linfangiogénicos
sdo atraentes alvos terapéuticos quando se cogitam estratégias de
tratamento para progressdo tumoral e metdstases. O uso de
antfipodoplanina como estratégia terapéutica pode ser sugerido no
tratamento das metdstases tumorais, baseado em quatro consideracoes:
a) a podoplanina € um marcador conhecido de células endoteliais
linfaticas; b) ela é expressa em células tumorais de vdrios tipos de
cdnceres humanos; c) seu aumento parece estar associado a mau
progndstico e alto risco de metdstase para nddulo linfatico; d) estd

envolvida no processo de invasdo tumoral's.
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3. Objetivos

Objetivo Primdario

Avaliar a linfangiogénese infratumoral a partr da andlise
quantitativa da microdensidade vascular linfatica (MDVL) em
carcinomas precoce de colo do Utero submetidos a tratamento

cirdrgico.

Objetivos Secunddrios

Descrever as caracteristicas clinico-patolégicas de apresentacdo
dos carcinomas de colo do Utero (idade da paciente, estadiamento
clinico, tamanho do tumor, tipo e grau histoldgico, atividade
proliferativa, embolizacdo vascular linfatica, extensdo parametrial,
extens@o vaginal) e sua associacdo com o comprometimento
linfonodal e o desfecho.

Determinar a associacdo entre a microdensidade vascular linfatica
(MDVL) e caracteristicas clinico-patolégicas de apresentacdo,
comprometimento linfonodal, desfecho, expressdo de podoplanina
em células neopldsicas e em células fibrobldsticas do estroma

intfratumoral.



14

4. Casuvistica e Métodos

4.1 Casuvistica

Este projeto foi submetido e aprovado pela ComissGo de Etica em
Pesquisa do Instituto Brasileiro de Controle do Cdancer (IBCC) e pela
ComisséGo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(CAPPesq) - protocolo ne 0729/08 (ANEXO A).

Foram avaliados pacientes com diagndstico de carcinoma de
células escamosas e adenocarcinoma primdrio de colo de Utero tratadas

no IBCC no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2008.

Foram incluidas somente as pacientes com diagndstico histoldégico
confirmado de carcinoma primdrio de colo do Utero (carcinoma de
células escamosas e adenocarcinoma) estadios | e ll, submetidas ao
tratamento cirdrgico com histerectomia radical e linfadenectomia pélvica,
operadas sempre pela mesma equipe de cirurgides dessa Instituicdo e
que fivessem a totalidade do tumor excisada e linfonodos regionais, com
blocos de parafina disponiveis. Foram excluidas as gestantes, as
submetidas a qualquer forma de fratamento neoadjuvante radioterdpico

ou quimioterdpico e as com carcinomatose.

4.2 Métodos

4.2.1 Andlise dos prontudrios



15

Trata-se de estudo progndstico tipo coorte histérica com andlise dos
prontudrios dos quais foram coletadas as seguintes informacgodes: idade da
paciente no momento do diagndstico, estadiamento clinico segundo a
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)1%4, tipo de
cirurgia realizada, tratamento adjuvante, tempo de seguimento e

desfecho. Essas informacdes constam no APENDICE A.

Do laudo anatomopatoldégico foram recuperados os seguintes
dados: tamanho do tumor, extensdo para paramétrio, extensdo para
vagina e corpo do Utero e numero de linfonodos refirados e

comprometidos.

Foram obtidos 144 casos que preencheram os critérios de inclusdo e
de exclusdo propostos. Todos os dados obtidos do prontudrio foram

inseridos em planilha eletrdnica (Excel Microsoft Office 2007).

4.2.2 Método Anatomopatolégico

Todos os casos foram revisados inicialmente por uma patologista do
Departamento de Patologia do Instituto Brasileiro de Controle do Cancer
(IBCC), Dra. Elod Muniz de Freitas Alves, que selecionou os cortes mais

representativos dos tumores e avaliou:

¢ Tipo histoldgico segundo critérios da Organizacdo Mundial de Saude

(OMS)105; carcinoma de células escamosas ou adenocarcinoma;

e grau histolégico baseado na diferenciacdo celular (escamosa ou
glandular), pleomorfismo nuclear e atividade mitética: 1 (bem
diferenciado), 2 (moderadamente diferenciado) e 3 (pouco

diferenciado);
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e comprometimento vascular peritumoral: avaliado na parede

cervical circunjacente ao tumor;

e nivel de infiltracdo da parede cervical em centimetros, medida
desde o ponto de inicio da invasdo estromal até o nivel mais

profundo de invasdo.

Todos os casos foram revisados por um segundo patologista, Dr.
Bernardo G. L. Aimeida, e os episddios divergentes foram avaliados em
conjunto com uma terceira patologista, Profe. Dro. Filomena M. Carvalho,
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo. Os dados foram incluidos no banco de dados.

No Departamento de Patologia selecionou-se uma drea
representativa do tumor para construcdo de blocos de microarranjos de

tecidos para os estudos imunoistoquimicos.

4.2.3 Construgao dos blocos de microarranjos de tecidos (TMA)

O procedimento foi realizado na Consultoria em Patologia, Botucatu (SP),
sob orientacdo dos Professores Carlos E. Bacchi (diretor da Consultoria em
Patologia) e Filomena M. Carvalho (Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo). Foi retirado um
cilindro de 2,0 mm da drea selecionada do tumor, em cada bloco de
parafina, designado bloco doador. Esses cilindros foram enxertados em
um bloco de parafina receptor em linhas e colunas com intervalo de 1,0
mm entre cada cilindro, obedecendo & orientacdo de um mapa de
planejamento previomente desenhado. Foi utilizado um instrumento de

precisdo para construcdo de TMA, do fabricante Beecher Instruments,
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Silver Spring, MD, posicionado em bancada fixa para trabalho (Figuras 1 e
2).
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Figura 1 - Instrumento de precisdo para construcdo de TMA, do fabricante Beecher
Instruments, Silver Spring, MD.

Figura 2 — (A) Transferéncia do bloco doador, (B) Bloco receptor.
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Depois que os cilindros foram todos inseridos no bloco receptor, este foi
aquecido por 10 minutos sob temperatura de 60°C. Os 144 blocos originais
geraram cinco blocos de TMA (Figura 3). A seguir, foram cortadas fitas de
5 um dos blocos em microtomo convencional para confeccdo dos
preparados histologicos, empregando-se I&minas apropriadas da marca

Starfrost ®slides, com técnica padronizada.
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Figura 3 — 144 casos tornaram-se apenas cinco Idminas de TMA.

Os primeiros cortes histoldgicos foram corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina (Figuras 4B e 5). A seguir, foram realizados os cortes
histoldgicos para realizacdo das reacdes imunoistoquimicas para
podoplanina e proteina nuclear Ki-67 (Ki-67), sendo 15 casos convertidos
para corte inteiro do bloco doador, devido a escassa representatividade

do tumor no TMA.



19

(B).

Figura 5 - Detalhe de um dos casos de (A) adenocarcinoma e (B) carcinoma de células
escamosas, presentes em bloco de TMA.

4.2 .4 Técnica de imunoistoquimica

Para a realizacdo do exame imunoistoquimico, os cortes histoldgicos
dos TMA, com espessura de 3 um, foram estendidos em |[Gminas de vidro
previomente fratadas pelo adesivo poli-D-lisina (Sigma Chemical
Coorporation, EUA), para evitar o descolamento dos mesmos durante a

imunocoloracdo.

Os cortes foram mantidos em estufa por quatro horas e, a segurr,
submetidos a desparafinizacdo com quatro banhos sucessivos de xilol

seguidos de passagem em dlcool etilico-absoluto (quatro banhos),
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lavagem com solucdo salina tamponada - tampdo fosfato de sdédio (PBS)

e blogueio da peroxidase enddégena com solucdo de HyOz a 3%.

Os métodos de recuperacdo antigénica utilizados para os dois

anfigenos investigados foram:

a) Ki-67: pelo calor em panela de pressdo por oito minutos, com
|l&minas incubadoras em solucdo de dcido citrico 0,21%, potencial
de Hidrogénio (pH) 6,00.

b) Podoplanina: pelo calor em forno de micro-ondas por 15 minutos,
com l&dminas incubadas em solucdo de dcido citrico 0,21%, pH
6,00.

A seguir, as ldminas foram incubadas com os anticorpos primdarios

overnight:
a) Ki-67: clone MIB-1 (Ref. M7240-DAKQO), diluicGo 1:4800;

b) podoplanina: clone D2-40 (Ref. M3619-DAKO), diluicdo 1:400.

Apds lavagem em PBS, as ldminas foram incubadas por 30 minutos
com o anticorpo secunddrio, seguido pelo sistema de deteccdo com

Novolink polimero da Novocastra (Ref. 7161).

Posteriormente d nova lavagem com PBS, as I&minas foram tratadas
com solucdo de 3,3 diaminobenzidina (DAB Sigma, St Louis, EUA, Ref.: 5637)

diluida em TRIS-HCI-IM, pH 7,4 agquecida em H2O, durante cinco minutos.

Nova lavagem em agua corrente e dgua destilada foi feita e entdo
os cortes foram contracorados pela Hematoxilina de Mayer e, a seguir,

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

luz.

4.2.5 Interpretagao imunoistoquimica

Todas as reacdes foram interpretadas avaliando-se toda a superficie

do tumor presente nos TMAS.

A reacdo imunoistoquimica positiva para o anticorpo D2-40 foi
considerada avaliando-se a expressdo no citoplasma das células
endoteliqis (Figura 6) para a quantificacdo da angiogénese. Foram
também consideradas as coloracdes no citoplasma de células
neopldsicas (Figura 7) e no citoplasma de células estromais fipo
fiorobldsticas (Figura 8) para avaliagcdo desses compartimentos. A
positividade de podoplanina em células neopldsicas e em células do
estroma foi considerada positiva quando a intensidade foi moderada a

forte em mais de 10% das células.
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Figura é - Imunocoloracdo para podoplanina em vasos linfaticos intratumoral em
caso de carcinoma de células escamosas.

, Lt 23
Figura 7 - Expressdo de podoplanina em células neopldsicas com mais intensidade de
coloracdo na inferface com o estroma infratumoral circunjacente (exame
imunoistoquimico, D2-40, aumento original 100X).
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Figura 8 - Expressdo forte de podoplanina em células fibrobldsticas do estroma
infratumoral (exame imunoistoquimico, D2-40, aumento original 400X).

A expressdo de Ki-67 foi considerada positiva em ndcleos das células
neopldsicas (Figura 9) e sua avaliacdo foi semiquantitativa, baseada na

porcentagem de células neopldsicas positivas, assim determinadas:
e <50% de células positivas;

e >50% de células positivas.
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Figura 9 - Ki 67 positivo em > 50% das células neopldsicas em casos de adenocarcinoma
grau l.

4.2.6 Método de avaliagdo da microdensidade vascular

A quantificacdo da MDVL foi baseada nos principios de andlise
morfométrica descritos por Weibell%, Os preparados foram examinados
em microscopio Optico marca Nikon modelo Alphaphot, utilizando-se,
para contagem, objetiva de 40x e ocular de 10x contendo graticulo de
integracdo de 10 linhas e 100 pontos com aumento total de 400x (Figura
10).

Foram consideradas vasos linfaticos as estruturas coradas em
marrom e com morfologia consistente com vaso, com ou sem lUmen.
Foram selecionados os 10 campos do tumor com mais densidade vascular
para as contagens. Foram empregados os seguintes métodos de

avaliacdo:

e Densidade vascular avaliada por pontos incidentes em vasos (DVP):
foram contados o nUmero de pontos do graticulo coincidentes com

vasos nos 10 campos selecionados e calculada a média.
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e Densidade vascular avaliada por interseccoes de linhas do graticulo
com os vasos marcados (DVT): o niUmero de interseccdes das linhas

com os vasos foi contado nos 10 campos e obtida a média.

¢ Densidade vascular avaliada pelo nUmero de espacos vasculares
(DVV): foram contados o nimero de vasos em cada campo e

calculada a média nos 10 campos.

Para fins de andlise estatistica, a mediana dos resultados foi
considerada a linha de corte entre a baixa e a alta densidade vascular,

conforme a literatura07,
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Figura 10 - (A) Quantificacdo da densidade vascular (DVL), (B) cdiculo da DVL pelo
método morfométrico de Weibel com graticulo 10 linhas e 10 pontos e (C)
representacdo histoldégica da expressdo da podoplanina em fibroblastos do estroma

fumoral.
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4.3 Andlise estatistica

A estatistica descritiva abrangeu todas as varidveis, com a
distribuicdo das frequéncias para as categodricas e intervalos, média e

desvio-padrdo para as NUMericas.

Para andlise de efeito dos grupos definidos segundo o desfecho e
comprometimento dos linfonodos, foram elaboradas tabelas de
contingéncia para as discretas. Para teste de associacdo foi empregado o

teste Qui-quadrado com estatistica de Person.

As médias dos grupos foram comparadas de acordo com a técnica

de andlise de varidncia (ANOVA) com estatistica de F-Fischer.

A técnica de Kaplan e Meier gjustada com base na tdbua de vida

das pacientes foi aplicada na andlise do tempo total de sobrevida (TTS).

Foi empregada a estatistica de Breslow para comparagdo das

curvas de sobrevida dos dois grupos pesquisados.

Os trés métodos de avaliacdo da densidade vascular foram

comparados calculando-se os coeficientes de correlacdo de Pearson.

Na avaliacdo da linfangiogénese com base nas medidas DVV, DVT
DVP, a mediana de cada uma delas foi determinada e a partir delas os
resultados foram classificados em alto (acima da mediana) e baixo
(abaixo da mediana). Tabelas de contingéncia foram entdo criadas para
avaliacdo da associacdo entre as classificacdes obtidas com essas trés
medidas; e a estatistica Qui-quadrado de Person foi adotada nessas

andlises.

Modelo de regressdo logistica multinomial foi ajustado na andlise da

MDVL e da expressdo de podoplanina em células fibrobldsticas do
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estroma, para verificar a associacdo com comprometimento linfonodal e

desfecho.

Em todos os testes o nivel de significGncia adotado foi de 5%. O nivel
descritivo associado a todas as estafisticas dos testes também foi

calculado e apresentado.
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5. RESULTADOS

As caracteristicas clinico-patolégicas da populacdo estudada estdo

sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patolégicas de carcinomas de colo de
Utero submetidos a tratamento cirirgico primdario no periodo de 2000 a

2008
Variaveis Valores N %
Idade (anos) 20-83 (50,35£12,51) 144
Estadiamento clinico B 1 84 58,33
B2 44 30,56
[TA 16 11,1
Tamanho (cm) 0.2-10,0cm (3,12+1,7 cm) 144
Até 2cm 55 38,2
2a39cm 63 43,8
>4 cm 26 18,1
Tipo histologico Carcinoma céls escamosas 101 70,14
Adenocarcinoma 43 29,86
Grau histolégico 1 26 18,6
2 84 60,0
3 30 21,4
Profundidade de invasdo (cm) 0,1-1,5¢cm (0,81+0,38 cm) 144 78,5
Até1,0cm 113 78,5
>1,0cm 31 21,5
Paramétrio Ndo 133 92,4
Sim 11 7.6
Vagina Ndo 125 86,8
Sim 19 13,2
Invasdo do corpo do Utero N&o 143 99.3
Sim 1 0.7
Comprometimento vascular N&o 76 52,8
Sim 68 47,2
KI-67 Até 50% 41 29,3
>50% 99 70,7
Linfonodos pélvicos Comprometidos 37 25,7
Livres 107 74,3
Desfecho Vivo 125
Morto 19 13.2%
Tempo de seguimento (anos) 0,67-12,25 (3,57 £ 2,06 anos) 144
Tempo de sobrevida (anos) 1-12 anos (3,52 + 2,03anos) 144
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5.1 Andlise comparativa dos grupos segundo o comprometimento dos

linfonodos e desfecho

Na Tabela 2 compara-se o estadiamento clinico com o

comprometimento dos linfonodos.

Tabela 2 - Estadiamento clinico segundo o comprometimento dos
linfonodos

Linfonodos regionais

Negativos Positivos Total
IB1 n 64 20 84
% 59.80% 54,10% 58,30%
Estadio clinico B2 n 31 13 44
% 29,00% 35,10% 30,6%
I n 12 4 16
% 11,20% 10,80% 11,10%
Total n 107 37 144
% 100,00% 100,00% 100,00%

O teste de associacdo enfre estadiamento clinico e
comprometimento dos linfonodos teve estatistica [12=0,502, com p=0,778,
indicando que as distribuicoes nos estddios foram equivalentes em ambos

0s grupos, independentemente do comprometimento dos linfonodos.

Na Tabela 3, a comparacdo do estadiamento clinico com o
desfecho mostrou que no estadio IB2 houve mais obitos (57,9%) quando

comparado ao estadio IB1 (26,3%).
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Tabela 3 - Estadiamento clinico segundo desfecho das pacientes

Desfecho Total
Vivo Morto
Estadio clinico IB1 n 79 5 84
% 63,20% 26,30% 58,30%
IB2 n 33 11 44
% 26,40% 57.90% 30,60%
A N 13 3 16
% 10,40% 15,80% 11,10%
Total n 125 19 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

A estatistica do teste de associacdo entre estadiamento clinico e
desfecho foi [1?= 9,632, com p=0,008, evidenciando significativa

associacdo.

Na Tabela 4, comparando o fipo histoldgico com o
comprometimento de linfonodos, observou-se que o comprometimento

dos linfonodos foi independente do tipo histoldgico.

Tabela 4 - Tipo histolégico segundo o comprometimento dos linfonodos

Linfonodos regionais Total
Negativos Positivos
Carcinoma de n 76 25 101
células escamosas % 71,00% 67,60% 70,10%
Tipo Adenocarcinoma n 31 12 43
histolégico % 29,00% 32,40% 29,90%
Total n 107 37 144

Zo 100,00% 100,00% 100,00%

O teste de associacdo enfre tipo histoldgico e comprometimento
dos linfonodos teve estatistica 12=0,305, com p=0,851, ressaltando-se que
as distribuicdes dos tipos histoldgicos foram equivalentes em relacdo &

condicdo dos linfonodos.
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Na Tabela 5, comparando o ftipo histoldgico com o desfecho,
verificou-se que, do total de o6bitos, 52,6% eram carcinomas de células
escamosas e 47,40% eram adenocarcinomas. O teste de associacdo entre

o tipo histoldgico e o desfecho teve estatistica 112=2,313, com p=0,128.

Tabela 5 - Tipo histolégico segundo o desfecho das pacientes

Desfecho Total
Vivo Morto
Carcinoma de n 91 10 101
Tipo células % 72,80% 52,60% 70,10%
histolégico escamosas

Adenocarcinoma n 34 9 43
% 27.,20% 47,40% 29,90%

Total n 125 19 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

Ao relacionar o comprometimento de paramétrio com linfonodos
comprometido (Tabela 6), apurou-se que o acometimento de paramétrio
foi mais frequente no grupo de pacientes com linfonodos comprometidos.
O teste de associacdo entre acometimento de paramétrios e

comprometimento dos linfonodos teve estatistica [12=26,53, com p<0,001.

Tabela 6 - Distribuicdo do acometimento de paramétrio nos grupos

Linfonodos regionais

Negativos  Positivos Total
Ngo N 106 27 133
% 99,10% 73,00%  92,40%
Comprometimento Sim n ] 10 11
dos paramétrios % 0,90% 27,00% 7,60%
Total n 107 37 144
% 100,00% 100,00%  100,00%

Na Tabela 7 relacionou-se o acometimento do paramétrio com o
desfecho das pacientes e foram registrados 21,1% de mortes no grupo
com comprometimento de paramétrio e 5,6% no grupo sem

acometimento dos paramétrios. O teste de associacdo entre
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acometimento de paramétrio e o desfecho da paciente teve estatistica

2= 5,582, com p=0,018.

Tabela 7 - Distribuicdo do acometimento de paramétrio segundo o
desfecho das pacientes

Desfecho Total
Vivo Morto
Ndo n 118 15 133
% 94,40% 78.90% 92,40%
Acometimento Sim n 7 4 11
paramétrio % 5,60% 21,10% 7,60%
Total n 125 19 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

Comparando o acometimento da vagina e o comprometimento
dos linfonodos (Tabela 8), constataram-se 24,3 e 9,3%, respectivamente,
em vagina comprometida e ndo comprometida. O teste de associacdo

entre acometimento da vagina e comprometimento dos linfonodos teve

estatistica 12=5,385, com p=0,020.

Tabela 8 - Distribuicdo do acometimento da vagina segundo o
comprometimento dos linfonodos

Linfonodos
regionais
Negativos Positivos  Total
NGo n 97 28 125
% 90,70% 75,70%  86,60%
Acometimento de Sim n 10 9 19
vagina %  9,30% 24,30% 13.20%
Total n 107 37 144

% 100,00% 100,00% 100,00%

Na correlacdo do acometimento da vagina com o desfecho das
pacientes (Tabela 9), o desfecho foi independente do acometimento da
vagina. O teste da associacdo entre acometimento da vagina e desfecho

das pacientes teve estatistica [12= 0,136, com p=0,712.
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Tabela 9 - Distribuicao do acometimento de vagina segundo o desfecho
das pacientes

Desfecho
Vivo Morto Total
NGao n 108 17 125
Acometimento de % 86,40% 89.50% 86,80%
vagina Sim n 17 2 19
% 13,60% 10,50% 13,20%
Total n 125 19 144

% 100,0% 100,0% 100,0%

Nd&o se verificou associacdo enfre acometimento do corpo do Utero
com os linfonodos (Tabela 10). Ndo foi evidenciada diferenca significativa
nas distribuicdes do acometimento do corpo do Utero nos grupos. A

estatistica do teste foi [12= 0,312, com p=0,577.

Tabela 10 - Distribvicdo do acometimento do Utero segundo o
comprometimento dos linfonodos

Linfonodos regionais
Negativos  Positivos  Total

n 107 36 143
Comprometimento Nao Z’ 100600% 9711130% 99,1130%
do corpo do utero Sim 7 0.00% > 70% 0.70%
Total n 107 37 144

7o 100,00% 100,00% 100,00%

Da mesma maneira, o desfecho foi independente do

acometimento do corpo do Utero (Tabela 11).
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Tabela 11 - Distribuicdo do acometimento do Utero segundo o desfecho
das pacientes

Desfecho
Vivo Morto Total
Ndo n 124 19 143
Comprometimento % 99.,20% 100,0%% 99,30%%
corpo do Utero Sim n 1 0 1
% 0,80%% 0,00% 0,70%
Total n 125 19 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

Ndo foi realcada diferenca significativa nas distribuicdées do
acometimento do Utero nos grupos. A estatistica foi [12=0,312, com
p=0,577.

Ao relacionar o grau histoldgico com os linfonodos (Tabela 12),
percebeu-se que o comprometimento dos linfonodos foi independente do
grau histolégico. Ndo se destacou diferenca significativa nas distribuicoes
do grau histoldgico nos grupos. A estatistica do teste foi [12=2,663, com
p=0,264.

Tabela 12 - Distribuicdo do grau histolégico segundo o
comprometimento dos linfonodos

Linfonodos regionais

Negativos  Positivos Total
n 22 4 26
1 % 21,40% 10,80% 18,60%
n 58 26 84
o ys e % 56,30% 70,30% 60,00%
Gravu histologico n 03 7 30
3 % 22,30% 18,.90% 21,40%
Total n 103 37 140
% 100,00% 100,00%  100,00%

Na Tabela 13 o grau histolégico relaciona-se com o desfecho das
pacientes, ndo se ressaltfando associacdo. Ndo foi referida diferenca
significativa nas distribuicoes do grau histoldgico nos desfechos e a

estatistica do teste foi [12= 3,738, com p=0,154.
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Tabela 13 - Distribuigdo do grau histolégico nos grupos segundo o
desfecho das pacientes

Desfecho
Vivo Morto Total
1 n 25 1 26
% 20,70% 5,30% 18,60%
Grau 2 N 69 15 84
histolégico % 57,00% 78,90% 60,00%
3 n 27 3 30
% 22,30% 15,80% 21,40%
Total n 121 19 140
% 100,00% 100,00% 100,00%

O comprometimento vascular associou-se  fortemente  ao
comprometimento dos linfonodos (Tabela 14). O teste de associacdo entre
o comprometimento vascular e o comprometimento dos linfonodos teve

estatistica 12=35,188, com p<0,001.

Tabela 14 - Distribuicdo do comprometimento vascular segundo o
comprometimento dos linfonodos

Linfonodos regionais
Negativos  Positivos Total

Nao n 72 4 76
%  67,30% 10,80% 52,80%
Comprometimento Sim n 35 33 68
vascular %  32,70% 89,20% 47,20%
Total n 107 37 144

% 100,00% 100,00%  100,00%

A distribuicGo para o desfecho segundo o comprometimento
vascular estd demonstrada na Tabela 15. O comprometimento vascular foi
73,70% mais frequente no grupo de pacientes que foram a ébito. O teste
de associacdo entre comprometimento vascular e comprometimento dos

linfonodos teve estatistica [12= 6,150, com p=0 013.
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Tabela 15 - Distribuicdo do comprometimento vascular segundo o

desfecho das pacientes

Desfecho
Total
Vivo Morto
n 5 76
Comprometimento Ndo % 56,80% 26,30% 52,80%
vascular N 14 68
Sim % 43,20% 73,70% 47,20%
Total n 19 144
% 100,00% 100,00%  100,00%

A alta atividade proliferativa do tumor determinada pela expressdo

de Ki-67 acima de 50% ndo se relacionou com o comprometimento dos

linfonodos (Tabela 16) nem com o desfecho (Tabela 17). A estatistica do

teste teve valor igual a [12=0,240, com p=0,624. A distribuicdo do Ki-67

mostrou-se independente do comprometimento dos linfonodos. O teste de

associacdo entre o marcador Ki-67 e o desfecho das pacientes teve

estatistica [12=1,745, com p=0,187.

Tabela 16 - Distribuicao da expressao do Ki-67 segundo o acometimento

dos linfonodos

Linfonodos Total
Negativo Positivo
n 29 12 41
Ki 67 <50% % 28,20% 32,40% 29,30%
n 74 25 99
>50% % 71,80% 67,60% 70,70%
Total n 103 37 140
% 100,00% 100,00% 100,00%
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Tabela 17 - Distribuicdo da expressdo do Ki-67 segundo o desfecho das
pacientes

Desfecho Total
Vivo Morto
<50% n 33 8 4]
% 27.30% 42,10% 29.,30%
Ki 67 >50% n 88 11 99
% 72,70% 57,90% 70,70%
Total n 121 19 140
% 100,00% 100,00% 100,00%

Ao comparar as meédias de idade, tamanho do tumor e
profundidade de infilfracdo com o comprometimento dos linfonodos,
registrou-se que foram mais altas as médias de tamanho do tumor e nivel

de infiltracdo para o grupo com linfonodos comprometidos (Tabela 18).

Tabela 18 - Comparativo de médias segundo o comprometimento dos
linfonodos

Médi . IC 95% F-
N a Desvio Inferior Superior Fischer P

Tamanho Negativos 107 2,84 1,6 2,53 3,15 11,702 0,001
(cm) Positivos 37 391 1,74 3,33 4,49
Total 144 3,12 1.7 2,84 3.4

Infiltragado Negativos 107 0,73 0,39 0,65 0.8 20,759 <0,001
(cm) Positivos 37 1,04 026 095 1,12
Total 144 0,81 0,38 0,74 0,87

Idade Negativos 107 50,28 11,41 48,09 52,47 0,014 0,905
(anos) Positivos 37 50,57 1542 4543 55,71
Total 144 50,35 12,51 48,29 52,41

Na Tabela 19 apresentam-se as comparacdoes das médias do
tamanho do tumor, profundidade de invasdo e idade das pacientes,
segundo o desfecho. Observou-se que o tamanho do tumor foi maior no
grupo de pacientes que foram a o6bito. O nivel de profundidade de
infiltracdo da parede foi mais alto no grupo que foi a dbito, embora a

diferenca ndo tenha atingido nivel de significancia.
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Tabela 19 - Comparagées das médias segundo o desfecho das pacientes

IC 95% F-

Médi .
N a Desvio Inferior Superior Fischer P

Tamanho Vivo 125 2,93 1,55 2,66 3,21 11,801 O, 001
(cm) Morto 19 4,32 2,12 3,3 5,34

Total 144 3,12 1.7 2,84 3.4
Infiltragdo Vivo 125 0,79 0,39 0,72 0,85 3,007 0, 085

Morto 19 0,95 0,3 0.8 1,09

Total 144 0,81 0,38 0,74 0,87
Idade Vivo 125 50,22 11,99 48,09 52,34 0,115 0,705

Morto 19 51,26 15,85 43,62 58,9

Total 144 50,35 12,51 48,29 52,41

No Grdfico 1 apresentam-se as curvas de sobrevida e o resultado do

teste comparativo das mesmas segundo o comprometimento dos

linfonodos. As pacientes que ndo tiveram linfonodos comprometidos

tiveram maior sobrevida (10,76 anos).

Breslow=11,72 - p=0,0006

Curvas de sobrevivéncia
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Grdfico 1 - Curvas de sobrevida (Kaplan-Meyer) segundo o acometimento dos linfonodos,

utilizando estatistica de Breslow.
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Com base nesse teste comparativo, pdde-se concluir que as curvas
de sobrevivéncia dos dois grupos sdo distintas. A estatistica de Breslow
teve nivel descritivo igual a p=0,0006, indicando que o comprometimento

dos linfonodos se associou d reducdo da sobrevida.

Nota-se que o tempo médio de sobrevida para o grupo com
linfonodos comprometidos foi igual a 3,57 anos, com intervalo de
confianca 95% igual a [3,14 - 3,99 anos]; e para o grupo com linfonodos
ndo comprometidos foi igual a 10,76 anos, com intervalo de confianca
95% igual a [9,79 ---- 11,72 anos].

Quando foram associados os grupos linfonodos positivos e negativos
ao desfecho das pacientes, detectou-se taxa de dbito mais alta no grupo
de linfonodos positivos (10/27) do que no grupo com linfonodos negativos
(9/98). No grupo de pacientes que foram a ébito, 52,6% tinham linfonodos
positivos, enquanto no grupo de pacientes vivas a porcentagem foi de
21,60% (Tabela 20).

Tabela 20 - Associagcao entre comprometimento de linfonodos e desfecho
das pacientes

Desfecho Total
Vivo Morto
Nao n 98 9 107
% 78.,40% 47,40% 74,30%
Linfonodos Sim n 27 10 37
positivos % 21,60% 52,60% 25,70%
Total n 125 19 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

A associacdo foi significativa, a estatistica do teste foi [12=6,773, com
p=0,009.
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5.2 Comparagdo dos métodos de avaliagdo da linfangiogénese

Foram comparados trés métodos de avaliagcdo da microdensidade
vascular: DVV, DVT e DVP. Calcularam-se os coeficientes de correlacdo de

Pearson, cujos resultados podem ser observados no Grdafico 2.

Correlagéo entre DVV e DVP Correlagéo entre DVV e DVT

r=0945 - p=0,001 r=0,961- p=0,001
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Grdfico 2 - Correlacdo entre os resultados dos métodos para avaliacdo da densidade

vascular.

O método DVV apresentou correlacdes diretas, positivas, elevadas e
significativas com os métodos DVT e DVP, caracterizando a equivaléncia
entre os trés metodos.

Na categorizacdo da MDVL em alta e baixa, segundo o valor de
corte na mediana, foram elaboradas as Tabelas 21 e 22 com as

distribuicdes conjuntas dos métodos.
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Tabela 21 - Distribuigdo conjunta da classificagdo entre os métodos DVV e
DVP

DVV
Baixo Alto Total

Baixo n 69 6 75
% 97,20% 8,30% 52,40%

DVP Alto n 2 66 68
% 2,80% 91,70% 47,60%

Total n 71 72 143
% 100,0% 100,0% 100,0%

*DVP = Densidade vascular ponto dentro do vaso.
*DVV= Densidade vascular por contagem direta de nimero de vasos por campo.

A concorddncia dos resultados da classificacdo pelos métodos foi
avaliada com base na estatistica Kappa, que teve valor k=0,888, com
p<0,001.

Tabela 22 - Distribuigdo conjunta da classificagdo entre os métodos DVV e
DVT

DVV
Baixo Alto Total
Baixo n 69 3 72
% 97,20% 4,20% 50,30%
DVT Alto n 2 69 71
% 2,80% 95,80% 49,70%
Total N 71 72 143

% 100,0% 100,0% 100,0%

*DVT= Densidade vascular tfragco corfando vaso.
*DVV= Densidade vascular por contagem direta de nimero de vasos por campo.

A concorddncia dos resultados da classificacdo pelos métodos foi
avaliada com base na estatistica Kappa, que teve valor k=0,930, com
p<0,001.

Assim, confirmou-se o alto nivel de concord@ncia entre os trés
meétodos e optou-se pelo método DVV para avaliacdo da MDVL neste
estudo, classificado em alto ou baixo (conforme acima ou abaixo da

mediana).
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5.3 Associagoes entre MDVL e caracteristicas clinico-patolégicas

Na Tabela 23 pode-se observar que a MDVL pode ser considerada

independente da faixa etdria. A estatistica do teste foi [12= 0,001, com

p=0,975.

Tabela 23 - MDVL segundo a faixa etdria das pacientes

MDVL Total
Baixo Alto
n 9 8 17
Até 35 % 12,70% 11,10% 11,90%
Faixa etaria anos

n 62 64 126
>35 anos % 87,30% 88,90% 88,10%

Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00% 100,00%

A associacdo entre MDVL e estadiamento clinico das pacientes

pode ser visualizada na Tabela 24. A MDVL foi mais alta no estddio clinico
IB1. A estatistica do teste foi [12=14,435, com p=0,001.

Tabela 24 - MDVL segundo o estadiamento clinico das pacientes

MDVL Total
Baixo Alto
IB1 n 30 53 83
% 42,30% 73,60% 58,00%
Estadio clinico IB2 n 30 14 44
% 42,30% 19,40% 30,80%
A n 11 5 16
% 15,50% 6,90% 11,20%
Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00% 100,00%

Ndo foi detectada associacdo significativa entre MDVL e o ftipo

histoldgico. A estatistica do teste teve valor [12= 0,615, com p=0,433.
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Tabela 25 - MDVL segundo o tipo histolégico

MDVL
Baixo Alto Total
Carcinoma de células n 47 53 100
Tipo escamosas % 66,20%  73,60%  69,90%
histolégico Adenocarcinoma n 24 19 43
% 3380%  26,40%  30,10%
Total n /1 72 143

%  100,00% 100,00% 100,00%

Verificou-se, pela Tabela 26, a associacdo entre tamanho do fumor

e MDVL. A alta MDVL se associou aos menores tumores. A estatistica do

teste foi [12=18,116, com p<0,001.

Tabela 26 - MDVL e tamanho do tumor

MDVL
Baixo Alto Total
Até 2,0cm n 17 38 55
% 23,90% 52,80% 38.50%
2a4cm n 33 29 62
Tamanho % 46,50% 40,30% 43,40%
>4,0cm n 21 5 26
% 29.60% 6,90% 18,20%
Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00% 100,00%

A distribuicdo conjunta de MDVL e acometimento de paramétrio

ndo apresentou associacdo entre eles. A estatistica do teste foi [12=1,639,

com p=0,201.
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Tabela 27 - MDVL e acometimento de paramétrio

MDVL
Baixo Alto Total
Ndo n 63 69 132
Acometimento de % 88,70% 95,80%  92,30%
paramétrio Sim n 8 3 11
% 11,30% 4,20% 7.70%
Total n 71 72 143

Zo 100,00% 100,00% 100,00%

A MDVL pode ser considerada independente do acometimento da
vagina. Isso pode ser percebido na Tabela 28, que exibe a distribuicdo

conjunta de ambos. A estatistica do teste foi [12=0, 049, com p=0,826.

Tabela 28 - MDVL e acometimento de vagina

MDVL
Baixo Alto Total
n 63 62 125
Nao % 8870%  86,10%  87,40%
Acometimento de vagina n 8 10 18
Sim % 11,30%  13,90% 12,60%
Total n 71 72 143

% 100,00% 100,00% 100,00%

Na Tabela 29 demonstra-se a distribuicdo da MDVL segundo o
acometimento dos linfonodos. A MDVL aqpresentou associacdo
significativa com o acometimento dos linfonodos e a estatistica do teste
de associacdo foi [12=3,837, com p=0,050. Alta MDVL se associou a

linfonodos negativos.
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Tabela 29 - MDVL e acometimento de linfonodos

MDVL
Baixo Alto Total
Nao n 47 59 106
% 66,20% 81,90% 74,10%
Linfonodos Sim n 24 13 37
acometidos %  33,80% 18,10% 25,90%
Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00% 100,00%

A distribuicdo da MDVL segundo o grau histolégico ndo ressaltou sua

associacdo com o grau histoldgico (Tabela 30). A estatistica do teste foi

[12=1,599, com p=0,450.

Tabela 30 - MDVL e grau histologico

MDVL
Baixo Alto Total
1 n 14 12 26
% 19.70% 17.60% 18,70%
2 n 39 44 83
Grau histologico %  54,90% 64,70% 59,70%
3 n 18 12 30
% 25,40% 17,60% 21,60%
Total n 71 68 139
%  100,00% 100,00% 100,00%
Na Tabela 31 salienta-se a distribuicGo do comprometimento

vascular segundo a MDVL. Esta apresentou associacdo inversa significativa

com o comprometimento vascular. A estatistica do teste foi [12=11,756,

com p<0,00T.
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MDVL
Baixo Alto Total
Ndo n 27 48 75
Comprometimento % 38,00% 66,70% 52,40%
vascular Sim n 44 24 68
% 62,00% 33,30% 47,60%
Total n 71 72 143
%  100,00% 100,00%  100,00%

Na distribuicdo da profundidade de invasdo em funcdo da MDVL

(Tabela 32), a infiltracdo mais profunda se relacionou com menos

densidade vascular linfatica. A estatistica do teste foi 12=6,147, com

p=0,007.

Tabela 32 - MDVL e profundidade de invasao

MDVL

Baixo Alto Total

Até1,0cm n 49 63 112
Profundidade de %  69,00% 87.50% 78,30%

invasdao >1,0cm n 22 9 31

% 31,00% 12,50% 21,70%

Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00%  100,00%

P&de-se constatar, a partir da Tabela 33, a distribuicGdo da MDVL

segundo o Ki-67. NGo se enfatizou associacdo entre ambos. A estatistica

do teste foi 12=0,336, com p=0,562.
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MDVL
Baixo Alto Total
<50 % n 23 18 4]

% 32,40% 26,50% 29,50%

Ki 67 >50% n 48 50 98
% 67,60% 73,50% 70,50%

Total n 71 68 139
% 100,00% 100,00% 100,00%

Apresenta-se na Tabela 34 a distribuicdo da MDVL segundo o

desfecho das pacientes. Houve forte indicio de associacdo inversa entre

MDVL e o6bito. A estatistica do teste foi [12=3,088, com p=0,079.

Tabela 34 - MDVL e desfecho das pacientes

MDVL
Baixo Alto Total
Vivo n 58 66 124

% 81,70% 91,70% 86,70%

Morto n 13 6 19
Desfecho % 18,30% 8,30% 13,30%

Total n 71 72 143

% 100,00% 100,00% 100,00%

5.4 Andlise multivariada com inclusdo da MDVL na previsdo do desfecho

das pacientes

O resultado do modelo agjustado para o desfecho das pacientes,

incluindo multiplas varidveis e a MDVL, estd demonstrado na Tabela 35. O

ajuste do modelo saturado revelou que a MDVL ndo apresentou

conftribuicdo significativa para o desfecho.
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Tabela 35 - Resultados do modelo para o desfecho, incluindo a MDVL

Variavel Qui-quadrado  gl** p
MDVL 0,05 1 0, 820
Estadiamento clinico 4,61 2 0,100
Tipo histolégico 7,46 1 0, 006
Infillragao da parede 0,2 1 0, 655
cervical

Comprometimento vascular 0,99 1 0, 320
Acometimento de linfonodos 2,09 1 0, 148
Paramétrio comprometido 0,01 1 0, 936
Vagina comprometida 0,65 1 0, 422
Grau histologico 7,36 2 0,025
Ki-67 2,09 1 0, 148
Tamanho 0,16 2 0, 926

** gl = graus de liberdade da estatistica (apresentados quando diferentes de 1).
* MDVL avaliada pelo método DVV (contagem de nimero de vasos linfaticos).

Na Tabela 36 encontram-se os resultados do modelo final ajustado
para o desfecho. As varidveis associadas ao desfecho foram estddio
clinico, tipo histolégico, acometimento dos linfonodos e Ki-67. Houve
indicios de que Ki 67 também tenha associacdo com o desfecho (p=0,099

no modelo ajustado, ndo apresentado na tabela).

Tabela 36 - Resultados do modelo para o desfecho das pacientes

Variavel Qui-quadrado  glI* p

Estadiamento clinico 8.19 2 0,017
Tipo histolégico 6,72 1 0,010
Acometimento de linfonodos 4,64 1 0, 031
Grau histologico 6,41 2 0, 041

* gl = graus de liberdade

O acometimento dos linfonodos ndo conftribuiu significativamente

para o resultado da MDVL, no modelo saturado (Tabela 37).
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Tabela 37 - Resultados do modelo para o acometimento dos linfonodos,
incluindo a MDVL

Variavel Qui-quadrado gl p

MDVL 0,11 1 0, 742
Estadiamento clinico 1,69 2 0, 430
Tipo histolégico 1,56 1 0, 211
Infiltragdo da parede 1,76 1 0, 185
Comprometimento vascular 12,42 1 0, 000
Paramétrio comprometido 8,85 1 0, 003
Vagina comprometida 1,86 1 0,173
Grau histologico 1,41 2 0, 493
Ki-67 0,09 1 0,764
Tamanho 1,61 2 0, 446

** gl = graus de liberdade.
* MDVL avaliada pelo método DVV (contagem de nimero de vasos linfaticos).

Os resultados do modelo final ajustado para o acometimento dos
linfonodos evidenciaram que as varidveis associadas ao acometimento
dos linfonodos foram: comprometimento vascular, comprometimento de

paramétrio e profundidade de invasdo (Tabela 38).

Tabela 38 - Resultados do modelo para o acometimento dos linfonodos

Variavel Qui-quadrado  gI* p

Comprometimento vascular 19,51 1 <0, 001
Comprometimento de paramétrio 10,91 1 0, 001
Profundidade de invasdao 4,92 1 0, 027

* gl = graus de liberdade.

5.5 Associagdo entre a MDVL e a expressdo da podoplanina pelas células

neoplasicas e células fibroblasticas do estroma intratumoral

Infere-se, pela Tabela 39, que a expressdo de podoplanina em
células neopldsicas associou-se a alta MDVL. A estatistica do teste foi
[12=7,825, com p=0,0085.
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Tabela 39 - MDVL e expressdo de podoplanina em células neopldsicas

MDVL
Baixo Alto Total
Nao n 63 49 112
Podoplanina % 88,70% 68,10% 78,30%
em células sim n 8 23 31
neopldsicas %  11,30% 31,90% 21,70%
n 71 72 143
Total % 100,00% 100,00% 100,00%

* MDVL avaliada pelo método DVV (contagem de nimero de vasos linfdticos).
**Cel + = expressdo da podoplanina em células neopldsicas.

A Tabela 40 mostra a expressdo da podoplanina em células
fibrobldsticas do estroma intratumoral segundo a MDVL. Esta pode ser
considerada independente do esfroma. A estatistica do teste de

associacdo foi [12=0,030, com p=0,862.

Tabela 40 - MDVL e a expressdo da podoplanina no estroma intratumoral

MDVL
Baixo Alto Total
Negativo n 58 58 116
% 81,70% 80,60% 81,10%
Estroma Positivo n 13 14 27
% 18,30% 19,40% 18,90%
Total n 71 72 143
% 100,00% 100,00% 100,00%

* MDVL avaliada pelo método DVV (contagem de nimero de vasos linfdticos).
**Estroma = expressdo da podoplanina no estroma intfratumoral.

5.6 Associacdo entre expressdo de podoplanina em células neopldsicas

com comprometimento vascular, acometimento de linfonodos e desfecho

Ndo houve associacdo significativa entre a expressdo de
podoplanina em células neopldsicas e comprometimento vascular,

comprometimento dos linfonodos ou desfecho. Os resultados estdo nas

Tabelas 41 a 43.
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Tabela 41 - Expressdo da podoplanina em células neopldsicas e
comprometimento vascular

Comprometimento

vascular Total
Nao Sim

Nao n 60 52 112

Podoplanina % 74,10% 82,50% 77,80%
em células  Sim n 21 11 32

neopldsicas % 25,90% 17,50% 22,20%

Total n 81 63 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

O fteste de associacdo entre a expressdo de podoplanina em
células neopldsicas e o comprometimento vascular teve estatistica

[12=1,469, com p=0,225, indicando ndo ser significativa a associacdo.

Tabela 42 - Expressdo da podoplanina em células neopldsicas e estado
dos linfonodos

Linfonodos acometidos

Nao Sim Total
Podoplanina Nao n 82 30 112
em células % 76,60% 81,10% 77.80%
neopldsicas Sim n 25 7 32
% 23,40% 18,90% 22,20%
Total n 107 37 144
% 100,0% 100,0% 100,0%

A expressdo de podoplanina em células neopldsicas associada ao
acometimento dos linfonodos teve estatistica (12=0,314, com p=0,575,

acentuando-se ndo ser significativa a associacdo.

Tabela 43 - Expressdo da podoplanina em células neopldsicas e desfecho
das pacientes

Desfecho
Viva Morta Total
Nao n 95 17 112
Podoplanina % 76,00% 89,50% 77 ,.80%
em células Sim n 30 2 32
neopldsicas % 24,0% 10,50% 22,20%
Total n 125 19 144

7o 100,0% 100,0% 100,0%
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O teste de associacdo enfre a expressdo de podoplanina em
células neopldsicas e o desfecho para as pacientes teve estatistica

[1?=1,732, com p=0,188, sem significancia.

5.7 Avaliagdo da expressdo da podoplanina em células fibroblasticas do

estroma intratumoral

Tabela 44 - Expressdo da podoplanina em células neopldsicas e
expressao da podoplanina no estroma intratumoral

Estroma
Negativa Positiva Total

Nao n 90 22 112

Podoplanina % 76,60% 81,50% 78,30%
em células Sim n 26 5 31

neoplasicas % 22,40% 18,50% 21,70%

Total n 116 27 143
% 100,0% 100,0% 100,0%

O teste de associacdo enfre a expressdo de podoplanina em
células neopldsicas e a expressdo de podoplanina no estroma
infratumoral teve estatistica igual 12=0,196, com p=0,658, reportando ndo
ser significativa a associacdo.

No modelo de regressdo logistica ajustado para avaliacdo da
associacdo entfre a expressdo de podoplanina no estroma e as demais
varidveis potencialmente progndsticas, a expressdo de podoplanina no
estroma se associou a comprometimento linfonodal e desfecho (Tabelas
45 e 46).
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Tabela 45 - Resultados do ajuste do modelo saturado para a expressao da
podoplanina no estroma

Varidvel Qui-quadrado p
Estadiamento clinico 1,21 0, 546
Tipo histolégico 1,78 0, 182
Idade 2,06 0, 151
Infiltragao 0,76 0, 384
Acomet. vascular 0,11 0,744
Acomet. de 3,58 0, 058
linfonodos

Desfecho 5,02 0, 025
Tamanho 4,37 0,113

O modelo final, obtido apds a retirada de todas as varidveis com
conftribuicdo ndo-significativa, teve os seguintes resultados, apresentados

na Tabela 46.

Tabela 446 - Resultados do ajuste do modelo final para a expressdo de
podoplanina no estroma

Variavel Qui-quadrado p
Comprometimento de linfonodos 8,19 0, 004
Desfecho 6,05 0,014

Na Tabela 47 o teste de associacdo entre a expressdo de
podoplanina em células fibrobldsticas do estroma infratumoral e o
comprometimento linfonodos teve estatistica [12=5,985, com p=0,014,

indicando ser significativa a associacdo.

Tabela 47 - Expressdo da podoplanina em células fibrobldasticas do
estroma intratumoral e comprometimento de linfonodos
Linfonodo acometido Total

Nao Sim
Negativo n 91 25 116
% 85,80% 67,60% 81,10%
Estoma o sitivo  n 15 12 27
% 14,20% 32,40% 18,90%
Total n 106 37 143

% 100,00% 100,00% 100,00%
Pearson Chi-Square X2=5,985 P=0,014.
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A estatistica do teste salientou significativa associacdo entre a
expressdo de podoplanina em células fibrobldsticas do estroma
intfratumoral e o comprometimento de linfonodos foi [12=5,985, com
p=0,014.

Tabela 48 - Expressdo da podoplanina em células fibrobldasticas do
estroma intratumoral e desfecho das pacientes

Desfecho Total

Vivo Morto
Neqafivo n 98 18 116
9 % 79.00% 9470%  81,10%

Estroma
Positivo n 26 ] 2/
% 21,00% 5,30% 18,90%
n 124 19 143
Total

7% 100,00% 100,00% 100,00%

5.8 Andlise mullivariada incluindo a MDVL, expressdo de podoplanina
pelas células neopldsicas e em células fibroblasticas do estroma para

previsao do acometimento dos linfonodos e no desfecho das pacientes

Tabela 49 - Modelo inicial para acometimento de linfonodos incluindo
expressdo da podoplanina nas células neopldsicas

Variavel Qui-quadrado gl p

Podoplanina em células neopldsicas 2,00 1 0,157
Faixa etdria 12,37 1 0,000
Estadio 5,71 2 0,058
Tipo histolégico 572 1 0,017
MDVL 1,86 1 0,173
Tamanho 1,74 2 0,419
Paramétrio comprometido 10,64 1 0,001
Vagina comprometida 3,98 1 0,046
Grau histologico 4,56 2 0,102
Comprometimento vascular 17,57 1 0,000
Infiltragdo da parede 1,87 1 0,171
Ki 67 alto 0,23 1 0,629
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Apds a retfirada das variGveis com menos conftribuicdo, chegou-se

ao modelo final (Tabela 50).

Tabela 50 - Modelo final para previsao de acometimento de linfonodos

Varidvel Qui-quadrado gl P

Faixa etdria 4,96 1 0, 026
Paramétrio comprometido 10,54 1 0, 001
Comprometimento vascular 21,87 1 0, 000
Profundidade de invasdao 4,37 1 0, 037

As variaveis preditivas para o acometimento dos linfonodos foram:
faixa etdria, comprometimento de paramétrio, comprometimento
vascular e profundidade de invasdo. A expressdo de podoplanina nas
células neopldsicas ndo apresentou conftribuicdo significativa  para
explicar o acometimento dos linfonodos quando em conjunto com as
demais varidveis do modelo.

O resultado do ajuste do modelo saturado para previsdo do
acometimento dos linfonodos, incluindo também  a expressdo da

podoplanina no estroma infratumoral, encontra-se na Tabela 51.

Tabela 51 - Modelo inicial para acometimento dos linfonodos incluindo
expressao da podoplanina no estroma intratumoral

Variavel Qui- gl p
quadrado

Podoplanina (+) em células neopldsicas 2,63 1 0,105
Podoplanina (+) em células fibroblasticas

Faixa etdaria 13,84 1 0,000
Estadio 4,74 2 0,093
Tipo histolégico 5,21 1 0,022
MDVL 1,20 1 0,274
Tamanho 1,48 2 0,476
Paramétrio comprometido 7,72 1 0,005
Vagina comprometida 2,99 1 0,084
Grau histolégico 4,63 2 0,099
Comprometimento vascular 16,43 1 0,000
Infiltragdo da parede 1,94 1 0,163
Ki 67 0,51 1 0,477
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Apds a remocdo das varidveis menos significativas, chegou-se ao

modelo final (Tabela 52).

Tabela 52 - Modelo quase final para o acometimento dos linfonodos

incluindo expressdo da podoplanina no estroma intratumoral

Varidvel Qui-quadrado gl p
Faixa etdria 5,85 1 0,016
Paramétrio comprometido 9,22 1 0,002
Comprometimento vascular 20,60 1 0,000
Profundidade de invasao 3.83 1 0,050
Expressdo de podoplanina no 2,50 1 0,114
estroma

A Tabela 53 apresenta o resultado do ajuste do modelo saturado

(com todas as varidveis preditivas) para previsdo do desfecho das

pacientes, usando a expressdo da podoplanina nas células neopldsicas.

As varidveis com conftribuicdo ndo-significativa (p>0,05) devem entdo ser

removidas uma a uma (a partir da menos significante — maior p), até que

somente varidveis com confribuicdo significativa permanecam no

modelo.
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Tabela 53 - Modelo inicial para previsao do desfecho incluindo a
expressdo da podoplanina nas células neopldasicas

Variavel Qui-quadrado gl p
Expressao da podoplanina em 0,66 1 0,416
células neopldsicas

Faixa etdria 2,49 1 0,114
Estadio 3,01 2 0, 222
Tipo histolégico 8,51 1 0, 004
MDVL 0,10 1 0,747
Tamanho 0,29 2 0, 865
Paramétrio comprometido 0,17 1 0, 679
Vagina comprometida 0,21 1 0, 648
Grav histologico 10,21 2 0, 006
Comprometimento vascular 1,77 ] 0, 183
Infiltragao 0,06 1 0, 805
Ki 67 2,40 1 0, 121

Tamanho do tumor foi a menos significativa e precisou ser removida,
assim como as demais, uma a uma, até o modelo final com todas

significativas para explicar o desfecho.

Tabela 54 - Modelo final para o desfecho incluindo a expressdo da
podoplanina nas células neopldsicas

Varidvel Qui-quadrado gl p

Estadio 7,82 2 0,020
Tipo histolégico 6,84 1 0,009
Grau histolégico 7,86 2 0,020
Comprometimento vascular 4,12 1 0,042

As varidveis preditivas para o desfecho foram: estadio, tipo
histologico, grau histoldgico e comprometimento vascular. A expressdo da
podoplanina nas células neopldsicas ndo apresentou contribuicdo
significativa com essas variaveis presentes no modelo.

O resultado do ajuste do modelo saturado (com todas as varidveis
preditivas) para previsdo do desfecho das pacientes, usando a expressdo

da podoplanina no estroma infratumoral, pode ser visto na Tabela 55.
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As varidveis com contribuicdo ndo-significativa (p>0,05) foram entdo
ser removidas uma a uma (a partir da menos significante — maior p) até
que somente aquelas com contribuicdo significativas permanecessem no

modelo.

Tabela 55 - Modelo inicial para previsdo do desfecho incluindo a
expressao da podoplanina no estroma intratumoral

Varidvel Qui-quadrado gl p
Expressao de podoplanina no 3,03 1 0,082
estroma

Faixa etdria 1,33 1 0,248
Estadio 2,29 2 0,318
Tipo histolégico 7,66 1 0,006
MDVL 0,02 1 0,902
Tamanho 0,45 2 0,800
Paramétrio comprometido 0,38 1 0,539
Vagina comprometida 0,01 1 0,918
Grav histologico 9,68 2 0,008
Comprometimento vascular 2,65 1 0,103
Infiltragao 0,15 1 0,696
Ki 67 2,15 1 0,142

Acometimento da vagina foi a menos significativa, seguida da
MDVL. Elas foram retiradas, uma a uma, até que no modelo final
constassem somente varidveis com contribuicdo significativa para explicar
o desfecho (Tabela 56).

Tabela 56 - Modelo final para previsdo de desfecho incluindo a
expressao da podoplanina no estroma

Varidvel Qui-quadrado gl p

Expressao de podoplanina no estroma 4,40 1 0,036
Estadio 7,39 2 0,025
Tipo histolégico 6,09 1 0,014
Grau histolégico 9.17 2 0,010
Comprometimento vascular 5,15 1 0,023

As varidveis preditivas para o desfecho foram: a expressdo da

podoplanina no estroma infratumoral, estadio clinico, tipo histolégico, grau
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histoldgico e comprometimento vascular. A expressdo da podoplanina no
estroma intratumoral agrega valor na previsGo, mesmo com as demais

varidveis j& presentes no modelo.
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6. DISCUSSAO

O estudo dos vasos linfaticos dentro do tumor vem ganhando
crescente interesse3s383943-46. Sabe-se que a mortalidade pelo cdncer
raramente € causada pelo tumor primdrio, sendo mais aftribuida &
disseminacdo metastdtica causada pelas células tumorais a 6rgdos
distantes.

A compreensdo da linfangiogénese pode ser considerada chave
importante na elucidacdo de mecanismos usados pelas células tumorais
o se disseminarem?108,

Neste presente estudo, das 144 pacientes tratadas com
histerectomia radical, 37 (25,7%) apresentavam linfonodos positivos. E
quando os linfonodos estavam comprometidos, ocorreu a morte em 10
(52,60%).

Os linfonodos acometidos estavam associados a tamanho do tumor,
profundidade de invasdo, envolvimento de paramétrio ou vagina e
embolizacdo vascular-linfatica(EVL). Mas ndo houve associacdo com tipo
histoldgico, idade, grau histoldgico, expressdo do Ki-67, acometimento de
corpo de Utero ou estadiamento clinico.

E sabido que o tumor induz linfangiogénese. Esse processo provoca
a formacdo de novos vasos linfaticos a partir de vasos preexistentes e da
circulacdo de células progenitoras endoteliais linfaticas!®?. A célula
tumoral promove a remodelacdo de vasos linfaticos locais, ©
desenvolvimento de rede linfatica regional no nédulo linfatico e também
o aumento do nUmero e di@Gmetro dos vasos linfaticos.
Consequentemente, o escoamento de linfa do tumor aumenta, podendo
produzir significativo aumento de metdstase de células tumorais para
noédulos linfdticos.

Em nosso estudo foi avaliada a microdensidade vascular linfatica

em carcinomas de colo do Utero iniciais e relacionados esses achados
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com as caracteristicas clinico-patolégicas cldssicas do céncer precoce de
colo de Utero.

A linfangiogénese foi estimada pela quantificacdo das estruturas
vasculares que expressam podoplanina, que € expressa especificamente
em endotélio de vasos linfaticos, mas nGo em vasos sanguineos!4.

Pesquisas sobre a MLVD em cdéncer de colo de Utero sdo raros e
controversos!10.111, Em céncer invasivo j& foram descritos 0-12,3 microvasos
linfaticos (média de 6,15 vasos/x200hpf) e carcinoma microinvasor com
aumento de 10,3-19,3 (média de 14,8 vasos/x200hpf)17.

Em 2007 detectou-se aumentada densidade vascular linfatica (DVL)
em lesdes invasivas na comparagcdo com as pré-invasivas, sem associacdo
com lesdes invasivas com linfonodos comprometidos ou metdstases's.
Quando associada displasia de alto grau a carcinoma in situ, constatou-se
elevacdo na densidade dos vasos linfaticos, sugerindo o importante papel
desse aumento para a progressdo para tumor invasivo na carcinogénese
cervical%s,

Em nosso estudo a MLVD foi maior nos tumores de menor tamanho
(<2 cm) e estddios iniciais (IB1), provavelmente demonstrando que a
inducdo da linfangiogénese pode ser evento inicial na progressdo do
cancer, quando ainda nem todos 0s novos vasos neoformados estdo
funcionantes ou patentes. Isto explicaria o achado da MLVD estar elevada
nos tumores iniciais, entretanto, os linfonodos estavam frequentemente
negativos.

Outro ponto importante que merece ser estudado é a interacdo das
células neopldsicas com o estroma adjacente. No estroma existem outras
células (fibroblastos), proteinas da matriz extracelular e moléculas de
adesdo célula-célula como as caderinas.

As caderinas sdo moléculas de adesdo dependentes de Ca?+ que
medeiam a inferacdo homotipica célula-célula, inicialmente identificadas
nas juncdes aderentes (adherens junctions). As caderinas sGdo uma
superfamilia de pelo menos 30 diferentes moléculas, cuja expressdo é

controlada témporo-espacialmente.
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A molécula de e-cadering, que é expressa por células epiteliais, € a
que se enconfra mais frequentemente alterada em tumores. Diferentes
estudos revelam que a e-caderina é frequentemente inativada durante o
desenvolvimento de carcinomas humanos, como mama, coélon, préstata,
estbmago, figado, esdfago, pele, rim e pulmdo, e estd associada a
invasdo e a formacdo de metdstase em linfonodos e & disténcia.

A inibicdo da expressdo da e-caderina em células de carcinoma
facilita a invasdo tumoral, enquanto o restabelecimento da expresséo de
e-caderina resulta em diminuicdo de proliferacdo e inibicdo de invasdo e
metastase.

A e-caderina €, em parte, responsavel pelo fendbmeno de inibicdo
por contato, uma caracteristica de células epiteliais normais, associado ao
blogueio de proliferacdo quando células enfram em contato umas com
as oufras. Essa caracteristica é fundamental para a manutencdo de
arquitetura dos epitélios. Essa mudanca no padrdo da expressdo de
caderinas ocorre durante a progressdo tumoral e ja foi documentada in
vitro e in vivo.

Ao mesmo tempo em que as células tumorais se soltam do tumor
primdrio por diminuicdo da interacdo célula-célula, elas devem ter a
capacidade de migrar e invadir o estroma adjacente. Células de
carcinomas passam por um processo denominado transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT): a célula tumoral, de origem epitelial, passa a
expressar um conjunto de genes fipicamente expressos em células do
tecido conjuntivo. Do ponto de vista celular, a transicdo se dd entre um
morfotipo epitelioide (menos migratdério) para um morfotipo fibroblastoide
(mais migratdério) 112,

Baseados nestes dados, estdo surgindo evidéncias na literatura de
gue mudancas no fendtipo molecular que ocorrem no microambiente do
estroma tumoral, conhecido como EMIT, poderiom estar envolvidas no
mecanismo de metdastase dos tumores!!3. Embora as bases moleculares do
EMT ainda ndo tenham sido elucidadas, algumas sinalizacdes moleculares

tém sido identificadas e todas elas, de alguma forma, estdo relacionadas
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d perda da funcdo da adesdo da proteina fransmembrana e-caderinalls,
A EMT é importante, particularmente, em cdnceres com migracdo celular
Unica e na disseminacdo inicial das células tumorais! 4,

A podoplanina poderia utilizar mecanismos de sinalizacdo da e-
caderina para estimular a migracdo, de forma coletiva, das células
tumorais e, assim, promover invasdo; e por esta razdo estar envolvida no
processo de metdstase das células tumorais22.115,

Neste trabalho observou-se a expressdo da podoplanina em
fioroblastos do estroma intratumoral (ITS) em 27 (18,88%) dos 144 casos,
associada a metdstase para nédulo linfatico e ao desfecho.

Por outro lado, ndo houve associacdo enfre expressdo da
podoplanina e idade, estddio clinico, tamanho do tumor, tipo histoldgico,
profundidade de infiltracdo ou envolvimento vascular.

Estudo de 138 casos de carcinoma invasivo de células escamosas
no colo de Utero evidenciou imunorreatividade a podoplanina de forma
difusa em 17 (12%) e focal em 81 (59%), enquanto 40 (29%) ndo
apresentaram imunorreatividade?!.

Este trabalho registrou, ainda, que a invasdo linfatica e metdstase
para linfonodos foram significativamente mais comuns em fumores que
expressaram baixa imunorreatividade & podoplanina (p<0,0001 e 0,002,
respectivamente). Das caracteristicas clinico-patolégicas, a podoplanina
ndo se correlacionou com estddio clinico, tamanho tumor e grau
histoldgico. J& a baixa imunorreatividade esteve associada a curto
periodo livre de doenca, mas ndo a sobrevida.

De acordo com levantamento bibliogrdfico realizado até o
momento, este & o primeiro estudo a investigar a importdncia da
expressa@o da podoplanina no estroma intratumoral de carcinoma do colo
do Utero, relacionando-a com MLVD, comprometimento dos linfonodos e

desfecho.
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7.CONCLUSOES

Avaliacdo da linfangiogénese infratumoral a partir da andlise
quantitativa da microdensidade vascular linfatica (MDVL) em
carcinomas do colo do Utero submetidos a fratamento cirdrgico
revelou resultados equivalentes para os trés métodos
morfométricos de quantificagdo (DVV, DVT DVP).

O estadiamento clinico e o estado dos linfonodos foram variaveis
independentes associadas a obito.

As varidveis associadas a comprometimento linfonodal foram
tamanho do tumor, profundidade de infiltracdo cervical,
embolizacdo vascular linfatica, infiltracdo parametrial e
extens@o para a vagina. A idade da paciente, estadiamento
clinico, tipo e grau histoldgico, extensdo para o corpo uterino e
atfividade proliferativa determinada pela expressdo do Ki-67 ndo
se associaram significantemente ao comprometimento dos
linfonodos.

As varidveis associadas a oObito pela doenca foram
estadiamento clinico, tamanho do tumor, profundidade de
invasdo, embolizacdo vascular linfatica, extensdo para os
paramétrios e estado dos linfonodos. As demais varidveis (idade,
tipo e grau histolégico, extensdo para vagina e atividade

proliferativa) ndo mostraram associacdo significativa.

A alta MDVL se associou a tumores de menor tamanho, com
menos profundidade de infiltracdo, estddio clinico inicial,
auséncia de invasdo linfovascular e linfonodos negativos. A
MDVL ndo se associou a idade, tipo histolégico, grau histoldgico,
invasdo de paramétrio ou vagina ou expressdo de Ki-67.

Na andlise multivariada, a MDVL ndo foi varidvel preditiva de

comprometimento linfonodal ou obito. Ndo houve associacdo
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entre a expressdo de podoplanina pelas células neopldsicas e
caracteristicas clinico-patolégicas, acometimento de linfonodos
ou Obito. A expressdo de podoplanina em células fibrobldsticas
do estroma infratumoral foi associada a bom progndstico.

Ndo houve associacdo da MDVL com idade, estddio clinico,
tamanho do tumor, tipo histolégico, profundidade de invasdo ou

embolizacdo vascular linfatica.
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8. APENDICES e ANEXO

APENDICE A - BANCO DE DADOS

PACIENTE IDADE EC TIPOHIST  CIRURGIA TAMANHO TUMOR GHT:_IL,J Vi?gﬁl INFILTcm  TTO ADJUV  Desfecho meses  Desfecho Datalnicio TTO  Data dbito Ki67 Cels+ Estroma DVP DVT
1 59 IB1 CEC W. Meigs 1,0x 0,3 1 Nao 0,2 cm Nao 116 meses Seguim 24/11/1999 0 35% 0 1,77 4,44
2 60 B2 CEC W. Meigs 4,0x 3,0 2 Nao 1,1 cm  Tele+Braqui 114 meses Seguim 18/01/2000 2 0 0 0,1 04
3 42 1B1 CEC W. Meigs 1,5x1,0 2 Nao 0,2cm Nao 146 meses Seguim 21/05/1997 3 >90% 05 41 94
4 59 IIA CEC W. Meigs 4,0x4,0 1 Sim 1,0cm Nao 97 meses Seguim 01/06/2001 3 > 90 0 0 0
5 30 || CEC W. Meigs 4,5x4,0 1 Néo 1,5cm  Tele+Braqui 101 meses Seguim 01/02/2001 4 10% 0 05 0.8
6 75 |1B1 Adenoca W.Meigs 5,0x2,0 2 Sim 0,7cm  Tele+Braqui 48 meses Obito 10/06/2002  29/06/2006 3 0 0 02 04
7 69 1B1 CEC W. Meigs 1,0x 1,0 2 Néo 0,5cm  Tele+Braqui 71 meses Seguim 26/08/2003 3 0 0,5 1 2,5
8 51 1B1 CEC W. Meigs 3,0x2,5 2 N&o 0,2cm Braqui 72 meses Seguim 25/07/2003 4 0 2 58 5
9 75 1B1 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Nao 0,7 cm Nao 78 meses Seguim 13/01/2003 3 0 0 0,1 0,2
10 56 1B2 CEC W. Meigs 5,0 x 6,0 2 Nao 0,8cm  Tele+Braqui 69 meses Seguim 07/10/2003 3 0 0 0 0
11 43 1B2 Adenoca W. Meigs 3,5x3,0 3 Sim 1,0cm _ Tele+Braqui 024 meses 6bito 04/09/2003  28/08/2005 4 0 0 0,1 03
12 33 _1B2 CEC W. Meigs 4,0x4,0 2 Sim 08cm  T+B+QT 016 meses 6bito 03/05/2004  21/09/2005 3 0 0 2 48
13 51 IB1 CEC W. Meigs 2,0x1,0 2 Sim 0,8 cm Nao 64 meses Seguim 15/03/2004 2 10% 0 1,3 25
14 38 IB1 CEC W. Meigs 1,5x1,0 2 Nao 0,5cm  Tele+Braqui 61 meses Seguim 25/06/2004 4 0 0 23 41
15 57 1B2 Adeno-Esc_W. Meigs 4,0x4,0 2 Sim 1,0cm _ T+B+ QT 016 meses 6bito 05/08/2004  12/12/2005 3 0 2 56 9
16 50 1B2 CEC W. Meigs 7,0x6.0 2 Nao 0,9cm__ Tele+Braqui 014 meses Sbito 02/12/2004  27/02/2006 2 0 1 05 14
17 38 IB1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 3 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 57 meses Seguim 01/10/2004 3 0 1 04 09
18 30 IB2 CEC W. Meigs 4,0x4,0 2 Sim 0,8cm  Tele+Braqui 26 meses Obito 31/03/2005  12/05/2007 4 0 0 0 0
19 52 1B1 CEC W. Meigs 3.0x25 2 Nao 0,4 cm Nao 65 meses Seguim 02/02/2004 4 0 0 25 72
20 36 _1B2 CEC W. Meigs 3,0x2,0 2 Sim 1,2cm  Tele+Braqui 009 meses 6bito 02/05/2005 _ 08/02/2006 2 0 0 1,1 38
21 43 B2 Adenoca W. Meigs 4,0x2,0 2 Nao 1,2cm  Tele+Bragui 28 meses Obito 31/05/2005  27/09/2007 4 0 0 03 0,7
22 53 B2 Adenoca W. Meigs 3,0x 3,0 1 Nao 0,7 cm  Tele+Bragui 50 meses Seguim 19/05/2005 1 0 0 0 0
23 62 B1 CEC W. Meigs 2,5x1,5 1 Sim 1,1cm  Tele+Braqui 52 meses Seguim 11/03/2005 1 0 2 0 0
24 54 1B1 CEC W. Meigs 2,5x2,0 2 Sim 1,5cm  Tele+Braqui 51 meses Seguim 20/04/2005 3 raras 0 18 6
25 51 1B1 Adenoca W.Meigs 2,0x1,5 1 Néo 1,0cm Braqui 50 meses Seguim 28/03/2005 3 0 0 0 0
26 82 IB1 CEC W. Meigs 1,0 x 0,6 2 Sim 0,8cm  Tele+Braqui 53 meses Seguim 21/02/2005 0 0 2 22 56
27 43 1B2 Adenoca W.Meigs 3,5x2,5 2 sim 1,2cm  Tele+Braqui 52 meses Seguim 10/03/2005 2 0 0 0 0
28 78 1B1 Adenoca W. Meigs 1,5x0.8 2 Sim 1,0cm __ Tele+Braqui 019 meses Sbito 17/06/2005 _ 25/01/2007 4 0 0 0.1 04
29 42 1B2 CEC W. Meigs 4,0x2,0 3 N&o 1,0cm  Tele+Braqui 52 meses Seguim 02/03/2005 4 0 0 14 4
30 51 I1B1 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Nao 1,3cm  Tele+Braqui 57 meses Seguim 15/10/2004 2 0 0 32 71
31 83 |IB1 Adenoca W.Meigs 1,5x1,0 1 Nao 0,3cm Braqui 51 meses Seguim 28/04/2005 0 0 0 1,7 6,3
32 39 1B2 CEC W. Meigs 3,0x2.0 2 Nao 1,0cm Nao 50 meses Seguim 25/05/2005 3 60% 2 06 1
33 64 1B1 CEC W. Meigs 6,5 x 6.0 2 Sim 1,1cm __ Tele+Braqui 53 meses Seguim 18/02/2005 2 0 2 1 1.1
34 71 1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 3 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 015 meses Obito 14/07/2005 ~ 21/10/2006 3 0 0 0 0
35 40 1B2 CEC W. Meigs 4,0x 3,5 3 Nao 0,8cm  Tele+Braqui 49 meses Seguim 10/06/2005 4 0 0 2,7 54
36 38 1B2 CEC W. Meigs 4,0x4,0 2 Néo 1,0cm  Tele+Braqui 49 meses Seguim 06/06/2005 3 40% 0 0 0
37 70 1B1 CEC W. Meigs 3,0x2,0 2 Néo 0,5cm Nao 83 meses Seguim 19/08/2002 2 0 2 28 47
38 52 1B2 CEC W. Meigs 3,0x2,5 2 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 50 meses Seguim 13/05/2005 2 0 0 0 0
39 32 1B2 CEC W. Meigs 5,5x5,0 3 Sim 1,2cm  Tele+Braqui 49 meses Seguim 30/06/2005 3 0 3 0 0
40 56  1B1 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Néo 0,8cm  Tele+Braqui 113 meses Seguim 03/02/2000 3 0 0 04 0.8
41 54 1B1 CEC W. Meigs 1,0x 0,6 3 sim 0,3cm Nao 49 meses Seguim 22/06/2005 3 0 1 13 272
42 40 I1B2 adenoca W.Meigs 4,0x 3,0 2 Nao 1,5cm  Tele+Braqui 018 meses Obito 20/04/2005  24/10/2006 2 0 0 0 0
43 68 IIA CEC W. Meigs 3,0x2,0 2 Sim 1,3cm  Tele+Braqui 013 meses Obito 02/09/2005  31/10/2006 2 0 0 05 0,5
44 66  I1A CEC W. Meigs 6,0 x 4,0 2 Sim 1,3cm  Tele+Braqui 49 meses Seguim 10/06/2005 3 0 0 23 57
45 31 I1B2 CEC W. Meigs 6,0 x 4,0 2 Néo 1,2cm  Tele+Braqui 48 meses Seguim 07/07/2005 3 30% 1 11 1,8
46 48 B2 adeno-esc W. Meigs 3,5x3,0 3 30 1,0cm  Tele+Braqui 47 meses Seguim 22/08/2005 4 10% 1 0 0
47 72 B1 Adenoca W. Meigs 1,0x 0,9 1 El) 0,7 cm Braqui 43 meses Obito 15/09/2005  06/04/2009 2 0 0 29 54
48 66 B1 CEC W. Meigs 1,0x 1,0 9 a0 0,15 cm  Tele+Braqui 48 meses Seguim 26/07/2005 9 10% 0 26 47
49 32 1B1 CEC W. Meigs 1,0x1,0 2 Nao 0,3cm Nao 47 meses Seguim 25/08/2005 0 10% 0 3 74
50 47 1B2 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Sim 0,3cm Nao 47 meses Seguim 26/08/2005 3 10% 0 0 0
51 54 1B2 CEC W. Meigs 4,5x4,5 2 Sim 1,5cm  Tele+Braqui 47 meses Seguim 16/08/2005 3 0 2 0,7 14
52 57 1B1 CEC W. Meigs 2,5x2,5 2 Nao 0,3 Nao 46 meses Seguim 14/09/2005 3 15% 1 4,1 10,
53 51 _11A CEC W. Meigs 10,0x5,0 2 Sim 0,8cm__ Tele+Braqui 34 meses Sbito 08/12/2005  17/09/2008 2 0 0 0 0
54 63 1B1 CEC W. Meigs 1,5x1,2 3 Nao 0,4 cm Nao 48 meses Seguim 04/07/2005 3 0 0 16 26
55 30 IB2 CEC W. Meigs 1,5x1,5 2 Nao 0,4 cm Nao 45 meses Seguim 11/10/2005 3 30% 0 24 64
56 55 |1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 2 Sim 0,8cm  Tele+Braqui 48 meses Seguim 23/07/2004 3 0 0 02 04
57 47 _1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 2 Nao 0,3cm Nao 44 meses Seguim 29/12/2005 4 20% 0 38 75
58 41 1B2 Adenoca W.Meigs 2,5x2,0 1 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 42 meses Seguim 13/01/2006 3 0 0 0,1 02
59 40 IB1 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Nao 0,2 cm Nao 42 meses Seguim 16/01/2006 3 0 1 72 9,1
60 53 I1B1 Adenoca W.Meigs 4,0x 3,5 12 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 42 meses Seguim 16/01/2006 3 0 0 12 3,5
61 68 1B1 CEC W. Meigs 3,0x2,0 3 Sim 0,9cm  Tele+Braqui 47 meses Seguim 29/08/2005 3 0 2 09 13
62 47 1B1 Adenoca W. Meigs 1,0x 0,6 1 Nao 0,23 cm Nao 49 meses Seguim 17/06/2005 3 0 0 24 638
63 54 1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 2 Nao 0,5 cm Braqui 46 meses Seguim 13/09/2004 3 0 0 38 69
64 46 1B2 CEC W. Meigs 5,0 x 4,0 2 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 46 meses Seguim 30/09/2005 0 0 2 0 0
65 50 1B1 adenoca W. Meigs 1,0x1,0 1 Nao 0,25 cm Nao 47 meses Seguim 18/08/2005 4 0 0 41 76
66 49 1B1 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Néo 1,0cm  Tele+Braqui 46 meses Seguim 03/09/2004 2 0 2 0 0
67 47 1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 2 Sim 0,7 cm  Tele+Braqui 49 meses Seguim 15/06/2005 3 5% 0 2,7 54
68 53 1B1 Adenoca W.Meigs 1,0x 1,0 1 Nao 0,2 cm Nao 46 meses Seguim 22/09/2005 3 0 2 21 49
69 59 1B1 Adenoca W.Meigs 1,5x1,5 1 Néo 1,0cm Braqui 47 meses Seguim 28/08/2005 2 0 0 0 0
70 59 1B1 CEC W. Meigs 1,5x1,0 2 N&o 0,1 cm Braqui 50 meses Seguim 22/05/2002 4 75% 1 3 51
71 55 1B2 CEC W. Meigs 5,5x4,5 2 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 023 meses Sbito 15/05/2006 2 0 0 0 0
72 44 1B1 Adenoca W.Meigs 2,5x2,0 1 Néo 1,0cm  Tele+Braqui 55 meses Seguim 17/12/2004 2 0 0 1,7 35
73 30 IB1 CEC W. Meigs 3,0x 3,0 2 Nao 0,9cm  Tele+Braqui 38 meses Seguim 10/05/2006 4 25% 0 1,7 3,1
74 61 1B1 CEC W. Meigs 2,5x2,0 2 Sim 0,9cm  Tele+Braqui 51 meses Seguim 25/04/2005 3 0 1 0 0
75 53 1B1 CEC Piver Il 1,5x1,0 2 Nao 0,4 cm T+B+ QT 105 meses Seguim 20/10/2000 0 2% 0 33 59
76 65 |IB1 CEC W. Meigs 2,5x1,5 2 Sim 1,5cm Nao 38 meses Seguim 02/05/2006 2 2% 0 1,1 22
77 69 |IB1 Adenoca W.Meigs 3,0x3,0 1 Sim 1,4cm T+B+ QT 37 meses Seguim 02/06/2006 4 0 0 0 0
78 48 1B1 CEC W. Meigs 7,0x 6,0 2 sim 1,2cm  Tele+Braqui 36 meses Seguim 25/07/2006 3 0 0 21 39
79 46 1B1 CEC W. Meigs 3,5x3,0 3 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 37 meses Seguim 20/06/2006 4 <1% 2 3 7
80 51 |IA Adenoca W.Meigs 4,0x 3,5 1 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 37 meses Seguim 20/06/2006 3 0 0 02 04




68

PACIENTE IDADE EC TIPOHIST CIRURGIA TAMANHO TUMOR G'_‘ng\_::J Vig(';lfl’d- INFILTcm  TTO ADJUV  Desfecho meses Desfecho Data Inicio TTO  Data ébito  Ki67 Cels +
81 42 |1B1 CEC W. Meigs 2,0x2,0 2 Sim 0,7 cm  Tele+Braqui 35 meses Seguim 28/08/2006 2 <1%
82 36 IB1 CEC W. Meigs 2,5x0,5 2 Nao 0,3 cm Braqui 76 meses Seguim 10/03/2003 3 10%
83 38 1B2 CEC W. Meigs 2,0x1,5 3 Nao 0,6 cm  Tele+Braqui 36 meses Seguim 25/07/2006 4 0
84 43 11A CEC W. Meigs 4,0x3,5 2 Nao 0,5cm__ Tele+Braqui 022 meses oObito 11/12/2006 _ 05/10/2008 3 15%
85 40 I1B1 CEC W. Meigs 1,5x 1,0 3 Nao 0,7 cm Braqui 70 meses Seguim 01/09/2003 2 0
86 72 1B1 CEC W. Meigs 2,0 x2,0 3 Sim 0,9 cm Braqui 46 meses Seguim 13/09/2005 2 30%
87 61 1B2 Adenoca W.Meigs 8,0 x7,0 3 Sim 1,3cm  Tele+Braqui 45 meses Seguim 31/10/2006 3 0
88 37 1B1 Adenoca W. Meigs 1,0 x 0,6 1 Nao 0,3 cm Braqui 30 meses Seguim 12/01/2007 4 0
89 56 | B1 Adenoca W.Meigs 2,0 x2,0 2 Sim 1,1 cm  Tele+Braqui 32 meses Seguim 07/11/2006 3 0
90 47 |1B1 CEC W. Meigs 1,0 x1,0 9 Nao 0,17 cm Néo 30 meses Seguim 22/01/2007 9 0
91 29 |1B1 Adenoca W. Meigs 2,0 x1,0 1 Nao 0,15 cm Braqui 31 meses Seguim 15/12/2006 2 0
92 60 IB1 CEC W. Meigs 3,5 x3,5 2 Sim 1,5cm  Tele+Braqui 30 meses Seguim 19/01/2007 3 0
93 66 I1B1 Adenoca W.Meigs 1,5x1,5 2 Nao 0,5cm  Tele+Braqui 31 meses Seguim 12/12/2006 0 0
94 63 |1B1 CEC W. Meigs 3,0 x2,5 2 sim 1,3cm  Tele+Braqui 31 meses Seguim 22/12/2006 4 0
95 33 _I1B2 Adenoca W. Meigs 6,5x 4,0 2 Sim 1,2cm T+B+ QT 012 meses o6bito 22/03/2007 __ 08/03/2008 3 15%
96 62 |IB1 CEC W. Meigs 3,5 x 3,0 2 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 30 meses Seguim 24/01/2007 3 0
97 60 |IB1 Adenoca W.Meigs 4,0 x3,5 1 Nao 0,2 cm Nao 30 meses Seguim 23/01/2007 4 0
98 57 |1B1 adenoca LE 2,0 x1,2 3 Sim 0,7 cm T+B+ QT 30 meses Seguim 31/01/2007 3 0
99 34 |B2 CEC W. Meigs 2,0 x2,0 3 Sim 0,8 cm Braqui 30 meses Seguim 29/01/2007 2 0
100 57 1B1 CEC W. Meigs 1,5x 1,0 2 Sim 0,8cm  Tele+Braqui 29 meses Seguim 06/02/2007 3 0
101 52 1B1 CEC W. Meigs 2,0 x2,0 3 Nao 1,0 cm Braqui 30 meses Seguim 19/01/2007 4 0
102 56 IB1 CEC W. Meigs 3,0 x2,0 2 Sim 0,8cm  Tele+Braqui 33 meses Seguim 18/10/2006 2 0
103 32 B2 CEC W. Meigs 2,5x2,0 2 Sim 0,8 cm T+B+ QT 28 meses Seguim 23/03/2007 4 0
104 40 |1B1 Adenoca W. Meigs 3,0 x2,0 1 Sim 0,7 cm  Tele+Braqui 29 meses Seguim 16/02/2007 2 0
105 64 |1B1 CEC W. Meigs 5,0 x3,0 3 Sim 1,3cm  Tele+Braqui 31 meses Seguim 19/12/2006 3 0
106 34 1B2 CEC W. Meigs 6,5x5,0 3 Sim 1,2cm __ Tele+Braqui 008 meses o6bito 27/04/2007 __ 13/01/2008 2 0
107 73 1B2 Adenoca W.Meigs 3,0 x3,0 2 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 29 meses Seguim 02/02/2007 3 0
108 68 I|IA CEC W. Meigs 4,0 x4,0 1 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 27 meses Seguim 23/04/2007 2 0
109 56 |IA CEC W. Meigs 3,0 x2,5 2 Nao 1,5cm  Tele+Braqui 28 meses Seguim 09/03/2007 3 0
110 36 1A2 CEC W. Meigs 0,2x0,35 2 Nao 0,3cm Nao 28 meses Seguim 21/03/2007 3 15%
111 63 |1B2 Adenoca W.Meigs 3,5 x 3,0 2 Nao 0,8cm  Tele+Braqui 33 meses Seguim 31/10/2006 3 0
112 40 IB1 CEC W. Meigs 6,0 x6,0 2 Sim 1,2cm  Tele+Braqui 27 meses Seguim 27/04/2007 4 0
113 52 1B1 Adenoca W.Meigs 2,0x1,5 2 Nao 0,6 cm Braqui 025 meses Seguim 15/06/2007 4 0
114 20 I1B2 CEC W. Meigs 5,0 x5,0 3 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 025 meses Seguim 01/06/2007 2 60%
115 55 1B1 Adenoca W.Meigs 2,5x1,5 9 Nado 0,2 cm N&o 25 meses Seguim 18/06/2007 9 0
116 36 IB1 CEC W. Meigs 2,5%0,5 1 Nao 0,5 cm Braqui 34 meses Seguim 29/09/2006 4 10%
117 39 |IA Adeno-Esc W. Meigs 6,0%5,0 3 Sim 0,8 cm  Tele+Braqui 025 meses Seguim 25/06/2007 2 0
118 45 1B2 CEC W. Meigs 7,0 x4,0 2 Sim 1,0cm T+B+ QT 25 meses Seguim 18/06/2007 0 0
119 46 1B1 CEC W. Meigs 1,0 x1,0 9 Nao 0,35 cm Nao 27 meses Seguim 13/04/2007 4 10%
120 56 |IA CEC W. Meigs 4,0 x4,0 3 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 26 meses Seguim 30/05/2007 3 0
121 43 |1B1 Adenoca W. Meigs 2,0x1,5 2 Nao 0,4 cm Nao 26 meses Seguim 11/05/2007 3 0
122 51 IB1 CEC W. Meigs 2,0 x2,0 2 Sim 0,8 cm  Tele+Braqui 25 meses Seguim 06/06/2007 3 0
123 33 IB2 CEC W. Meigs 4,0 x 3,0 3 Nao 1,4cm  Tele+Braqui 26 meses Seguim 15/05/2007 3 0
124 62 |1B1 CEC W. Meigs 5,0 x 3,0 2 Sim 1,4cm  Tele+Braqui 26 meses Seguim 14/05/2007 3 0
125 38 IB1 CEC W. Meigs 1,0 x1,0 2 Nao 0,2 cm Nao 53 meses Seguim 23/02/2005 3 0
126 45 |B1 CEC W. Meigs 0,8 x 0,6 2 Nao 0,5 cm N&o 27 meses Seguim 11/04/2007 3 0
127 48 I1B1 CEC W. Meigs 2,5x2,0 3 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 024 meses Seguim 27/07/2007 3 0
128 47 1B2 CEC W. Meigs 4,0x 3,5 3 Sim 1,2cm  Tele+Braqui 100 meses Seguim 23/03/2001 4 0
129 34 |IB1 CEC W. Meigs 4,0x25 2 Nao 0,4 cm T+B+ QT 024 meses Seguim 23/07/2007 4 0
130 49 |1B2 Adenoca W. Meigs 4,5x 4,0 2 Sim 0,6 cm  Tele+Braqui 023 meses Seguim 13/08/2007 3 0
131 43 1B2 CEC W. Meigs 3,0 x 3,0 2 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 022 meses Seguim 01/08/2007 9 0
132 45 |1B2 Adenoca W. Meigs 3,5 x3,0 1 Nao 0,3 cm Nao 024 meses Seguim 18/07/2005 2 0
133 46 |B1 CEC W. Meigs 2,5x1,8 3 Nao 0,7 cm Néo 021 meses Seguim 15/10/2007 0 0
134 43 |IA CEC W. Meigs 5,0 x4,5 3 Sim 0,8 cm Tele+Braqui 021 meses Seguim 19/10/2007 3 0
135 31 1B2 Adenoca W. Meigs 3,0 x 3,0 1 Sim 0,8 cm Nao 022 meses Seguim 21/09/2007 3 0
136 43 |1 A Adenoca W. Meigs 4,0 x 4,0 1 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 021 meses Seguim 08/10/2007 4 0
137 52 |IA CEC W. Meigs 4,0 x3,0 2 Sim 1,5cm  Tele+Braqui 024 meses Seguim 30/07/2007 4 10%
138 41 1B2 CEC W. Meigs 2,0x1,5 2 Nao 0,3 cm Nao 021 meses Seguim 15/10/2007 4 0
139 52 |IA CEC W. Meigs 4,5x2,1 2 Nao 1,0cm  Tele+Braqui 021 meses Seguim 29/10/2007 4 0
140 41 1B2 CEC W. Meigs 7,0 x 6,0 2 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 021 meses Seguim 19/10/2007 4 0
141 43 |1B1 Adenoca W. Meigs 1,1x 0,5 3 Sim 0,5 cm Braqui 021 meses Seguim 30/10/2007 3 0
142 60 |1B1 Adenoca W.Meigs 4,0 x 4,0 2 Sim 1,0cm  Tele+Braqui 019 meses Seguim 14/12/2007 4 0
143 66 |IA CEC W. Meigs 3,0 x 3,0 3 Sim 1,0cm Nao 147 meses Seguim 28/04/1997 3 0
144 62 IB1 CEC W. Meigs 3,5x1,2 2 sim 0,2cm Braqui 91 meses 6bito 04/02/1999  02/09/2006 3 0
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APENDICE B - PROTOCOLO DE PESQUISA CARCINOMA DE COLO DE UTERO

1-

10-

11-

13

14

Nome da paciente

l[dade

NUmero Prontudrio

Estddio clinico ol o ll

Tipo Histolégico Bx colo océlulas escamosas oadenocarcinoma
o adeno- escamoso

Tipo de cirurgia

Tamanho tumor X__ X

Extensdo paramétrio  osim ondo
Extensdo vagina osim ondo
Corpo Utero osim ondo

NUmero linfonodos retirados e acometidos (__/_ )

Grau histolégico o1 o2 o3

Comprometimento vascular peritumoral osim o ndo

Nivel de infiltracdo parede cervical mm
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EM CARCINOMA DE COLO DE UTERO' apresentado pelo Departamento de
OBSTETRICIA E GINECOLOGIA.
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