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RESUMO

Introdugédo: Dez a 15% das pacientes com cancer do colo do utero em estadio
clinico inicial (FIGO IB1 — 1lIA), com linfonodos negativos a técnica de
Hematoxilina-eosina (HE), apresentam recidiva tumoral. Objetivos: Em
pacientes com cancer de colo do utero nos estadios 1B1 — IIA (FIGO): 1) Avaliar
a prevaléncia de micrometastase (Ml) linfonodal pélvica por meio da
imunoexpressdo do anticorpo anti-pan — citoqueratina AE1/AE3 no tecido
linfonodal e sua correlagdo com recidiva tumoral e sobrevida global; 2)
Descrever, no tumor primario de pacientes com recidiva tumoral e/ou Ml
linfonodal, a expressao imuno-histoquimica (IHQ) do marcador endotelial
linfatico D2-40 e sua concordancia com achados histopatolégicos
convencionais, por meio da coloracdo HE. Material e Método: Estudaram-se
83 prontuarios de pacientes admitidas no Centro de Referéncia da Saude da
Mulher do Estado de Sao Paulo — Hospital Pérola Byington nos estadios
clinicos IB1, IB2 e IlA, submetidas ao tratamento cirdrgico primario com
histerectomia Querleu C1 exclusivamente e que apresentavam auséncia de
metastases linfonodais a HE. A coleta de dados foi realizada nos prontuarios e
realizou-se levantamento das caracteristicas sociodemograficas, reprodutivas,
histopatolégicas, terapéuticas e de seguimento dessas pacientes. Os cortes
histolégicos dos tumores foram revisados de forma sistematica e cada
linfonodo analisado por IHQ com anticorpo AE1/AE3, com seis cortes
histologicos de trés micrometros de espessura. As pacientes foram divididas
em grupos com recidiva (GCR) e sem recidiva do tumor (GSR). Foram também

divididas de acordo com a variavel presenca ou auséncia de MI linfonodal ou



Xiv

células tumorais isoladas. Para comparar os grupos em relagao as variaveis
qualitativas e quantitativas foi utilizado o teste Qui-quadrado e o teste
paramétrico t de Student, respectivamente. Resultados: Quinze pacientes
(18,07%) apresentaram recidiva tumoral. Com significancia de 5%, houve
diferenca significante entre os GCR e GSR e as variaveis: gestac¢des, tamanho
do maior eixo do tumor (cm), MI linfonodal, estadiamento clinico IB2 ou IlA e
numero medio de linfonodos negativos. Na analise direta, com MI linfonodal ou
CTI, houve diferenga significante com as variaveis estadiamento clinico IB2 ou
IIA e profundidade de invasdo estromal maior do que 2/3. Conclusées: A
presenca de MI linfonodal é fator de risco importante para recidiva tumoral.
Essas pacientes devem ser consideradas elegiveis para tratamento

radioquimioterapico adjuvante.
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ABSTRACT

Introduction: Ten to 15% of cervical cancer patients have had tumor
recurrence in early stage (FIGO IB1 - lIA). They have presented negative lymph
nodes to hematoxylin-eosin (HE) staining technique. Objectives: In patients
with cervical cancer in stage IB1 - lIA (FIGO): 1) to assess the prevalence of
pelvic lymph node micrometastasis (MI) through the immunoreactivity of
antibody anti pan - cytokeratin AE1/AE3 in lymph node tissue and its correlation
with tumor recurrence and overall survival; 2) to describe, in the primary tumor
of patients with recurrence tumor and/or lymph node micrometastasis, the
immunohistochemical expression (IHC) of the lymphatic endothelial marker D2-
40 and their correlation with histopathologic findings by conventional
hematoxylin-eosin staining. Material and Method: We studied 83 medical
records of patients admitted at Centro de Referéncia da Saude da Mulher do
Estado de Sao Paulo (Hospital Pérola Byington) in clinical stages 1B1, 1B2, and
[IA. They were submitted exclusively to primary surgical treatment with
hysterectomy Querleu C1 and had no lymph node metastases in the presence
of Hematoxylin-Eosin. We collected data from the patients’ medical records. We
studied variables, such as sociodemographic, reproductive, and
histopathological characteristics, as well as the therapeutic follow-up of these
patients. The histological sections of the tumors were reviewed systematically.
Each lymph node was analyzed by IHC with AE1/AE3 antibody with six
histological sections of three micrometers thick. The patients were divided into
groups with recurrence (GCR) and without recurrence (GSR). The patients were

also separated according to the presence or absence of lymph node
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micrometastasis or isolated tumor cells. Qualitative and quantitative variables
between groups were compared using chi-square test and parametric Student's
t-test. Results: Fifteen patients (18.07%) have had recurrence. At a
significance level of 5%, there was significant difference between the GCR and
GSR and the variables: pregnancies, size of the major axis of the tumor (cm),
lymph node micrometastasis, clinical stage 1B2 or IIA, and the mean number of
negative lymph nodes. The direct analysis with lymph node micrometastasis or
isolated tumor cells showed a significant difference among the variables clinical
stage I1B2 or lIA, and a stromal invasion depth greater than 2/3. Conclusions:
The presence of lymph node micrometastasis is an important risk factor to
tumor recurrence. These patients should be considered eligible for

radiochemotherapy adjuvant treatment.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE COLO DO UTERO

O céncer de colo do utero (CCU) é o terceiro cancer mais frequente no
mundo e também o terceiro tumor mais frequente na populagdo feminina,
seguido dos tumores de pele do tipo ndo melanoma e de mama. No Brasil, € a
quarta causa de morte por cancer em mulheres, vitimando 5.160 mulheres em
2011."23

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCU é o mais
frequente na regido Norte (23,57/100 mil) e o segundo mais frequente nas
regides Centro-Oeste (22,19/100 mil) e Nordeste (18,79/100 mil). Nas regides
Sudeste (10,15/100 mil) e Sul (15,87/100 mil), ocupa respectivamente o quarto
e quinto lugares.?*

A maioria dos casos ocorre nos paises em desenvolvimento, sendo as
maiores taxas de incidéncia na Africa sub-saariana, América Latina, Caribe e
sul e sudeste da Asia. Segundo a Ultima edicdo (volume 9) do Cancer
incidence in five continents da International Agency for Research on Cancer, as
incidéncias mais elevadas no mundo foram registradas em Harare, no
Zimbabue (Africa), com coeficiente padronizado de 47,3/100 mil mulheres,
seguida por Kyadondo, na Uganda (Africa), com 45,8/100 mil mulheres e,
Brasilia e Cuiaba, no Brasil, com 37,7/100 mil mulheres. Além de Brasilia e
Cuiaba, essa edicdo também trouxe o coeficiente padronizado de Goiania
(33,9/100 mil mulheres) e Sao Paulo (21,1/100 mil mulheres). Na China, parte
da Asia ocidental e maioria dos paises desenvolvidos, os coeficientes

padronizados s&o inferiores a 15/100 mil mulheres.®
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Em virtude dos programas de rastreamento de lesdes precursoras do
CCU por meio do exame colpocitolégico, a incidéncia e a mortalidade da
doenca sofreram reducdo nos ultimos 40 anos nos paises desenvolvidos. A
despeito dessa observacao, notou-se tendéncia de aumento da incidéncia do
CCU em mulheres jovens (abaixo de 55 anos) em diversos paises, como
Inglaterra, Australia, Nova Zeléndia, Bélgica, Espanha, Eslovaquia e diversos
paises da Europa oriental. Acredita-se que essa tendéncia esteja relacionada a
mudanca de habitos sexuais e ao aumento da transmissao do papilomavirus
humano (HPV, human papillomavirus) em mulheres mais novas.’

Estudos epidemioldgicos indicam a infeccdo persistente pelo HPV
como o precursor biolégico mais importante na carcinogénese cervical. A
caracterizagao dos tipos de HPV indica que existam mais de 100 tipos, sendo
que 40 causam doenga genital.*’

Esses sao divididos em HPV de alto risco, dos quais os tipos 16 e 18
sdao os mais comuns, e HPV de baixo risco, sendo os tipos 6 e 11 os mais
frequentes.®

No CCU, os tipos 16 e 18 sdo os mais comumente isolados (70% dos
casos) porém, a grande maioria das alteragbes cervicais causadas tem pouca
probabilidade de progredir para doenga invasiva, mesmo quando associadas a
esses dois tipos virais. O HPV 18 é mais associado ao adenocarcinoma de colo
do ttero (ACU) e, o HPV 16, ao carcinoma de células escamosas (CCE).®

No ano de 2014, o MS incluiu a vacinagao contra o HPV no calendario
oficial de imunizacdo. Existem duas vacinas profilaticas contra o HPV

aprovadas e registradas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) e que estdo comercialmente disponiveis: a vacina quadrivalente, que
confere protecao contra HPV 6, 11, 16 e 18; e a vacina bivalente, que confere
protecao contra HPV 16 e 18. Contudo, apenas a quadrivalente encontra-se no
calendario oficial de imunizagao.’

Outros fatores de risco associados ao CCU sdo: numero elevado de
parceiros sexuais, inicio precoce da atividade sexual, uso de contraceptivos
orais, multiparidade, idade da primeira gestacéo, tabagismo, histéria prévia de
doencas sexualmente transmissiveis, baixo nivel socioecondmico,
imunossupressao cronica e exposi¢gao materna ao dietilestilbestrol (DES), este
relacionado ao adenocarcinoma de células claras do colo de utero em
adolescentes.® 912

A International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical
Cancer, em metanalise de 21 estudos sobre CCU, demonstrou que o numero
elevado de parceiros sexuais € um importante fator de risco (risco relativo — RR
de 2,27, comparando seis ou mais parceiros com apenas um) e que a
incidéncia do CCU aumenta aproximadamente com o quadrado da idade da
primeira relacdo sexual até 45 anos, se mantendo constante em idades mais
avangadas.”™™

O RR de CCU é maior em usuarias de contraceptivos orais e declina
apods sua interrupgao. Metanalise com 24 estudos demonstrou que dez anos de
utilizacdo de contraceptivos orais, dos 20 aos 30 anos, aumenta a incidéncia
cumulativa de CCU aos 50 anos de 7,3 para 8,3 por 1.000 mulheres nos paises

em desenvolvimento e de 3,8 para 4,5 por 1.000 mulheres nos paises

desenvolvidos.™
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Multiparidade e idade da primeira gestacdo completa sao fatores de
risco independentes para o CCU. Metanalise com 25 estudos epidemiolégicos
demonstrou RR de 1,76 para mulheres multiparas, com sete ou mais
gestacbes completas, quando comparadas a mulheres com apenas uma ou
duas gestagcbes completas. A idade da primeira paridade de 17 anos
apresentou RR de 1,77 quando comparada a 25 anos ou mais.'®

Outra metanalise com 23 estudos epidemiolégicos mostrou que
mulheres tabagistas tiveram aumento significativo no risco de desenvolver
CCE, quando comparadas as ndo tabagistas (RR = 1,60). Fumantes
pregressas também apresentaram aumento, porém, menos significativo (RR =
1,12). O ACU néo teve associacdo com tabagismo (RR = 0,89).""

Estudo realizado no Espirito Santo com 964 mulheres com diagnéstico
de CCU verificou que mulheres analfabetas e com ensino fundamental
incompleto representaram 70,9% da amostra. A incidéncia do CCU & mais
frequente em mulheres de classes sociais mais baixas e com menor nivel de
escolaridade. Mulheres com baixo grau de instrucdo tém maior risco de
desenvolver CCU e, quanto menor o grau de instrugdo, maior o risco do
diagnéstico avangado desses tumores.'®

A imunossupressao cronica induzida pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) aumenta a suscetibilidade as doengas oportunistas. Mulheres
infectadas pelo HIV apresentam maior vulnerabilidade para desenvolvimento
do CCU. Esta neoplasia foi a primeira doenca desse género a ser incluida na

definicdo de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) no mundo.™
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Ha associagdo, embora rara, da terapia materna com DES e o
desenvolvimento tardio de adenocarcinoma de células claras do colo e vagina,
além de outras anormalidades do trato genital inferior, nas filhas de maes
usuarias. Apesar da intima associacio com o uso de DES, em
aproximadamente 30% dos casos, ndo se registra o uso de medicagéo.
Noventa por cento dos casos sao diagnosticados em pacientes entre 15 e 22

anos de idade, sendo extremamente raros na fase pré-puberal.?

1.2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL E INVASIVA DO COLO DO UTERO

Enquanto na década de 1990, 70% dos casos diagnosticados eram de
doencga invasora, atualmente, 44% dos casos sao de lesdao precursora do
cancer, denominada neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou carcinoma in situ.
Mulheres diagnosticadas precocemente, se tratadas adequadamente, tém
praticamente 100% de expectativa de cura.® A evolugéo para a forma invasiva
€ lenta e precedida da NIC. Isso ocorre a partir do momento em que as células
neoplasicas ultrapassam a membrana basal, atingindo o estroma. A progressao
da doenga intraepitelial para a forma invasiva ocorre em periodo médio de 14
anos.®"°

A NIC foi categorizada em graus |, Il e lll, dependendo do
comprometimento do epitélio, em tergos, que apresentam células atipicas ou
indiferenciadas. Enquanto a maioria das NIC | (60%) regride entre 12 e 24

meses, as NIC Il e NIC Ill, se ndo tratadas adequadamente, apresentam
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probabilidade de progressdo para doenga invasiva de 5% a 20%,
respectivamente, e s&o consideradas reais lesbes precursoras do
cancer.*81121
Pacientes com investigagcéo cervical positiva para leséo precursora de
cancer ou com caracteristicas suspeitas de invasao, na auséncia de tumor
macroscopico, devem se submeter a conizacdo cervical uterina para
complementacéao diagnéstica“, como sera discorrido adiante.

O CCE e o0 ACU séo responsaveis por aproximadamente 75-80% e 20-
25%, respectivamente, dos casos de CCU. Um aumento na frequéncia do ACU
vem sendo observado, em virtude da provavel diminuicdo da incidéncia de
lesbes invasivas escamosas, e a maior dificuldade de detecgdo das lesbes
precursoras endocervicais. Carcinoma adenoescamoso, células vitreas,
pequenas células, adenocistico, basoadenoide, carcinoide, indiferenciado,
sarcoma e carcinoma metastatico sdo neoplasias malignas raras (Quadro 1 —
Anexo 1).281222

O carcinoma adenoescamoso possui componentes malignos
escamosos e glandulares e esta associado a um maior risco de disseminagéo
para linfonodos pélvicos, quando comparado ao CCE e ACU, mas sem
diferenca em relagdo a sobrevida.?>?°

O carcinoma de células vitreas € uma forma pouco diferenciada do
carcinoma adenoescamoso que nao responde bem ao tratamento cirurgico ou
radioterapico. E diagnosticado em pacientes mais jovens e possui indices de

recorréncia local maiores do que o CCE.?*#’
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O carcinoma adenocistico do colo uterino € bastante agressivo. Tem
propensao para infiltracdo local, invasdo de vasos linfaticos e espaco
perineural, disseminacdo hematogénica e altas taxas de recorréncia local e
metastases a distancia. Nao ha tratamento padrao, em virtude da sua raridade,
e as diretrizes estabelecidas sdo senelhantes as do CCE.?

O carcinoma basoadenoide de colo do utero € um tumor raro. Menos
de 100 casos foram documentados na literatura até o momento. Um importante
diagnostico diferencial € o carcinoma adenocistico, em fungdo de sua
morfologia, porém, com resultados clinicos absolutamente diferentes. O
tratamento deve ser conservador uma vez que seu comportamento geralmente
é indolente.?

O carcinoma de pequenas células possui prognéstico sombrio, sendo
0s mais agressivos aqueles com diferenciagdo neuroenddcrina.*® O tratamento
deve ser multimodal, incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia.®'* Deve
ser distinguido do CCE pouco diferenciado com pequenas células e dos ACU
com caracteristicas carcinoides.*

O sistema de estadiamento mais utilizado para o CCU é o proposto
pela Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), em
colaboragdo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a International
Union Against Cancer (UICC), e pode ser visto no Anexo 2.>° O estadiamento é
essencialmente clinico, empregando-se o estudo histopatolégico somente nos
casos nNos quais 0s tumores s30 Microscopicos.?

A forma mais precoce de invasdo se enquadra no estadio IA,

denominado carcinoma microinvasor. E uma les&o definida microscopicamente
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em pecas de conizagao cervical uterina e classificada em dois estadios: 1A1
(profundidade de invasédo menor ou igual a 3 mm, com extensdo menor ou
igual a 7 mm no epitélio) e 1A2 (profundidade de invasdo maior que 3 e menor
ou igual a 5 mm, com extensdo menor ou igual a sete mm no epitélio).*"

Medidas superiores as definidas para carcinoma microinvasor s&o
classificadas em estadio IB. Os tumores cervicais macroscopicos sao
classificados, segundo a FIGO, em: IB1) lesdo menor ou igual a 4 cm no maior
diametro; IB2) lesdo superior a 4 cm de diametro; [IA1) tumor comprometendo
a vagina até 2/3 craniais, sem comprometimento parametrial e menor ou igual a
4 cm; IIA2) tumor envolvendo vagina até 2/3 craniais, sem comprometimento
parametrial e maior do que 4 cm; lIb) tumor com comprometimento parametrial,
sem acometer parede oOssea; llla) tumor que compromete o 1/3 inferior da
vagina; lllb) tumor que estende a parede 6ssea e/ou causa hidronefrose ou
exclusao renal; IVa) tumor que se estende a mucosa vesical e/ou retal,
confirmado histologicamente apds cistoscopia ou retossigmoidoscopia com
bidpsia e IVb) metastase a distancia."®

As metastases linfonodais pélvicas ndo sdo consideradas no sistema
de estadiamento da FIGO. Portanto, o exame histopatolégico dos linfonodos
nao modifica o estadiamento clinico inicial da paciente.*’

O sistema de estadiamento TNM preconizado pela UICC e pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC), € menos frequentemente

utilizado para estadiar o CCU e assemelha-se muito ao proposto pela FIGO.

Entretanto, além de permitir o estadiamento pds-operatério (estadiamento
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anatomopatolégico), o sistema TNM determina que as pacientes com
mestastases nos linfonodos pélvicos sejam consideradas como lb.®
Oitenta por cento das pacientes com CCU encontram-se em estadios

clinicos iniciais (FIGO IA1 - 1B2).223%41

1.3 TRATAMENTO DO CANCER DE COLO DO UTERO

O tratamento do CCU é definido pelo estadiamento clinico.”’ Na
maioria dos centros de tratamento de cancer ginecoldgico, adota-se como
padrao o estadiamento proposto pela FIGO.

Pacientes com neoplasias no estadio IA, o tratamento pode ser dividido
em dois grupos: pacientes com prole constituida e aquelas com desejo
reprodutivo. Estadio IA1 com prole constituida, a histerectomia extrafascial tipo
| de Piver e Rutlege ou classe A de Querleu e Morrow (Quadros 2 e 3 — Anexos
3 e 4), é conduta suficiente para erradicagdo da doenca.”

Nas pacientes com desejo de gestacdo, a melhor conduta €& a
amputagcdo cobnica do colo do utero, também denominada conizagéo
classica.'®*?* Apos encerrado o desejo reprodutivo, a histerectomia deve ser
considerada, sobretudo nas pacientes com persisténcia de infecgéo pelo HPV
ou alteragao citoldgica.'

A incidéncia de metastases para linfonodos pélvicos nos estadios IA1 é
0,5 — 1% e, quando relacionada a presenca de invasao angiolinfatica (IAL),

pode chegar a 4%."?
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Pacientes no estadio 1A2, a histerectomia com ressecg¢ao parametrial
até o nivel ureteral (tipo Il de Piver e Rutlege ou classe B de Querleu e Morrow
— Quadros 2 e 3 — Anexos 3 e 4) e linfadenectomia pélvica, € conduta de
eleicdo para pacientes com prole constituida.®'?

Naquelas com desejo de gestacdo, € proposto cirurgia conservadora
por meio da traquelectomia radical vaginal e linfadenectomia pélvica

laparoscopica.' 24244

Contudo, essa modalidade terapéutica ¢é indicada
exclusivamente para pacientes com tumores de até 2 cm, sem
comprometimento linfonodal e preferencialmente sem IAL. Apresenta taxa de
recidiva semelhante a cirurgia radical convencional e taxa de gravidez a termo
proxima de 47%. A incidéncia de metastases para linfonodos pélvicos nos
estadios IA2 é de 3 — 8%.%"

Pacientes no estadio IB1, em sua maioria, sao tratadas pela cirurgia
radical, por meio de histerectomia com resseccao parametrial até o nivel de
artéria iliaca interna (tipo Il de Piver e Rutlege ou classe C de Querleu e
Morrow — Quadros 2 e 3 — Anexos 3 e 4) e linfadenectomia pélvica.'®*?

Alguns autores indicam a pesquisa do linfonodo sentinela, justificando
ser de facil realizacdo, com baixa incidéncia de falso-negativo e de
complicacdes, além de diminuir morbidade.***® Porém, outros questionam seu
real valor, relatando a presenca de micrometastases (Ml) em linfonodos nao
sentinelas, mesmo quando esses sdo negativos.*” A incidéncia de linfonodos
pélvicos comprometidos nos estadios IB1 é de 15 — 20%.%1?

Outro tratamento, com indices de recidiva e taxas de sobrevida

similares ao tratamento cirurgico, é a radioterapia (teleterapia pélvica associada
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a braquiterapia vaginal). A dose sugerida de braquiterapia € de 85 a 90 Grays
(Gy) no ponto A e de 55 a 60 Gy no ponto B. Ja a teleterapia recomentada é de
45 a 55 Gy, dividida em fragdes diarias de 180 a 200 Centigrays (cGy).??*

Os avancos no tratamento do CCU incorporaram a quimioterapia como
sensibilizador a radioterapia. Essa combinacdo mostrou aumento na sobrevida
e diminuicdo na recorréncia. O quimioterapico de escolha é a cisplatina, na
dose de 40 mg/m? semanalmente, administrada concomitantemente ao
periodo de radioterapia externa (teleterapia), durante 6 semanas. Entre suas
propriedades, o quimioterapico pode agir como radiossenbilizante e
sensibilizador de células hipdxicas.?#

Pacientes nos estadios IB2 e lIA, em sua maioria, sdo tratadas pela
radioquimioterapia (nivel de evidéncia A — Anexo 5), em funcao das altas taxas
de radioterapia adjuvante (85% dos casos de IB2).2

A desvantagem do método de quimioirradiagdo esta nas complicagbes
de longo prazo, como cistite, enterite e retite actinicas, estenose vaginal e
inativagdo ovariana. Por isso, pacientes nos estadios IB2 e IIA, jovens (menos
de 60 anos), magras e sem afecgdes clinicas associadas sdo candidatas ao
tratamento cirdrgico com histerectomia tipo Ill de Piver e Rutlege ou classe C
de Querleu e Morrow (Quadros 2 e 3 — Anexos 3 e 4) e linfadenectomia
pélvica.2’10'12’42
A radioquimioterapia tem importante papel no tratamento adjuvante das
pacientes submetidas a tratamento cirurgico primario e classificadas como de
alto e médio risco, de acordo com as caracteristicas histopatoldgicas das pegas

cirtirgicas, conforme Quadro 4 (Anexo 6).%3444849
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Para pacientes nos estadios IIB — IVA o tratamento padrdao-ouro é
radioquimioterapia. A exceg¢ao cabe para o estadio IVA, sobretudo nas
pacientes com fistula vesicovaginal ou retovaginal, podendo-se indicar a
exenteracdo pélvica (histerectomia radical associada a cistectomia e/ou
retossigmoidectomia) (nivel de evidéncia C — Anexo 5).281122

O Gynecologic Oncology Group (GOG) realizou dois trabalhos nos
quais foram randomizadas pacientes com CCU estadios clinicos IIB a IVA, para
receber tratamento primario a base de radioterapia externa, associada a
hidroxiuréia ou quimioterapia baseada em cisplatina. A cisplatina apresentou
controle local e sobrevida livre de doenca superior a hidroxiuréia em ambos os
trabalhos.**"

Outro estudo randomizou pacientes com CCU no estadio clinico IB2,
para receber radioterapia exclusiva ou radioterapia concomitante a cisplatina
semanal. A cisplatina teve maior probabilidade de apresentar resposta
histologica completa e maior sobrevida livre de doenca.*

Estudo do Radiation Therapy Oncology Group comparou radioterapia
exclusiva com radioterapia pélvica associada a quimioterapia com cisplatina e
5-fluorouracil. O braco da quimioterapia teve diferenca significativa em relagao
ao controle local, metastases a distancia, sobrevida geral e sobrevida livre de
doenca.>®

Esses quatro estudos demonstraram diminuicdo de 30 — 50% no risco
de morte apds o término do tratamento e fizeram com que a quimioterapia a
base de cisplatina, concomitante a radioterapia pélvica, fosse o tratamento

padrdo-ouro para o CCU localmente avangado.*®*?
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A biblioteca da Cochrane publicou uma metanalise com 19 ensaios
clinicos que comparavam o tratamento do CCU localmente avangado com
quimioterapia e radioterapia concomitantes versus radioterapia apenas. A
revisdo demonstrou que o tratamento concomitante com quimioterapia e
radioterapia aumenta a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga, com
beneficios absolutos de 12% e 16%, respectivamente.>

Pacientes com metastase a distancia, estadio IVB, séo tratadas com
quimioterapia. Estudos recentes demonstraram melhor resposta tumoral,
quando a quimioterapia €& combinada entre cisplatina/placlitaxel ou
carboplatina/placlitaxel, sendo os dois esquemas mais utilizados para cancer
recidivado ou metastatico. Entretanto, para pacientes que nédo sdo candidatas
ao uso dos taxanos, a cisplatina/topotecan ou cisplatina/gencitabina sao
alternativas aceitaveis. O tratamento radioterapico também pode ser utilizado
nas metastases a distancia, com finalidade antialgica e controle local, como

nas metastases osseas.

1.4 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A RECORRENCIA E SOBREVIDA

As taxas de sobrevida e controle de doencga pélvica associam-se com 0
estadio da FIGO (Quadro 5 — Anexo 7).%°

O prognéstico também é influenciado por outros fatores nao incluidos
no estadiamento. A sobrevida e a recorréncia estdo associadas com a

presenca da IAL, acometimento linfonodal, profundidade de invasédo estromal,
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tamanho tumoral, proximidade com margens, tipo histolégico, grau de
diferenciagao, reacdo inflamatdria peritumoral e anemia.3%41:56:%7

Benedet et al. (2003) publicaram o estudo multicéntrico mundial Annual
Report on The Results of Treatment on Gynecological Cancers (FIGO),
contendo 13.982 casos de CCU em todos os estadios clinicos. Notou-se que a
sobrevida livre de doenca, foi tanto menor quanto mais avancado o
estadiamento clinico. As pacientes no estadio 1A1 tiveram 96,0% de sobrevida
em cinco anos, sendo progressivamente menores com o aumento do
estadiamento: 94,4% (I1A2), 86,5% (I1B1), 77,9% (IB2), 69,2% (llA), 64,4% (l1B),
47,5% (IlIA), 47,1% (IIB), 27,7% (IVA) e 24,8% (IVB).*’

O comprometimento capilar linfatico e sanguineo, ou IAL, é a principal
caracteristica histolégica para predizer o comprometimento linfonodal que, por
sua vez, é o principal fator relacionado a sobrevida.’®®® A IAL foi observada
como fator de risco para recorréncia do CCU, mesmo em casos sem metastase
linfonodal.®’

Estudo com 732 pacientes diagnosticadas com CCU, tipo histologico
escamoso, sem tratamento prévio e com invas&do estromal maior ou igual a 3
mm, demonstrou que a sobrevida livre de doenga tem importante correlagao
com a |AL, profundidade de invasao estromal (mensurada tanto em mm quanto
em tercos de invasao), tamanho clinico do tumor, grau de diferenciacéo e
comprometimento parametrial.®®

A sobrevida livre de doenca em trés anos foi progressivamente menor
com o aumento da invasao estromal: 94,6% (menor ou igual a 5 mm), 86% (6 e

10 mm), 75,2% (11 e 15 mm), 71,5% (16 e 20 mm) e 59,5% (maior ou igual a
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21 mm). Quando mensurada em tercos mostrou as seguintes taxas: 94,1%
(terco superficial), 84,5% (terco médio) e 73,6% (terco profundo).®?

O tamanho clinico do tumor também correlacionou uma menor
sobrevida livre de doenga quanto maior o tamanho: 94,8%, 88,1% e 67,6%
para tumores microscopicos, menores ou iguais a 3 cm e maiores do que 3 cm,
respectivamente.®?

O diametro do tumor esta associado a recorréncia do CCU nao apenas
por sua dimensao, mas pela area, volume ou quociente entre o didmetro do
tumor e do colo do Utero.®® Gauthier et al. (1985) encontraram taxas de
recorréncia de 7,0%, 26,0% e 57,0% respectivamente para tumores com
menos de 2 cm, entre 2 e 3 cm e maiores do que 3 cm de diametro.%*

A recorréncia, segundo o tipo histolégico tumoral, é bastante debatida.
Uma das maiores séries realizadas, 11.157 pacientes diagnosticadas e/ou
tratadas com CCU, observou diferengca nas taxas de recidiva em todos os
estadios clinicos (I-1V) entre os tipos histolégicos escamoso, adenocarcinoma e
adenoescamoso, porém, essa diferenga foi significativa apenas no estadio II.
Concluiu-se que o tipo histolégico ndo é um fator de recorréncia importante.®

O prognostico, segundo o grau histolégico, € também motivo de
controvérsia. Um dos motivos € que ha grande diversidade de interpretagédo de
leitura, pois alguns patologistas baseiam sua classificagdo no padrao
histologico predominante, outros definem pela area de menor diferenciagéo.®®

Estudo realizado com 445 pacientes com CCU avangado, tratadas com

radioterapia ndo demonstrou diferenga no prognéstico entre tumores de graus
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histoldgicos diferentes.®® Davidson et al. (1999) ndo tiveram correlagdo entre
grau histolégico e sobrevida em estudo com 75 pacientes com CCE.%’

Horn et al. (2001) verificaram que estadio clinico avangado, metastase
linfonodal, profundidade de invasdo estromal, tumor pouco diferenciado (grau
3) e auséncia de resposta inflamatoria peritumoral estdo associados a um pior
prognéstico. O tipo histologico adenocarcinoma ndo apresentou pior
prognostico. A recorréncia foi 27,5% e 15,1% nos tumores grau 3 e grau 1,
respectivamente.®®

Estudo com 172 pacientes com CCU estadio clinico inicial (FIGO I-ll)
demonstrou que grau histologico esta altamente associado a metastases
linfonodais pélvica e sobrevida livre de doenca em CCE (p=0,0001).%’

A intensidade do processo inflamatério no colo do utero como fator
prognostico € discutivel. Alguns autores relatam que a auséncia ou discreta
resposta inflamatoria peritumoral é fator de mau progndstico, levando a um
maior indice de recorréncia.®”®®% Qutros, porém, ndo demonstraram qualquer
relagdo entre risco de recorréncia e reacéo inflamatoria peritumoral.®’

Alguns fatores hematologicos foram analisados em pacientes com CCU
como possiveis fatores de risco para recorréncia, sendo a taxa de hemoglobina
0 mais estudado.®® Revisdo com 605 pacientes com CCU, tratadas com
radioterapia demonstrou que o nadir semanal dos niveis de hemoglobina foi
fator prognodstico significativo para sobrevida. Sugere-se que o nivel de
hemoglobina seja mantido em 12 g/dl para que obtenha resposta satisfatoria a

radioterapia.”
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1.5 SISTEMA LINFATICO E MICROMETASTASES

O sistema linfatico é a principal via de disseminagcdo da maioria dos
carcinomas, normalmente precedendo a via vascular. No CCU, geralmente,
segue um padrao ordenado, ocorrendo inicialmente para os linfonodos da pelve
(pélvicos), e destes para os para-aodrticos, mediastinais e supraclaviculares. O
acometimento dos linfonodos regionais por tumores sélidos € um marcador de
disseminacao, estadio avangado e pior prognéstico.”" "

A importancia da metastase linfatica € bem conhecida no tratamento e
estadiamento do cancer. Sua incidéncia, nos estadiamentos iniciais (IB1 — 1l1A),
varia de 8,5% a 21,4%22, aumentando com a progressao do estadiamento
clinico (Quadro 6 — Anexo 8).2'2 Os sitios de maior acometimento s&o a regido
acima do nervo obturatério entre a bifurcacado das iliacas, ao redor da veia e
artéria iliaca externa, e acima dos vasos iliacos comuns.®°

No CCU, o estado dos linfonodos da pelve (pélvicos) e para-aodrticos é
o fator progndstico mais importante, além do estadiamento clinico.”’"3%! O
comprometimento linfonodal é o principal critério para a realizagdo de terapia
adjuvante. 8283

O numero de linfonodos, o grupo linfonodal comprometido e a
bilateralidade também sao fatores de risco para recorréncia, notando-se
sobrevida livre de doenga progressivamente menor com o aumento do numero
de linfonodos metastaticos, o comprometimento de linfonodos periadrticos e a

bilateralidade.*"8



20
Introducdo

O processo de metastase € bastante complexo e inclui modificagdes
moleculares nas células neoplasicas que as capacitam para invasdao do
estroma local, entrada nos vasos linfaticos e implantacdo nos linfonodos
regionais. Esse processo ndo € somente mecanico, mas envolve interagdes
moleculares entre células neoplasicas, microambiente e sistema vascular
linfatico.?>:%

A invasdo dos vasos linfaticos precede as metastases regionais,
fazendo com que a identificacdo do comprometimento vascular em espécimes
cirurgicos seja de valor progndstico e, em geral, associado a altas taxas de
comprometimento linfonodal 28788

Pouco se sabe dos mecanismos pelos quais as células tumorais
invadem o sistema linfatico. Ainda ha controvérsias se os tumores podem
induzir a formacgao de novos vasos linfaticos — a linfoangiogénese — ou se as
células tumorais podem entrar nos vasos linfaticos previamente existentes. A
linffoangiogénese esta provavelmente relacionada a disseminacao
metastatica.’* 79838992 Entretanto, sua avaliacdo em CCU foi pouco estudada
e os resultados sdo controversos.®"9%4

Compreender os mecanismos pelos quais as células neoplasicas
atingem os linfonodos € de fundamental importancia para o desenvolvimento
de intervencdes terapéuticas.’®®

A primeira descricdo do sistema linfatico foi feita em 1627, quando
foram identificados os vasos linfaticos, como sendo vaso leitoso (milkvein) no

mesenterio de um cachorro. Mesmo assim, passaram-se décadas para que se

iniciasse a formulacgdo de teorias sobre o desenvolvimento desses vasos.”®
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Duas teorias foram propostas para a linfoangiogénese: centrifuga e
centripeta. A teoria centrifuga € a mais aceita, descrita por Florence Sabin
(1902). Sugere-se que, no desenvolvimento fetal precoce, os sacos linfaticos
primitivos seriam originados de brotamento de células endoteliais, a partir de
veias do embrido. Segundo essa teoria, os vasos linfaticos se espalhariam
perifericamente pelos tecidos e 6rgdos e, a partir desses sacos linfaticos
primitivos, se originariam os capilares linfaticos.®

Ja a teoria centripeta, proposta por Huntington e McClure (1908),
preconizava que os vasos linfaticos primitivos surgiam no tecido mesenquimal,
independente das veias, crescendo centripetamente e estabelecendo conexdes
com as veias mais tardiamente.'®

O conceito inicial de propagacao linfatica do tumor indicava que a
metastase de células tumorais ocorria, unicamente, a partir da invasdo de
vasos linfaticos preexistentes em areas marginais ao tumor. Foram observados
grupamentos de vasos linfaticos, contendo células tumorais na periferia, porém
o mesmo nao foi verificado no centro do tumor.'’

E necessaria a preexisténcia de vasos linfaticos peritumorais, para que

2 Estimulos

as células tumorais se metastatizem para outros locais.™
especificos produzidos nos tumores induzem a proliferacdo do sistema linfatico
preexistente.'%

Os vasos linfaticos neoformados podem ser peritumorais e
intratumorais. Os peritumorais apresentam-se mais largos e irregulares. Os

intratumorais s&o usualmente pequenos, aplainados, irregulares e,

ocasionalmente, contém células tumorais.'®
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O interesse pelo estudo dos vasos linfaticos dentro dos tumores é
recente, pois para varios autores, até pouco tempo, os vasos linfaticos nao
eram considerados parte ativa e funcionante do estroma tumoral.®%

Diversos marcadores especificos do sistema linfatico tém sido
desenvolvidos. Kahn e Marks desenvolveram o anticorpo monoclonal D2-40
que reage com o antigeno da membrana oncofetal M2A, identificado nos
tumores de linhagem epitelial e células germinativas do ovario. D2-40 é um
efetivo e seleto marcador de vasos linfaticos normais e neoplasicos e, por isso,
€ valioso na pesquisa linfatica. Estudos recentes demonstram que a
positividade peritumoral do D2-40 € um preditor independente de metastase
linfonodal 8':83107-110

Estudo com 52 pacientes, com carcinoma escamoso de cabeca e
pescoco, ressaltou que areas com aumento da densidade linfatica peritumoral
estavam associadas a metastase linfonodal, mas ndo houve correlagdo com
sobrevida.'"

A densidade linfatica intratumoral e também peritumoral associou-se a
metastase de nddulo linfatico. Alta densidade linfatica intratumoral associou-se
a baixa sobrevida total na pesquisa com 81 pacientes com carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco.'"?

Em 44 pacientes com melanoma, o D2-40 foi utilizado para quantificar
a densidade linfatica ao redor do melanoma e comparar com a derme normal,

carcinoma basocelular e carcinoma de célula de Merkel. A densidade linfatica

permitiu diferenciar o melanoma que originou a metastase.''®



23
Introducdo

Entretanto, outro estudo com 45 pacientes acometidas pelo cancer de
mama nao mostrou correlagao entre a densidade e invasao de vasos linfaticos,
. 114
com a sobrevida.
Outros 113 pacientes também com cancer de mama, apresentaram
significativo aumento na densidade de vasos linfaticos associado a metastase
linfonodal, pior progndstico, menor sobrevida livre de doenga e presenga do

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-C).""

Micrometastase Linfonodal

Alguns autores demonstram que metastases “dormentes” no sistema
linfonodal, as chamadas micrometastases, indetectavel ao estudo histolégico
convencional, no qual o linfonodo é avaliado por meio de um unico corte central
e corado pela técnica de hematoxilina-eosina (HE), poderiam explicar parte das
recorréncias.”"®

A UICC, em 1999, divulgou comunicado oficial definindo o conceito de
MI. Esse compreende o foco de células neoplasicas com até 2 mm de didmetro
e com sinais de atividade tumoral em um 6rgédo. Conforme o comunicado é
possivel diagnosticar a M| apenas por exame histolégico, uma vez que
compreende a mensuragcdo do foco metastatico. A UICC também introduziu
outra definicdo, o de célula tumoral isolada (CTI). Essa compreende a presenca
de célula neoplasica unica, ou um pequeno conjunto delas, sem sinais de
atividade tumoral em um érgéo (Quadro 7 — Anexo 9).""”
Nao ha consenso mundial na definicdo de Ml em CCU, porém, propde-

se definicdo semelhante a que é dada para o cancer de mama.""'"®
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A analise imuno-histoquimica (IHQ) para MI em CCU utiliza como
marcador as citoqueratinas, que s&o um grupo de proteinas monofilamentares
que constituem parte do citoesqueleto celular da epiderme e da maioria dos
outros epitélios. Aproximadamente 19 tipos moleculares diferentes de
citoqueratinas tém sido identificados em células epiteliais normais e malignas,
mas normalmente ndo encontradas em tecido linfonodal normal. Sdo divididas
em citoqueratinas acidas (tipo 1) e basicas (tipo 2) e esses subtipos s&o
expressos em ambos epitélios, endo e ectocervicais.”'"®

As citoqueratinas AE1/AE3, 19 e CAMS5.2 sdo os marcadores tumorais
mais utilizados para deteccéo de Ml linfonodal em CCU.""6:119.120

Existe controvérsia na literatura com relagcdo ao impacto da MI no
prognostico do CCU. Do ponto de vista clinico, ndo é possivel avaliar se a
presenca da MI deve ser considerada nos protocolos terapéuticos.! A
importante correlacdo da taxa de recorréncia, em pacientes com linfonodos
negativos, e a incidéncia de MI, talvez argumente em favor da incluséo, ja que
ambas estdo entre 10 — 15%."'?" Outros autores demonstraram uma
frequéncia de até 50%, porém, relatam que apenas uma parte dessas M

continuaria a crescer e se transformar em tumores.'"®

Outros autores, verificaram haver associacdo plena entre Ml e varios

|22,80,116 |116
3

fatores de risco, incluindo IAL e tamanho tumora , grau histologico Il
e profundidade de invasdo estromal e intensidade do processo inflamatério.*'
Por outro lado, outra série demonstrou a auséncia da correlagdo entre esses

fatores.'?’
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Face a escassez de trabalhos na literatura que confirmem a presencga
de MI como preditor de recidiva e sobrevida, assim como a auséncia de
consenso para indicagdo de tratamento adjuvante, o presente estudo foi
proposto.

Também nao ha nenhum estudo prévio que relacione a presenga
dessas M|l com a pesquisa de IAL no tumor original, por meio do marcador D2-
40 e que compare a sobrevida global das pacientes com e sem MI linfonodal.

Pretende-se, ao término deste trabalho, agregar dados que

aperfeicoem o tratamento multimodal do CCU.

OBJETIVOS

a) Avaliar a prevaléncia de micrometastase linfonodal pélvica no cancer de
colo do utero em estadios iniciais (IB1 — 1lA), por meio da
imunoexpressdao do anticorpo anti-pan — citoqueratina AE1/AE3 no
tecido linfonodal e sua correlacdo com recidiva tumoral e sobrevida
global;

b) Descrever, no tumor primario de pacientes com recidiva tumoral e/ou
micrometastase linfonodal, a expressdao imuno-histoquimica do
marcador endotelial linfatico D2-40 e avaliar sua correlagdo com
achados histopatolégicos convencionais pela coloracdo hematoxilina-

eosina.



2. MATERIAL E METODO
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Trata-se de estudo observacional e longitudinal retrospectivo de
pacientes atendidas no Centro de Referéncia da Saude da Mulher do Estado
de Sao Paulo — Hospital Pérola Byington (CRSM), com diagnéstico de CCU em
estadios iniciais. As informacdes foram obtidas de prontuarios médicos que,
embora sejam fontes confiaveis de dados, ndo possuem um critério uniforme
de preenchimento pelos profissionais da area da saude.

Os prontuarios do CRSM sao caracterizados por uma sequéncia
cronologica de arquivamento de informagdes, desde a admiss&o no servigo até
a informagao mais recente da paciente ou a ocorréncia do 6bito. Os laudos dos
exames laboratoriais, imagenoldégicos e anatomopatolégicos também sao
arquivados de forma cronolégica, sendo pequena a perda de informacoes.

Todas se submeteram ao tratamento cirdrgico primario com
histerectomia radical classe Ill de Piver e Rutledge ou classe C1 de
Querleu.?'®*? A totalidade da amostra (n=83) ndo apresentava critérios de alto
risco para recidiva, como paramétrios e margens comprometidas, e auséncia
de metastases linfonodais a técnica de coloragcdo por HE, ndo tendo sido
indicado tratamento adjuvante com radioterapia ou quimioterapia.

Apesar das pacientes terem sido corretamente tratadas, seguindo
recomendagdes da FIGO, 15 delas apresentaram recorréncia local. Uma das
possibilidades, e que idealizou este projeto de tese, seria a eventual presenca
de MI linfonodal subdiagnosticada.

A revisdo dos dados anatomopatoldégicos por dois patologistas

independentes aprimorou a qualidade das informagdes, sobretudo pela
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padronizacao da leitura e classificagdo das diversas pegas cirurgicas. Houve
andlise de diversos critérios histopatolégicos de risco, descritos nessa
metodologia, e que ndo foram avaliados anteriormente nos laudos originais.

A pesquisa nao interferiu no diagnostico, conduta ou seguimento
oncoldgico dessas pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CRSM, parecer n° 16327 (Anexos 10 e 11). Os pesquisadores se

comprometeram a manter sigilo sobre a identidade das pacientes.

21 CASUISTICA

Foram selecionadas pacientes com diagnéstico de CCU, tratadas de
2001 a 2007 na instituicao que foram classificadas segundo o estadiamento
recomendado pela FIGO.

Utilizando-se a palavra-chave “cancer do colo do utero”, foram
identificadas, por meio do banco de dados do Setor de Anatomia Patolégica do
CRSM, 628 pacientes diagnosticadas com CCU no periodo estipulado, com
tipos histolégicos epidermoide, adenocarcinoma, adenoescamoso e
adenomucinoso.

ApOs analise dos prontuarios e critérios de exclusdo, 545 casos foram
excluidos por: 1) terem sido submetidos a tratamento primario nao cirurgico
(n=150); 2) seguimento clinico inferior a cinco anos (n=65); 3) diagndstico de
neoplasias associadas (n=22); 4) indisponibilidade ou inviabilidade do material

emblocado em parafina (n=33); 5) terem realizado radioterapia adjuvante
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(n=185); 6) ndo terem linfadenectomia (n=90).

As 83 pacientes remanescentes e objetos deste estudo encontravam-
se nos estadios clinicos I1B1 (n=75), IB2 (n=5) e IIA (n=3) e ndo haviam
realizado qualquer tratamento prévio, exceto a conizagao diagnostica do colo
do utero (n=32).

Realizou-se  levantamento  retrospectivo  das  caracteristicas
sociodemograficas, reprodutivas, histopatologicas, terapéuticas e de
seguimento dessas pacientes.

O seguimento clinico poés-operatério incluiu exame ginecoldgico
trimestral nos primeiros dois anos e semestral nos trés anos subsequentes.
Exames complementares, como ultrassonografia transvaginal e abdome total,
radiografia de térax, tomografia de pelve, abdome total e térax, ressonancia
magnética de pelve e abdome total, foram solicitados anualmente e de acordo
com a sintomatologia das pacientes.

Considerou-se recorréncia o retorno da doenca, locorregionalmente
(pelve) ou a distédncia, em pacientes submetidas ao tratamento cirurgico
primario ha no minimo seis meses e no maximo ha cinco anos. O diagndstico
da recorréncia foi realizado por meio de sinais clinicos indiscutiveis de doenca
em atividade, como metastase hepatica e pulmonar, e deteccdo ao exame
fisico e imagenoldgico de massa pélvica ndo observada em exames prévios.

Apés revisao de prontuarios, os 83 casos foram divididos em grupos
com recidiva (GCR) (n=15), e sem recidiva do tumor (GSR) (n=68). Foram

também divididos de acordo com as variaveis; presengca de micrometastase



29
Material e Método

linfonodal ou células tumorais isoladas e auséncia de micrometastase

linfonodal ou células tumorais isoladas.
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2.2 ANALISE HISTOLOGICA

Na ocasido do diagnéstico, todas as pecgas cirurgicas foram avaliadas
pelo Setor de Anatomia Patolégica do CRSM, também responsavel pelo seu
arquivamento e conservagao.

Todas as laminas foram revisadas por dois patologistas independentes
e em caso de discordancia diagnéstica, foi utilizado o diagnostico de consenso.

Foram reavaliados o tipo e grau histologico e o estadiamento
patolégico da neoplasia, critérios histopatoldgicos de risco, como diametro do
tumor, profundidade de invasdo do tumor no estroma cervical e invasao
angiolinfatica, além da associagdo com neoplasia intraepitelial de alto grau e
estado linfonodal, através da coloragao convencional por HE.

Os blocos de parafina contendo os linfonodos das pacientes foram

obtidos no arquivo do Departamento de Patologia do hospital.

2.3  ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os blocos dos linfonodos foram submetidos a seis cortes com a
espessura de trés micrémetros para o estudo IHQ. Por conseguinte, a pesquisa
de MI linfonodal foi realizada por meio do anticorpo anti-pan — citoqueratinas
AE1/AE3, semelhante a metodologia do linfonodo sentinela no carcinoma

mamario."’
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A IHQ AE1/AE3 foi usada, neste estudo, para detectar células epiteliais
nos linfonodos histologicamente negativos. Esse anticorpo possui citoqueratina
de baixo e alto peso molecular, considerado padrao-ouro para identificagcao de
células epiteliais em cortes histologicos.™”

Casos com auséncia de IAL a técnica convencional de HE, mas com
risco presumivel desse achado, como nas recidivas tumorais e/ou presencga de
MI linfonodal, foram pesquisados no bloco do tumor original quanto a presenga
do marcador endotelial linfatico D2-40, sensivel para marcagdo endotelial de
vasos linfaticos. Tais achados, sugestivos de IAL por émbolos tumorais, foram

comparados aos dados de leitura convencional na técnica de HE.

O protocolo da técnica de IHQ para o anticorpo anti-pan — citoqueratina

AE1/AE3 e para o marcador endotelial linfatico D2-40, estdo no Anexo 12.

Para leitura e avaliagcdo da citoqueratina AE1/AE3 e do marcador
endotelial linfatico D2-40, foi usado um microscopio 6ptico Nykon E200, com
aumento de 10x na ocular e 4x na objetiva.

As MI linfonodais foram medidas com “Régua Reticulo Melanoma”
(Holtermann), em escala de 0 a 10 mm e valor para cada divisao de 0,05 mm.

Cada linfonodo foi classificado da seguinte forma, distribuidos em trés
subgrupos: 1) linfonodo sem metastase, 2) linfonodo com células tumorais
isoladas e 3) linfonodo micrometastatico, com metastase de até 2 mm. Casos
em que houve mais de uma MI no mesmo linfonodo, este foi classificado de
acordo com o maior achado.

O diagndstico diferencial entre CTl e MI linfonodal foi realizado de

acordo com os critérios de Hermaneket et al. (Quadro 7 — Anexo 9)."" A
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diferenciagcdo entre inclusbes epiteliais benignas e metastases foi feito
utilizando-se os critérios morfolégicos propostos por Reich et al. (Quadro 8 —

Anexo 13).'%

2.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis dependentes do estudo foram:
a) Presenca ou auséncia de micrometastase linfonodal ou células tumorais
isoladas no linfonodo da pelve.
b) Recorréncia tumoral: intervalo transcorrido, em meses, entre a data da
cirurgia (conclusao do tratamento) e a data do diagndstico da recorréncia.
As variaveis independentes utilizadas na avaliagao dos fatores de risco
para a presenca de MI linfonodal e a recidiva tumoral foram divididas em trés
grupos: sociodemograficas, reprodutivas e histopatolégicas (Quadro 9 — Anexo

14).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis qualitativas foram resumidas pela frequéncia simples e
porcentagem e as variaveis quantitativas foram resumidas por meio de média,

desvio padrao, mediana, minimo, maximo € numero de observagdes validas.
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Para comparar os grupos em relagdo as variaveis qualitativas, foi
utilizado o teste Qui-quadrado ou, quando necessario, o teste Exato de Fisher
ou da Razdo de verossimilhanga.'>'%

Para comparar os grupos em relagdo as variaveis quantitativas, foi
utilizado o teste paramétrico t de Student para grupos independentes.'®'?°

Para calcular a ODDS RATIO da Micrometastase Linfonodal para
Recidiva Tumoral, foi utilizado o modelo de regressao logistica univariado para
verificar a relagdo da variavel independente Micrometastase Linfonodal com a
variavel dependente Recidiva Tumoral.'?+1%

Para verificar a relacdo das variaveis independentes: Micrometastase
linfonodal, Profundidade de invasdo estromal (maior ou menor que 2/3),
Tamanho tumoral (menor ou maior que 2 cm) e Invasado angiolinfatica com a
variavel dependente Recidiva Tumoral, foi utilizado o modelo de regressao
logistica multivariado.'?*12

Através do calculo da sensibilidade e especificidade da MI linfonodal
em relagdo a recidiva, foi calculado o Numero Necessario para Diagnosticar
(NND).124'125

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% (P-valor < 0,05). O

software utilizado na analise estatistica foi 0 SPSS para Windows, versao 15.0.



3 RESULTADOS
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Apos revisao de lamina, os casos foram divididos em dois grandes
grupos:
— Grupo com recidiva — GCR (n=15)
e MO: subgrupo sem micrometastase linfonodal
e MI: subgrupo com micrometastase linfonodal ou células tumorais isoladas
— Grupo sem recidiva — GSR (n=68)
e MO: subgrupo sem micrometastase linfonodal

e MI: subgrupo com micrometastase linfonodal ou células tumorais isoladas

As pacientes também foram agrupadas conforme a presenca de
micrometastase linfonodal ou células tumorais isoladas (n=6) e auséncia de

micrometastase linfonodal ou células tumorais isoladas (n=77)

Por fim, foi ainda realizada uma subdivisdo de pacientes com auséncia
de invasao angiolinfatica pela técnica de hematoxilina-eosina, mas com

recidiva tumoral e/ou micrometastase linfonodal (n=15):

= D2-40 neg: subgrupo D2-40 negativo (n=14)

= D2-40 pos: subgrupo D2-40 positivo (n=1)
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3.1 VARIAVEIS ASSOCIADAS A PRESENGA DE RECIDIVA TUMORAL

3.1.1 Analise univariada

Tabela 1. Comparacdo entre os grupos (GCR vs GSR) em relacédo as

variaveis.

Variaveis por Grupo (Recidiva) Sem Com Total P-valor
Idade

Média (Desvio padrao) 46,7 (11,1) 42,5(11,2) 45,9 (11,2) 0,195
Mediana (Minimo - Maximo) 45 (23-70) 42 (24-69) 45 (23-70)

Total 68 15 83

Tabagismo

Sem informagéo 44 8 52

Nao 12 (50) 3 (42,9) 15 (48,4) 1,000
Sim 12 (50) 4 (57,1) 16 (51,6)

Total 24 (100) 7 (100) 31 (100)

Gestagoes

Média (Desvio padrao) 5,5 (3) 3,6 (2,4) 5,1 (3) 0,041*
Mediana (Minimo - Maximo) 5 (2-16) 3 (0-9) 5 (0-16)

Total 57 13 70

Paridade

Média (Desvio padrao) 4,9 (2,9) 3,3(2,4) 4,6 (2,9) 0,077*
Mediana (Minimo - Maximo) 4 (1-15) 2 (0-9) 4 (0-15)

Total 57 13 70

Tamanho do maior eixo do tumor (cm)

Média (Desvio padrao) 1,8 (1,1) 2,5(1,2) 1,9 (1,1) 0,030"
Mediana (Minimo - Maximo) 1,5(0,8-5) 2,5(0,6-5) 1,5(0,6-5)

Total 68 15 83

Diametro do Tumor

<2cm 47 (69,1) 7 (46,7) 54 (65,1) 0,159**
>2cme<4cm 19 (27,9) 6 (40) 25 (30,1)

>4 cm 2(2,9) 2(13,3) 4 (4,8)

Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)

Tipo Histologico

Adeno Mucinoso 1 0 1

Adenocarcinoma 8 (11,9) 2 (13,3) 10 (12,2) 0,801***
Adenoescamoso 2 (3) 1(6,7) 3(3,7)

CA Epidermoide 57 (85,1) 12 (80) 69 (84,1)

Total 67 (100) 15 (100) 82 (100)

GH

1 8 (11,8) 1(6,7) 9 (10,8) 0,764***
2 50 (73,5)  11(73,3)  61(73,5)

3 10 (14,7) 3 (20) 13 (15,7)

Total 68 (100) 15(100) 83 (100)

As categorias em amarelo foram excluidas das analises.

*Teste Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher; ***Teste da Razao de verossimilhancga.
*Teste paramétrico t de Student;
Continua...
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Tabela 1. (Continuagao). Comparagédo entre os grupos (GCR vs GSR) em

relagao as variaveis.

Variaveis por Grupo (Recidiva) Sem Com Total P-valor
NIC alto grau
Nao 29 (42,6) 8 (53,3) 37 (44,6) 0,641*
Sim 39 (57,4) 7 (46,7) 46 (55,4)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
IAL HE
Nao 57 (83,8) 13 (86,7) 70 (84,3) 1,000**
Sim 11 (16,2) 2(13,3) 13 (15,7)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
Micrometastase Linfonodal
AE1/AE3 ou Células Tumorais
Isoladas AE1/AE3

~ N&o
Nao 66 (97,1) 11 (73,3) 77 (92,8) calculado
Sim - Células Tumorais Isoladas 0 (0) 1(6,7) 1(1,2)
Sim - Micrometastase Linfonodal 2(2,9) 3 (20) 5 (6)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
Micrometastase
Nao 66 (97,1) 11 (73,3) 77 (92,8) 0,009**
Sim 2(2,9) 4 (26,7) 6(7,2)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
IAL D2 40
Sem informagé&o 66 2 68

~ Nao
Nao 2 (100) 12 (92,3) 14 (93,3) calculado
Sim 0 (0) 1(7,7) 1(6,7)
Total 2 (100) 13 (100) 15 (100)
Estadiamento Clinico
IB1 65 (95,6) 10 (66,7) 75 (90,4) 0,011***
IB2 2(2,9) 3 (20) 5(6)
A 1(1,5) 2(13,3) 3(3,6)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
Estadiamento Patolégico
IB1 66 (97,1) 13 (86,7) 79 (95,2) 0,148**
IB2 2(2,9) 2(13,3) 4 (4,8)
Total 68 (100) 15 (100) 83 (100)
Linfonodo Negativo
Média (Desvio padrao) 14,9 (8,9) 7,3 (5,7) 13,5 (8,9) <0,001%
Mediana (Minimo - Maximo) 125(2-35) 7(1-21) 11(1-35)
Total 68 15 83

As categorias em amarelo foram excluidas das analises.
*Teste Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher;
*Teste paramétrico t de Student;

Continua...

***Teste da Razao de verossimilhanga.
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Tabela 1. (Continuagao). Comparagédo entre os grupos (GCR vs GSR) em

relagao as variaveis.

Variaveis por Grupo (Recidiva) Sem Com Total p-valor
Profundidade de Invasdo estromal

<1/3 40 (58,8)  6(40) 46 (55,4)  0,236***
>1/3e<2/3 15(22,1)  3(20)  18(21,7)

> 2/3 13(19,1)  6(40)  19(22,9)

Total 68 (100)  15(100) 83 (100)

As categorias em amarelo foram excluidas das analises.

*Teste Qui-quadrado; **Teste Exato de Fisher; ***Teste da Razao de verossimilhanga.

*Teste paramétrico t-Student;

De acordo com os resultados da Tabela 1, ha diferenga significativa
entre variaveis do GCR e GSR.

Os resultados mostraram que o numero médio de gestagdes foi
significativamente menor no grupo de pacientes com recidiva tumoral do que
no grupo de pacientes sem recidiva tumoral (Figura 1).

Da mesma forma o tamanho médio do maior eixo do tumor (cm) foi
significativamente maior no grupo de pacientes com recidiva tumoral do que no
grupo de pacientes sem recidiva tumoral (Figura 2).

Ainda, como esperado, o percentual de MI linfonodal (Figura 3) e de
estadiamento clinico IB2 e IIA (Figura 4) foram significativamente maiores no
grupo de pacientes com recidiva tumoral do que no grupo de pacientes sem
recidiva tumoral.

Por fim, o numero médio de linfonodos negativos foi significativamente
menor no grupo de pacientes com recidiva tumoral do que no grupo de
pacientes sem recidiva tumoral (Figura 5).

Os grupos (GCR vs GSR) nao apresentaram relagao significativa com

as demais variaveis.
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Figura 1. Comparagao entre os grupos (Com recidiva tumoral vs Sem recidiva

tumoral), em relagdo a variavel Gestagoes.

IC (95%) para média de Tamanho do maior eixo do tumor

T
Néo Sim
Recidiva

Figura 2. Comparagao entre os grupos (Com recidiva tumoral vs Sem recidiva

tumoral), em relagéo a variavel Tamanho do maior eixo do tumor.
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Figura 3. Comparagao entre os grupos (Com recidiva tumoral vs Sem recidiva

tumoral), em relagéo a variavel Micrometastase linfonodal.

Estadiamento Clinico por Recidiva

m Bl mIB2 mIIA

95,6%

66,7%

0,
20,0% 13.3%

2,9% 1,5%

N3o recidiva Recidiva

Figura 4. Comparacao entre os grupos (Com recidiva tumoral vs Sem recidiva

tumoral), em relagéo a variavel Estadiamento clinico.
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IC (95%) para média de Linf Negativo

Recidiva

Figura 5. Comparagao entre os grupos (Com recidiva tumoral vs Sem recidiva

tumoral), em relag&o a variavel Linfonodo negativo.

No GCR, a topografia das recidivas foi assim distribuida: 13 em
topografia pélvica e duas a distancia, sendo uma hepatica e uma pulmonar. O
tempo médio para recorréncia foi de 20,6 meses, variando de 6 a 58 meses
(dp=18,08, mediana=14 meses).

Ocorreram trés obitos no GCR, todos relacionados a recorréncia da
doencga. O tempo médio transcorrido entre a cirurgia e o 6bito foi de 19 meses
(dp=3,21, mediana=9 meses). A taxa de sobrevida nesse grupo foi de 80% em
cinco anos.

O numero necessario para diagnosticar (NND) foi de 4,215 (2,703 —
28,633), considerando sensibilidade de 26,7% e especificidade de 97,1% da

IHQ AE1/AE3 em relacao a recidiva tumoral.
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Os diferentes tipos de estadiamento possiveis na presente casuistica,
estadiamento clinico (FIGO) e patolégico (UICC), foram comparados
considerando-se todas as pacientes no geral e por grupos, com e sem recidiva
tumoral e observamos que n&o houve diferenga significativa entre os
estadiamentos (clinico e patologico) no geral, excluindo o estadiamento IIA ou
agregando-o ao estadiamento IB2 (Tabelas 6 e 7).

No entanto, houve diferenca significativa entre os estadiamentos
(clinico e patologico) por grupo, excluindo o estadiamento IIA ou agregando-o
ao estadiamento I1B2 (Tabelas 8 e 9).

Esses resultados, Tabelas e Figuras correspondentes (7 e 8), bem

como detalhes estatisticos, encontram-se nos Apéndices.
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Tabela 2. Comparagao de invasao angiolinfatica detectada pela técnica de
imuno-histoquimica D2-40 e invasao angiolinfatica detectada pela técnica de
HE.

IAL D2-40
IAL HE Sem informagdo Nao Sim Total
Ndo 55 14 1 15 (100)
Sim 13 0 0 0 (0)
Total 68 14 (93,3) 1(6,7) 15 (100)
p-valor Nao calculado

As categorias em amarelo foram excluidas da analise.

De acordo com os resultados da Tabela 2, dentre as pacientes com
recidiva tumoral e/ou presenca de MI linfonodal e auséncia de IAL, uma
apresentou positividade a IHQ D2-40. Nao foi possivel realizar teste estatistico
em razao do pequeno numero de pacientes detectados por ambas técnicas.

A Figura 9 mostrando fotomicrografia de IAL pela técnica de HE e as
Figuras 10 e 11 mostrando fotomicrografias da paciente deste estudo com
expressao positiva do marcador endotelial linfatico D2-40, encontram-se nos

Apéndices.
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3.1.2 Regressao logistica multipla
Tabela 3. Resultado do modelo de regresséao logistica multivariado.

Variaveis independentes OR [IC - 95%] P-valor
Micrometastase Linfonodal (Sim x Nao) 11,73 [1,57; 87,8] 0,017
Profundidade de invasdo estromal 0,876
Profundidade de invasao estromal (< 1/3 x > 2/3) 1,16 [0,23; 5,87] 0,854
Profundidade de invasao estromal (> 1/3 e < 2/3 x> 2/3) 0,73 [0,12; 4,46] 0,738
Tamanho tumoral (=2 cm x <2 cm) 4,42 [1; 19,47] 0,049
Invasao angiolinfatica - IAL HE (Sim x Nao) 1,19[0,2; 6,94] 0,846

A analise de regresséo logistica multipla mostrou relagéo significativa
entre micrometastase linfonodal e tamanho tumoral, e recidiva tumoral (Tabela
3). Observou-se que pacientes com micrometastase linfonodal apresentam
chance 11,73 vezes maior de ter recidiva tumoral do que os pacientes sem
micrometastase linfonodal. Da mesma forma pacientes com tamanho tumoral
= 2 cm tem 4,42 vezes mais possibilidade de ter recidiva tumoral do que os

pacientes com tamanho tumoral <2 cm.
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3.2 VARIAVEIS ASSOCIADAS A PRESENCA DE MICROMETASTASE

LINFONODAL NOS LINFONODOS PELVICOS

Tabela 4. Comparacédo entre os grupos (Com micrometastase linfonodal vs

Sem micrometastase linfonodal), em relagcao as variaveis.

Variaveis por Grupo (Micrometastase) Sem Com Total p-valor
Idade
Média (Desvio padrao) 46,1 (11,6) 43,7 (2,6) 45,9 (11,2) 0,158"
Mediana (Minimo - Maximo) 45 (23-70) 44,5(40-46) 45(23-70)
Total 77 6 83
Tabagismo
Sem informagéo 47 5 52
~ N&o
Nao 14 (46,7) 1 (100) 15 (48,4) calculado
Sim 16 (53,3) 0 (0) 16 (51,6)
Total 30 (100) 1 (100) 31 (100)
Gestagoes
Média (Desvio padrao) 5,2 (3) 4,8(2,9) 5,1(3) 0,793"
Mediana (Minimo - Maximo) 4,5(1-16) 5(0-9) 5(0-16)
Total 64 6 70
Paridade
Média (Desvio padrao) 4,6 (2,9) 4,5(2,9) 4,6 (2,9) 0,949"
Mediana (Minimo - Maximo) 4 (1-15) 45(0-9) 4 (0-15)
Total 64 6 70
Tamanho do maior eixo do tumor (cm)
Média (Desvio padrao) 1,9 (1) 2,8 (1,6) 1,9 (1,1) 0,053"
Mediana (Minimo - Maximo) 1,5(0,8-5) 3(0,6-5) 1,5(0,6 - 5)
Total 77 6 83
Diémetro do Tumor
<2cm 52 (67,5) 2 (33,3) 54 (65,1) 0,209***
>2cme<4cm 22 (28,6) 3 (50) 25 (30,1)
>4 cm 3(3,9) 1(16,7) 4 (4,8)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)
Tipo Histologico
Adeno Mucinoso 1 0 1
Adenocarcinoma 10 (13,2) 0 (0) 10 (12,2) 0,340***
Adenoescamoso 3 (3,9) 0 (0) 3 (3,7)
CA Epidermoide 63 (82,9) 6 (100) 69 (84,1)
Total 76 (100) 6 (100) 82 (100)
GH
1 8(10,4) 1(16,7) 9(10,8) 0,331
2 56 (72,7) 5(83,3) 61 (73,5)
3 13 (16,9) 0 (0) 13 (15,7)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)

As categorias em amarelo foram excluidas das analises.
**Teste Exato de Fisher;
*Teste paramétrico t de Student;

Continua...

***Teste da Razéo de verossimilhanga.
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Tabela 4. (Continuagao). Comparacao entre os grupos (Com micrometastase

linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal), em relagdo as variaveis.

Variaveis por Grupo (Micrometastase) Sem Com Total p-valor
NIC alto grau
Nao 33 (42,9) 4 (66,7) 37 (44,6) 0,400**
Sim 44 (57,1) 2 (33,3) 46 (55,4)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)
IAL HE
Nao 64 (83,1) 6 (100) 70 (84,3) 0,583**
Sim 13 (16,9) 0 (0) 13 (15,7)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)
IAL d2 40
Sem informagédo 68 0 68

~ Nao
N&ao 8 (88,9) 6 (100) 14 (93,3) calculado
Sim 1(11,1) 0(0) 1(6,7)
Total 9 (100) 6 (100) 15 (100)
Estadiamento Clinico
IB1 71(92,2) 4 (66,7) 75 (90,4) 0,077
IB2 3(3,9) 2 (33,3) 5(6)
A 3(3,9) 0 (0) 3(3,6)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)
Estadiamento AP
IB1 74 (96,1) 5(83,3) 79 (95,2) 0,264**
IB2 3(3,9) 1(16,7) 4 (4,8)
Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)
Linf Negativo
Média (Desvio padrao) 13,5 (9) 13,2(8,1) 13,5(8,9) 0,921*
Mediana (Minimo - Maximo) 11 (1-35) 12,5(4-27) 11(1-35)
Total 77 6 83

Profundidade de Invasédo estromal

<1/3 45(58,4)  1(16,7) 46 (55,4)  0,046***
>1/3e<2/3 17 (22,1)  1(16,7)  18(21,7)

> 2/3 15(19,5)  4(66,7)  19(22,9)

Total 77 (100) 6 (100) 83 (100)

As categorias em amarelo foram excluidas das analises.

**Teste Exato de Fisher; ***Teste da Razéo de verossimilhanga.

*Teste paramétrico t de Student;

Os resultados mostraram que apenas a profundidade de invasao
estromal teve diferenca significativa entre os dois grupos (Tabela 4).

O percentual de profundidade de invasao estromal > 2/3 foi
significativamente maior no grupo de pacientes com MI linfonodal do que no

grupo de pacientes sem MI linfonodal (Figura 6).
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Os grupos (Com Ml linfonodal vs Sem MI linfonodal) ndo apresentaram

relacéo significativa com as demais variaveis.

Profundidade de invasao estromal
por Micrometastase

m<1/3 ®m>1/3e<2/3 >2/3

66,7%

58,4%

19,5% 16,7%  16,7%
Nao Sim

Figura 6. Comparagdo entre os grupos (Com micrometastase linfonodal vs
Sem micrometastase linfonodal), em relagdo a variavel Profundidade de

invasao estromal.

As Figuras de 12 a 14 mostrando fotomicrografias de CTIl e Ml
linfonodal de pacientes deste estudo, encontram-se nos Apéndices.

A presenca de MI linfonodal ou CTI ndo diagnosticada anteriormente
pela técnica convencional de HE e que obtiveram mudanga histopatoldgica
com o emprego da IHQ com citoqueratina AE1/AE3, foi detectada em seis
pacientes (7,23%)

Apenas uma paciente (1,20%) apresentou inclusao epitelial benigna
associada a Ml linfonodal. No total, cinco pacientes (6,02%) revelaram
expressao da citoqueratina AE1/AE3 para inclusao epitelial benigna.

As Figuras 15 e 16 mostrando fotomicrografias de inclusédo epitelial

benigna de pacientes deste estudo, encontram-se nos Apéndices.
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Novamente os diferentes tipos de estadiamento clinico (FIGO) e
patolégico (UICC) foram comparados entre si considerando-se 0s grupos com
e sem micrometastase linfonodal. A comparacdo dos estadiamentos esta
apresentada nas Tabelas 6 e 7.

De acordo com os resultados da Tabela 10 e 11, houve diferenga
significativa entre os estadiamentos (clinico e patoldgico) por grupo, excluindo
o estadiamento IIA ou agregando-o ao estadiamento 1B2.

Esses resultados, Tabelas e Figuras correspondentes (17 e 18), bem

como detalhes estatisticos, encontram-se nos Apéndices.

Tabela 5. Mortalidade por cancer de colo do utero entre os grupos (Com

micrometastase linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal)

Obito Micro[netéstase Linfonodal AE_1 [AE3 Total | P-valor
Nao Sim

Nao 75 5 80 0,204

Sim 2 1 3

Total 77 6 83

Teste Exato de Fisher

Nossos resultados mostraram nao haver diferenga significativa entre
presenca de Ml linfonodal e ébito (Tabela 5).

Todos os o6bitos foram relacionados a recorréncia da doenca e a taxa
de mortalidade foi de 16,67% e 2,60%, respectivamente, nos grupos com Mi

linfonodal e sem MI linfonodal.



4 DISCUSSAO
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O presente estudo identificou que a MI linfonodal, caracterizada pela
IHQ, teve diferenga significativa na comparagao dos grupos com e sem recidiva

tumoral. Nossos resultados corroboram os resultados de Van Trappen et al.'"®,

|.121 |.80

Juretzka et al.??, Fregnani et al.*', Lentz et al.'*' e Marchiolé et a

A pesquisa da Ml linfonodal no CCU, por meio da IHQ, ndo é realizada
rotineiramente. Desconhecesse sua importancia em termos de progndstico ou
se a eventual mudanga de conduta adjuvante impactaria nas taxas de recidiva
e sobrevida.

Os dados epidemioldgicos analisados, diferentemente da maior parte
da literatura, foram comparados entre grupos com e sem recidiva tumoral e a
presenca ou nao de Ml linfonodal.

Marchiolé et al.®°

comparou a variavel idade entre grupos com e sem
recidiva tumoral. Assim como neste estudo, ndo houve diferencga significativa.

Lentz et al.’' demonstrou significancia estatistica na associacdo de MI
linfonodal com numero de gestagdes igual ou superior a quatro. No presente
estudo, o numero médio de gestagao global foi de 5,14, demonstrando ser uma
condigdo importante no CCU. Contudo, ndo houve diferenga significativa da
presenca de MI linfonodal, comparada as variaveis epidemiolégicas.

Nesta casuistica, o numero médio de gestagdes foi o unico dado
demografico com diferenga significativa entre os grupos, sendo menor no GCR.

Em relacao a presenga de MI linfonodal, nenhuma correlacédo epidemioldgica

positiva foi identificada.

Micrometastases linfonodais
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Micrometastase linfonodal é descrita como fator progndstico para
cancer de mama, melanoma, cancer de esbéfago e estbmago. Entretanto, pouco
se sabe a respeito da incidéncia ou do valor prognostico no CCU.”*" Além
disso, a pesquisa da MI linfonodal no CCU, por meio da IHQ, ndo é realizada
rotineiramente. Também se desconhece a sua importancia em termos de
progndstico ou se a mudanga de conduta adjuvante impactaria nas taxas de
recidiva e sobrevida.

Van Trappen et al."® determinaram a frequéncia de Ml linfonodal em
156 linfonodos histologicamente negativos (média de 4,87 linfonodos), de 32
pacientes portadoras de CCU estadio clinico 1A2 e IB (FIGO), usando como
marcador a citoqueratina 19. Foram detectados 66 linfonodos positivos (44%)
em 16 pacientes (50%). A MI foi associada a IAL, tumores pouco diferenciados
e estadio clinico IB2. Recorréncia tumoral ocorreu em trés pacientes com
linfonodos histologicamente negativos, mas que expressaram a citoqueratina
19.

Juretzka et al.? avaliaram a frequéncia de MI linfonodal em 49
pacientes com CCU estadio clinico IA2 e IB (FIGO). Os linfonodos foram
seccionados na espessura de cinco micrédmetros, e o terceiro e sétimo corte
foram utilizados para IHQ com citoqueratina AE1 e AE1/CAMS5.2. Metastase
linfonodal foi demonstrada em quatro casos (8,2%). Notaram associacdo da
doenga com outros fatores de pior progndstico, tais como IAL e tumor maior
que 4 cm. Recorréncia tumoral ocorreu em cinco pacientes, destas, duas

apresentavam Ml linfonodal.
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Fregnani et al.*'

estudaram linfonodos de 289 pacientes com CCU
estadio clinico IB — IIA (FIGO). Cada linfonodo foi seccionado uma vez e
avaliado com IHQ AE1/AE3. Os depdsitos de metastases foram estudados e
divididos em trés grupos: 1) sem doenga metastatica, 2) presenca de CTl e Ml
linfonodal até 2 mm e 3) metastase maior que 2 mm. Onze pacientes (3,8%)
foram identificadas com presenca de CTI e/ou MI linfonodal e 37 pacientes
(12,8%) com metastase maior que 2 mm. Houve significancia estatistica no
intervalo livre de doenga entre os grupos: 88,7%, 80,4% e 50%,
respectivamente. Demonstraram que a MI linfonodal € uma variavel
independente associada a recorréncia, aumentando 3,2 vezes 0O risco para
recorréncia tumoral, mesmo quando ajustada pela profundidade de invasao
estromal, intensidade do processo inflamatério e doenga metastatica maior do
que 2 mm.

Lentz et al.'”» avaliaram 132 pacientes com linfonodos
histologicamente negativos, estadio clinico 1A2 e IB de CCU. Os linfonodos
foram seccionados e avaliados pela técnica HE e IHQ com citoqueratina AE1 e
CAMS5.2. Micrometastases foram encontradas em 19 casos (15%). Analise
univariada mostrou que numero elevado de linfonodos dissecados (acima de
20), numero de gestagdes igual ou superior a 4 e o local da linfadenectomia
(deve incluir pélvica e paradrtica), estdo associados a presenca de metastases.
Nao houve significancia estatistica na associacdo de linfonodos metastaticos
com IAL, tamanho tumoral e tipo histolégico. Analise multivariada mostrou que
apenas o numero de linfonodos ressecados mostrou-se independentemente

associado ao diagnostico de MI.



52
Discussao

Marchiolé et al.®°, em estudo de caso-controle, utilizando metodologia
semelhante ao presente estudo, avaliaram o risco de recorréncia em pacientes
com CCU nos estadios IA1 a IIB e a presenca MI linfonodal. O grupo caso
consistia em 26 pacientes que apresentaram recorréncia em periodo médio de
36,8 meses. O grupo controle consistia em 26 pacientes similares para idade,
tipo histolégico, estadio clinico e tamanho tumoral, os quais ndo recidivaram
em seguimento médio de 122 meses. Cada linfonodo recebeu trés cortes: um
avaliado com HE e os outros dois com IHQ AE1/AE3. Linfonodos positivos
foram encontrados em 42% dos casos e 4% dos controles. Por fim,
demonstraram um risco de recorréncia 2,4 vezes maior no grupo com presencga
de MI linfonodal. Em andlise bivariada (invasédo capilar vs MI linfonodal), o
unico fator de risco independente encontrado foi a Ml linfonodal.

Na presente casuistica, as variaveis associadas a recorréncia tumoral
foram a Ml linfonodal, estadiamento clinico 1B2 ou IIA, tamanho médio do tumor
(cm) e numero médio de linfonodos negativos por cirurgia. Ja as variaveis
associadas a presenca MI linfonodal foram o estadiamento clinico IB2 e lIA e a
profundidade de invasdo estromal maior do que 2/3.

A presenga de ceélulas neoplasicas nos linfonodos € o marcador
histopatoldégico mais objetivo da disseminacédo linfatica do tumor. Portanto, &
l6gico considerar que essa variavel se associe a redu¢ao da sobrevida livre de
doenca.

Este resultado é concordante com os do estudo de Chao et al.”®” que,

avaliando 83 pacientes com CCU (estadio 1IB), submetidas a histerectomia



53
Discussao

radical, verificaram que a recorréncia foi significativamente mais frequente nos
casos com metastases linfonodais (66,7% vs 31,3%).

O presente estudo excluiu pacientes com diagndstico de metastases
em linfonodos por ocasido do tratamento cirurgico inicial. Isso permitiu
classificar objetivamente a doenca linfonodal em MI, uma vez que a avaliagado
prévia foi negativa a HE.

E importante ressaltar que, a presenca de metastases linfonodais,
detectadas apenas por IHQ nao significa necessariamente que a doencga seja
micrometastatica, ou seja, menor do que 2 mm. Nao se pode confundir
metastases ocultas ao método de HE com MI. O diagndstico das Ml é
morfolégico e conceitualmente compreende a mensuragdao do foco
metastatico.""”

Nos trabalhos de Van Trappen et al.''®, Juretzka et al.?? e Lentz et
al.’?, a frequéncia de MI linfonodal foi maior do que neste estudo. Porém, a
mensuragao dos focos de MI n&o foi realizada, prejudicando a interpretagao
dos resultados e a comparacgao da frequéncia de MI nos linfonodos.

No trabalho de Lentz et al.’, a realizagéo da linfadenectomia pélvica e
paraortica de forma sistematica pode ter influenciado o aumento da frequéncia
de MI linfonodal. Ocasionalmente, esta prevaléncia poderia se alterar caso a
disseccgao linfonodal fosse exclusivamente pélvica.

Deve-se considerar também que o encontro de células epiteliais em
linfonodos n&o implica necessariamente em diagndstico de metastases, sendo
de extrema importancia sua avaliagdo morfolégica. As inclusdes epiteliais

benignas representam focos ectopicos de epitélio embrionario dos ductos de
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Muller que podem ser encontrados nos linfonodos, peritdnio visceral (pélvico),
omento maior, tubas, ovarios e ligamentos uterinos. Em virtude de sua origem
epitelial, as inclusbes expressam citoqueratina e, portanto, podem ser
identificadas por IHQ e facilmente confundidas com focos de metastases ',

147 e Marchiole et al.?, se

Este estudo, assim como Fregnani et a
prop6s a diferenciar a metastase linfonodal da inclusdo epitelial benigna. Van
Trappen et al.’® Juretzka et al.?? e Lentz et al."®' nao consideraram a
possibilidade de intervencdo nos resultados e isto pode ter aumentado a
frequéncia das MI nos seus estudos.

No trabalho de Fregnani et al.*’

, a presenca de MI linfonodal foi inferior
a deste estudo, porém, cada linfonodo foi avaliado pela IHQ, somente, em um
corte histologico. Caso fosse avaliado em cortes seriados, a frequéncia de Mi
linfonodal poderia ter sido maior.

Estima-se que a avaliagao dos linfonodos por HE em cortes seriados,
aumente a deteccdo de metastases em 8,0 a 30,0% e o uso de IHQ em 5,0 a
20,0% adicionais.'?® Pesquisadores do International Ludwig Breast Cancer
Study Group avaliaram os linfonodos axilares, que preliminarmente foram
considerados sem metastases, em 1.203 pacientes com cancer de mama. Os
linfonodos foram avaliados por meio de cortes seriados em seis niveis e
corados com HE. Em 83 casos (6,9%) foram encontradas metastases nos
linfonodos.'?

O trabalho de Marchiole et aI.8°, foi o unico dos citados a separar as

pacientes em grupos com recidiva tumoral e sem recidiva tumoral. A frequéncia

de MI linfonodal, no grupo sem recidiva tumoral, foi similar a deste estudo.
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Entretanto, o grupo com recidiva tumoral teve frequéncia de MI linfonodal
superior. Porém, em sua analise ndo foram excluidas pacientes diagnosticadas
com CCU estadio 1IB, o que justifica maior numero de pacientes com Ml
linfonodal em funcéo do estadiamento clinico mais avangado.

Neste estudo, a presenca de MI linfonodal, ndo diagnosticada pela
técnica convencional de HE, foi de 7,23%. Houve diferenca significativa na
comparagao entre os grupos, sendo 26,67% no GCR (n=4 de 15 casos) e
2,29% no GSR (n=2 de 68 casos). Em analise multivariada, considerando-se a
presenca de MI linfonodal, o risco de recidiva tumoral foi 11,73 vezes maior do

que em pacientes sem Micrometastase Linfonodal.

|'116 |.22 |.121

e Lentz et a nao

Van Trappen et al."”, Juretzka et a

determinaram o risco de recorréncia segundo a presenca de MI linfonodal.

|'80

Marchiole et al.”* estimou o risco de recorréncia consequente as Ml linfonodais,

porém, o fez exclusivamente por analise bivariada.

Fregnani et al.*’

demonstrou por analise multivariada que a Ml
linfonodal representa fator de risco independente para a recorréncia. Porém,
nao excluiu pacientes que fizeram tratamento adjuvante, o que ja reduziria por
si s6 o risco de recidiva. Também nao realizou seguimento clinico de cinco
anos, nao sendo possivel avaliar a taxa de sobrevida global dessas pacientes
com Ml linfonodal.

No presente estudo, o principal objetivo foi correlacionar a Ml linfonodal
com a taxa de recidiva tumoral. A sobrevida global dessas pacientes, que nao

realizaram tratamento adjuvante, também foi possivel em virtude do

seguimento clinico de cinco anos, como determinado pela FIGO.
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Os dados deste estudo sugerem que as pacientes portadoras de CCU,
submetidas a cirurgia radical nos estadios iniciais deveriam receber tratamento
adjuvante quando houvesse: presenca de MI linfonodal, estadiamento clinico
IB2 ou IlA e profundidade de invasdo estromal maior do que 2/3, este ultimo
nao isoladamente, como sera discorrido posteriormente.

O comprometimento das margens cirurgicas, paramétrios e linfonodos
pélvicos € indicagdo absoluta da radioterapia adjuvante. Outros fatores de risco
comumente considerados para indicar radioterapia s&o tumores pouco
diferenciados e invasao dos capilares sanguineos e/ou linfaticos.'? Contudo, os
dados aqui apresentados nao confirmaram que estas variaveis sejam fatores
de risco para recorréncia do CCU e presenca de MI linfonodal. Portanto,
questiona-se o real beneficio da radioterapia adjuvante nos casos de
neoplasias pouco diferenciadas (G2 e G3) ou com IAL isoladamente.

Até o presente momento, ndo ha estudos sobre o valor do tratamento
adjuvante nas pacientes diagnosticadas com Ml linfonodal, em relagédo a
sobrevida livre de doencga e sobrevida global. O reduzido numero de pacientes
com MI linfonodal, o dificil diagnostico e o alto custo para realizar a IHQ s&o
fatores que desestimulam a realizacdo desses trabalhos. Analisando a
populagao deste trabalho, segundo o calculo do NND, seria necessario realizar
4,2 exames de IHQ AE1/AE3 para diagnostico de apenas um caso de M
linfonodal. Apesar da positividade do método néao significar necessariamente a
ocorréncia da recidiva tumoral, o que implicaria em eventual radioterapia
desnecessaria, a MI linfonodal mostrou-se fator de risco marcante a ser

considerado.
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A interpretacao de qualquer teste, e sua qualidade, ndo pode ser feita
sem olhar quais as consequéncias que um teste positivo ou negativo pode ter.
Onde as consequéncias sao significativas precisamos dos melhores testes,
mas onde as consequéncias sdo minimas, podemos usar testes com NND
mais altos.

Diversos marcadores especificos do sistema linfatico tém sido
desenvolvidos. Estudos recentes demonstram que a positividade peritumoral
do D2-40 é um preditor independente de metastase linfonodal.®':83107-11

Neste estudo, a interpretacdo dos resultados obtidos pela IHQ usando
o D2-40 é dificil considerando o numero limitado de pacientes nos quais a
técnica foi realizada. E possivel que outros estudos com um nimero maior de

pacientes permita melhor avaliar a utilidade e o custo/beneficio desse

marcador.

Outros fatores de risco para recidiva e Ml linfonodal

As taxas de sobrevida e controle de doencga pélvica associam-se com o
estadio da FIGO. Benedet et al. (2003) publicaram o estudo multicéntrico
mundial Annual Report on The Results of Treatment on Gynecological Cancers
(FIGO), contendo 13.982 casos de CCU em todos os estadios clinicos. Notou-
se que a sobrevida livre de doenga, foi tanto menor quanto mais avancado o
estadiamento.’” Condizente com este estudo, na avaliagdo da variavel
estadiamento clinico, os grupos GCR e pacientes com Ml linfonodal
apresentaram maior prevaléncia dos estadios IB2 e IIA, quando comparados

aos grupos GSR e pacientes sem MI linfonodal, com diferenga significativa.
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Menor tamanho clinico do tumor também se correlaciona com menor
sobrevida livre de doenga: tumores microscépicos, menores ou iguais a 3 cm e
maiores do que 3 cm, tém 94,8%, 88,1% e 67,6% respectivamente.®> O
diametro do tumor esta associado a recorréncia do CCU, ndo apenas por sua
dimensao, mas pela area, volume ou quociente entre o didametro do tumor e do
colo do utero.®®

Gauthier et al. (1985) encontraram taxas de recorréncia de 7,0%,
26,0% e 57,0%, respectivamente, para tumores com menos de 2 cm, entre 2 e
3 cm e maiores do que 3 cm de diametro.®*

Neste estudo, o tamanho médio do tumor também apresentou
diferencga significativa na comparagao dos grupos GCR e GSR, sendo maior o
tamanho médio do tumor no GCR.

Em analise multivariada as pacientes deste estudo, com tamanho
tumoral = 2 cm, apresentaram chance 4,42 vezes maior de ter recidiva tumoral
do que as pacientes com tamanho tumoral <2 cm.

Em estudo com 732 pacientes diagnosticadas com CCU, a sobrevida
livre de doenga em trés anos foi progressivamente menor com o aumento da
invasdo estromal.®?

Neste estudo, identificou-se que a profundidade de invasao estromal
maior do que 2/3 esta significativamente associada a Ml linfonodal que, por sua
vez, apresenta correlagdo positiva com recidiva tumoral. Contudo, a invasao
estromal profunda nao se correlacionou diretamente com a recidiva tumoral.

Ao invadir o estroma cervical, a neoplasia induz a expressao de fatores

que irdo promover a angiogénese e a linfangiogénese. Com a formagao de
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novos vasos sanguineos e linfaticos, a disseminagao pode ocorrer por qualquer
uma dessas vias. Tendo em vista a ndo associacdo da invasao estromal
profunda com a recidiva tumoral, seria imprescindivel um evento intermediario,
como a presenca da Ml linfonodal.

O numero médio de linfonodos ressecados por cirurgia é também fator
preditor para recidiva tumoral e presenca de MI linfonodal. Lentz et al.’
demonstrou significancia estatistica na associacdo do numero elevado de
linfonodos dissecados por cirurgia (acima de 20) com a presenga de
metastases.

Este estudo condiz com o achado acima. O GCR teve numero médio
de linfonodos dissecados por cirurgia estatisticamente menor, quando
comparado ao GSR. O que faz supor que a linfadenectomia sistematica e néao
apenas uma amostragem linfonodal, € importante na predigdo da recidiva
tumoral e da Ml linfonodal.

Cerca de 20 a 25% das pacientes portadoras de CCU em estadios
iniciais (IB e 1lA), tratadas adequadamente por cirurgia radical desenvolvem
recorréncia da doenga, com 90% nos primeiros dois anos de seguimento
oncoldgico.® A razdo para essa recorréncia seria a persisténcia microscopica
da doenga em topografia locorregional ou a distancia.

Na presente casuistica, a taxa de recidiva foi 18,07% (n=15),
discretamente menor do que na literatura. Porém, neste estudo, foram
selecionadas apenas pacientes com baixo risco de recidiva tumoral e que nao
foram submetidas a nenhuma modalidade de tratamento adjuvante. Pacientes

em estadios iniciais, mas com alto risco de desenvolverem recidiva, em virtude
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de critérios histopatolégicos, foram excluidas da amostra por receberem
tratamento adjuvante.

Da mesma forma, a sobrevida global das pacientes relatadas, foi de
96,39% maior, em comparacéo a média de 91,5% nas diversas séries.®

Neste estudo, ndo houve diferenga significativa entre presenca de Ml
linfonodal e 6bito. Todas as pacientes sem recidiva tumoral tiveram seguimento
clinico e alta oncoldégica apds cinco anos. Portanto, apenas 15 pacientes
poderiam ter morrido, tornando nossa amostra pequena para avaliar tal
variavel. Provavelmente, em uma amostra maior de pacientes com recidiva
tumoral e Ml linfonodal, ou mesmo maior tempo de seguimento a partir da data
da recidiva, o nUmero de ébitos teria sido maior.

O presente estudo retrospectivo possui 0 maior tempo de seguimento
oncologico, 60 meses. Nenhuma outra série associou a variavel de
comprometimento angiolinfatico, por meio do marcador endotelial linfatico D2-
40, a presencga da Ml linfonodal. Também nao ha estudo na literatura que tenha
realizado comparagdo da sobrevida global de pacientes com e sem Ml
linfonodal.

No presente estudo, fatores de risco histopatoldégicos, muito
valorizados na literatura, como IAL e invasdo estromal profunda, ndo obtiveram
correlacdo direta com a presengca de recidiva tumoral, quando avaliados
isoladamente.

Em resumo, considera-se que a presencga de MI linfonodal seja fator de
risco importante para recidiva tumoral e, que por isso, essas pacientes

poderiam se beneficiar de tratamento radioquimioterapico adjuvante.
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As diretrizes atuais direcionam cada vez mais para a pesquisa de Mi
linfonodal apenas no linfonodo sentinela, sobretudo devido a limitagdes de
custo em estudos de grande porte. Recentemente, Cibula et al. estudaram 645
pacientes diagnosticadas com CCU estadio clinico inicial submetidas a cirurgia
oncolégica com bidpsia de linfonodo sentinela seguido de linfadenectomia
pélvica e ultrastaging patolégico do linfonodo sentinela. Macrometastase
linfonodal, MI linfonodal e CTI foram identificadas pelo upstaging,
respectivamente em: 14,7%, 10,1% e 4,5%. Falso negativo alcangou 2,8%. A
presenca de CTIl ndo diminui significativamente a sobrevida livre de doencga e
sobrevida global. A Ml linfonodal reduziu significativamente a sobrevida global
de forma equivalente a macrometastase, demonstrando a importancia do
linfonodo sentinela e do ultrastaging patoldgico no tratamento do CCU.™°

Sao necessarios novos estudos que relacionem a presenca de Mi
linfonodal e radioterapia adjuvante, com objetivo de avaliar a sobrevida livre de

doenca e sobrevida global nesta situagéo.
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A incidéncia de micrometastase linfonodal nos estadios iniciais (IB1 - l11A)

do cancer de colo do utero foi de 7,23%;

Em pacientes com recidiva tumoral, essa incidéncia foi de 26,67%,
havendo diferenca significativa quando comparada as pacientes sem

recidiva;

Pacientes com Micrometastase Linfonodal apresentaram chance 11,73
vezes maior de ter recidiva tumoral do que pacientes sem

Micrometastase Linfonodal;

Considerando-se exclusivamente a presenga de micrometastase
linfonodal, ndo houve diferenca significativa na mortalidade em 60

meses;

O marcador endotelial linfatico D2-40 foi positivo apenas em um caso, o
que impossibilitou sua comparagdo com achados histopatologicos

convencionais por meio da coloragao hematoxilina-eosina.
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Tabela 6. Comparagao dos estadiamentos (clinico e patolégico) no geral.

. . Estadiamento AP
Estadiamento Clinico IB1 IB2 Total
IB1 74 1 75 (93,8)
IB2 2 3 5 (6,3)
A 3 0 3
Total 76 (95) 4 (5) 80 (100)
p-valor (Teste de McNemar) 1,000

A categoria em amarelo foi excluida da analise.

De acordo com os resultados da Tabela 6, ndo ha diferenca
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) no geral, excluindo o
estadiamento IIA. Em ambos os estadiamentos o percentual de IB1 ¢é

significativamente maior do que o percentual de I1B2.

Tabela 7. Comparacgéo dos estadiamentos (clinico e patolégico) no geral.

. .. Estadiamento AP
Estadiamento Clinico IB1 IB2 ou IIA Total
IB1 74 1 75 (90,4)
IB2 ou lIA 5 3 8 (9,6)
Total 79 (95,2) 4 (4,8) 83 (100)
P-valor (Teste de McNemar) 1,000

De acordo com os resultados da Tabela 7, ndo ha diferenga
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) no geral, agrupando
os estadiamentos IB2 e IIA. Em ambos os estadiamentos, o percentual de 1B1

é significativamente maior do que o percentual de IB2 ou IIA.
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Tabela 8. Comparacado dos estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo

(Com recidiva tumoral vs Sem recidiva tumoral).

Sem Recidiva Com Recidiva
Estadiamento |Estadiamento AP Total Estadiamento | Estadiamento AP Total
Clinico IB1 IB2 Clinico IB1 B2
IB1 65 0 65 (97) IB1 9 1 10(76,9)
B2 0 2 2(3) IB2 2 1 3(23,1)
A 1 0 1 1A 2 0 2
Total 65(97) 2(3) |67(100)| |Total 11 (84,6) 2(15,4)| 13 (100)
p-valor 0,007 (Teste de homogeneidade de Odds Ratios de Breslow-Day)
p-valor 0,001 (Teste de Cochran-Mantel-Haenszel)

A categoria em amarelo foi excluida da analise.

De acordo com os resultados da Tabela 8, excluindo-se o estadiamento
lIA, pelo teste de homogeneidade de Odds Ratio de Breslow-Day (p < 0,05), os
grupos (com recidiva e sem recidiva) diferem em relacdo a comparagao dos
estadiamentos (clinico e patolégico). No GSR, os estadiamentos (clinico e
patoldgico) apresentam o mesmo percentual de IB1 (97%) e IB2 (3%). Por
outro lado, no GCR, o percentual de pacientes com estadiamento clinico IB2 é
maior do que o percentual de pacientes com estadiamento patoldgico IB2.

Pelo teste de Cochran-Mantel-Haenszel (P < 0,05), ha diferencga
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo, excluindo-
se o estadiamento IIA. No GCR o percentual de pacientes com estadiamento

(clinico e patoldgico) IB2 é significativamente maior do que no GSR.
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Comparacgao entre Estadiamento
(Clinico e Patolégico) por grupo
mIB1 mIB2

97,0% 97,0%
76,9% 84,6%

3,0% 3,0%

Estadiamento
patolégico

Estadiamento
clinico

Estadiamento
patoldgico

Estadiamento
clinico

| Sem recidiva | Com recidiva |

Figura 7. Comparacdo entre Estadiamento (clinico e patolégico) por grupo

(Com recidiva tumoral vs Sem recidiva tumoral), excluindo-se a categoria II1A

Tabela 9. Comparacdo dos estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo

(Com recidiva tumoral vs Sem recidiva tumoral).

Sem Recidiva Com Recidiva

Estadiamento Estadiamento AP Estadiamento Estadiamento AP

. Total .. Total
Clinico IB1 IB2 ou lIA Clinico 1B1 IB2 ou lIA
IB1 65 0 65 (95,6) IB1 9 1 10 (66,7)
IB2 ou IIA 1 2 3(4,4) IB2 ou IIA 4 1 5(33,3)
Total 66 (97,1) 2(2,9) | 68(100) Total 13(86,7) 2(13,3) | 15(100)
p-valor 0,007 (Teste de homogeneidade de Odds Ratios de Breslow-Day)
p-valor 0,013 (Teste de Cochran-Mantel-Haenszel)

De acordo com os resultados da Tabela 9, ha diferenga significativa
entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo, agrupando-se 0s
estadiamentos I1B2 e IIA.

Agrupando-se os estadiamentos B2 e |lIA, pelo teste de
homogeneidade de Odds Ratio de Breslow-Day (P < 0,05), os grupos (com
recidiva e sem recidiva) diferem em relagdo a comparacao dos estadiamentos
(clinico e patologico). No grupo sem recidiva, os estadiamentos (clinico e

patoldégico) apresentam praticamente o mesmo percentual de IB1 (proximo de
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97%) e 1B2 ou IIA (Préximo de 3%). Por outro lado, no grupo com recidiva, o
percentual de pacientes com estadiamento clinico IB2 ou IIA é maior do que o
percentual de pacientes com estadiamento patolégico IB2 ou IIA.

Pelo teste de Cochran-Mantel-Haenszel (P < 0,05), ha diferenca
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo,
agrupando-se os estadiamentos IB2 e IIA. No grupo com recidiva, o percentual
de pacientes com estadiamento (clinico e patologico) I1B2 ou IIA é

significativamente maior do que no grupo sem recidiva.

Comparacgao entre Estadiamento
(Clinico e Patologico) por grupo
H|Bl1 mIB2oullA

95,6% 97,1% 86,7%
66,7%

4,4% 2,9%
Estadiamento Estadiamento Estadiamento Estadiamento
clinico patoldgico clinico patoldgico
| Sem recidiva | Com recidiva |

Figura 8. Comparacdo entre Estadiamento (clinico e patolégico) por grupo
(Com recidiva tumoral vs Sem recidiva tumoral), agrupando-se os

estadiamentos IB2 e IlA.
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Figura 9. Fotomicrografia de invasdo angiolinfatica em espécime de cancer de
colo do utero. Avaliagao pela técnica de hematoxilina-eosina, magnificagao

original = 100 vezes.

Figura 10. Fotomicrografia de invasdo angiolinfatica em espécime de cancer
de colo do utero. Avaliagdo pela técnica de imuno-histoquimica (D2-40),
magnificagao original = 400 vezes.
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Figura 11. Fotomicrografia de invasdo angiolinfatica em espécime de cancer
de colo do utero. Avaliagdo pela técnica de imuno-histoquimica (D2-40),

magnificagao original = 400 vezes.

Figura 12. Fotomicrografia de células tumorais isoladas no linfonodo da pelve,
em espécime de cancer de colo do utero. Avaliacdo pela técnica de imuno-
histoquimica (AE1/AE3), magnificagéo original = 100 vezes.
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Figura 13. Fotomicrografia de micrometastase de 2 mm no linfonodo da pelve,
em espécime de cancer de colo do utero. Avaliacdo pela técnica de imuno-

histoquimica (AE1/AE3), magnificagao original = 400 vezes.

Figura 14. Fotomicrografia de micrometastase de 0,4 mm no linfonodo da
pelve, em espécime de cancer de colo do utero. Avaliagdo pela técnica de
imuno-histoquimica (AE1/AE3), magnificagao original = 400 vezes.
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Figura 15. Fotomicrografia de inclusao epitelial benigna no linfonodo da pelve,
em espécime de cancer de colo do utero. Avaliacdo pela técnica de imuno-

histoquimica (AE1/AE3), magnificagao original = 400 vezes.

Figura 16. Fotomicrografia de inclusédo epitelial benigna no linfonodo da pelve,
em espécime de cancer de colo do utero. Avaliagao pela técnica de imuno-
histoquimica (AE1/AE3), magnificagédo original = 400 vezes.
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Tabela 10. Comparacao dos estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo

(Com micrometastase linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal).

Sem micrometastase linfonodal Com micrometastase linfonodal
Estadiamento Estadiamento AP Total Estadiamento Estadiamento AP Total
Clinico IB1 IB2 Clinico IB1 IB2
IB1 70 1 71 (95,9) IB1 4 0 4 (66,7)
IB2 1 2 3 (4,1) B2 1 1 2 (33,3)
A 3 0 3 1A 0 0 0
Total 71(95,9) 3(4,1) | 74(100) Total 5(83,3) 1(16,7) | 6(100)
p-valor 0,811 (Teste de homogeneidade de Odds Ratios de Breslow-Day)
p-valor < 0,001 (Teste de Cochran-Mantel-Haenszel)

De acordo com os resultados da Tabela 10, excluindo-se o
estadiamento IIA, pelo teste de homogeneidade de Odds Ratio de Breslow-Day
(P > 0,05), os grupos (com Ml linfonodal e sem MI linfonodal) ndo diferem em
relacdo a comparacao dos estadiamentos (clinico e patolégico).

Porém, pelo teste de Cochran-Mantel-Haenszel (p < 0,05), ha diferencga
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo, excluindo-
se o estadiamento IIA. No grupo com MI linfonodal, o percentual de pacientes
com estadiamento (clinico e patologico) IB2 € significativamente maior do que

no grupo sem MI linfonodal.
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Comparacgao entre Estadiamento
(Clinico e Patolégico) por grupo
mIB1 mIB2

95,9% 95,9%

83,3%

66,7%

4,1% 4,1%

Estadiamento Estadiamento
clinico patolégico

Estadiamento Estadiamento
clinico patoldgico

| Sem recidiva | Com recidiva |

Figura 17. Comparagao entre Estadiamento (clinico e patoldgico) por grupo
(Com micrometastase linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal), excluindo-

se a categoria llA.

Tabela 11. Comparacado dos estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo

(Com micrometastase linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal).

Sem micrometastase linfonodal Com micrometastase linfonodal
Estadiamento Estadiamento AP Total Estadiamento Estadiamento AP Total
Clinico IB1 IB2 Clinico IB1 IB2
IB1 70 4 74 (96,1) 1B1 4 1 5(83,3)
IB2 ou IIA 1 2 3(3,9) IB2 ou IIA 0 1 1(16,7)
Total 71(92,2) 6(7,8) | 77 (100) Total 4(66,7) 2(33,3) | 6(100)
p-valor 0,710 (Teste de homogeneidade de Odds Ratios de Breslow-Day)
p-valor 0,003 (Teste de Cochran-Mantel-Haenszel)

De acordo com os resultados da Tabela 11, ha diferenca significativa
entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo, agrupando-se 0s
estadiamentos 1B2 e IIA.

Agrupando-se o0s estadiamentos IB2 e |IlA, pelo teste de
homogeneidade de Odds Ratio de Breslow-Day (P > 0,05), os grupos (com Ml
linfonodal e sem MI linfonodal) ndo diferem em relagdo a comparagdo dos

estadiamentos (clinico e patoldgico).
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Porém, pelo teste de Cochran-Mantel-Haenszel (P < 0,05), ha diferenca
significativa entre os estadiamentos (clinico e patolégico) por grupo,
agrupando-se os estadiamentos IB2 e IIA. No grupo com Ml linfonodal, o
percentual de pacientes com estadiamento (clinico e patolégico) 1B2 ou IIA &

significativamente maior do que no grupo sem Ml linfonodal.

Comparacgao entre Estadiamento
(Clinico e Patolégico) por grupo

m (Bl mIB2oullA

96,1% 92,2%

83,3%

Estadiamento Estadiamento Estadiamento Estadiamento
clinico patoldgico clinico patoldgico
| Sem recidiva Com recidiva |

Figura 18. Comparagao entre Estadiamento (clinico e patolégico) por grupo
(Com micrometastase linfonodal vs Sem micrometastase linfonodal),

agrupando-se os estadiamentos IB2 e IIA.
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Anexo 1 Quadro 1: Classificagao histolégica dos tumores epiteliais de colo

do utero.

Lesdes Escamosas

Lesdes intraepiteliais (NIC)

Carcinoma epidermoide

Verrucoso

Condilomatoso

Papilifero

Tipo linfoepitelioma

Lesoes Glandulares

Adenocarcinoma in situ

Adenocarcinoma

Mucinoso tipo endocervical

Mucinoso tipo intestinal

Endometridide

Células claras

Seroso

Mesonéfrico

Outros Tumores Epiteliais

Carcinoma adenoescamoso

De células vitreas

Adenocistico

Basoadenoide

De células pequenas

Indiferenciado
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Anexo 2 Estadiamento do céncer de colo do utero (Federagéo

Internacional de Ginecologia e Obstetricia - 2009)

Estadio 0  Carcinoma in situ.

Estadiol O carcinoma é estritamente confinado ao colo do utero (a
extensao ao corpo deve ser descartada).

IA — O céancer invasor € identificado somente microscopicamente. Todas as

lesdes macroscopicas, ainda que com invasao superficial, sdo do estadio IB.

IA1 — A invasdo do estroma em profundidade ndo excede 3 mm e n&o € maior

que 7 mm de extensao.

IA2 — A invasao do estroma mede entre 3 a 5 mm de profundidade e nao

excede os 7 mm de extensao.

IB — Lesbes clinicas limitadas ao colo do utero ou lesdes pré-clinicas maiores

que o estadio clinico IA.

IB1 — Lesdes clinicas até 4 cm de tamanho.

IB2 — Lesbes clinicas maiores que 4 cm de tamanho.

Estadio Il Carcinoma estende-se além do colo do utero, mas nao atinge a
parede pélvica. O carcinoma pode comprometer a vagina, mas
néo até o seu tergo inferior.

[IA — Envolvimento ndo evidente do paramétrio. Nao invade o tergo inferior da

vagina.

[IA1 — Lesdes clinicas até 4 cm de tamanho.

[IA2 — Lesbes clinicas maiores do que 4 cm de tamanho.
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[IB — Envolvimento do paramétrio evidente, porém nao atingindo a parede

pélvica.

Estadio lll Carcinoma estende-se até parede pélvica. Ao toque retal, ndo ha
espaco livre entre o tumor e a parede pélvica. O tumor pode
comprometer o tergo inferior da vagina. Todos os carcinomas com
hidronefrose ou exclusgo renal se incluem nesse estadio.

[IIA — Nao ha extensao até parede pélvica, porém envolve o terco inferior da

vagina.

[lIB — Extens&o até parede pélvica e/ou hidronefrose ou exclusédo renal.

Obs.: Deve ser considerado lllb se o paramétrio for nodular/tumoral até a

parede pélvica ou se houver extensao direta tumoral.

Estadio IV O carcinoma estende-se além da pelve menor (verdadeira) ou
clinicamente, inclui a mucosa da bexiga ou reto. O edema bolhoso
(tinica mucosa da bexiga (vesical)) ndo permite classificar o caso
como estadio IV.

IVA — O tumor estende-se aos orgaos adjacentes (bexiga ou reto).

IVB — Metastases a distancia (inclui linfonodos inguinais e periadrticos).

Fonte: modificado de Pecorelli (2010)
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Quadro 2: Classificacao de Piver e Rutledge para histerectomias

Classe |

Remocao do tecido cervical, sem disseccao do ureter. Também

chamada de Histerectomia extrafacial.

Classe I

Radicalidade moderada. Remove-se o tecido paracervical medialmente
ao ureter, sem desvascularizar o seu 1/3 distal, mantendo-o preso ao
ligamento pubocervical. Artéria uterina é ligada medialmente ao ureter.
Os ligamentos uterossacrais sao ligados no ponto médio entre sua
insercdo na parede pélvica e o utero. Remove-se o 1/3 superior da

vagina.

Classe llI

Remove-se todo o paramétrio e tecido paracervical. Artéria uterina é
ligada na sua origem junto a artéria iliaca interna (hipogatrica). Ureter é
dissecado até o ligamento pubovesical (entrada na bexiga). Remove-se

a 1/2 superior da vagina. Cirurgia de Wertheim-Meigs.

Classe IV

Completa resseccéao de todo o tecido Periureteral e Pericervical. Ureter é
liberado totalmente do ligamento pubocervical. Artéria vesical superior é

ligada. Remove-se % da vagina (em desuso).

Classe V

Classe IV acrescido de resseccao do 1/3 distal do ureter e/ou bexiga

com posterior reimplante ureteral (em desuso).
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Anexo 4 Quadro 3: Classificacdo de Querleu e Morrow para histerectomias

e linfadenectomias (2007).

Histerectomias

Classe A

Paracérvice é seccionado medialmente ao ureter,
mas lateralmente ao colo (ponto médio).
Histerectomia extrafacial, na qual a posicao do
ureter € determinada pela palpacdo ou pela
disseccado no paramétrio, mas sem solta-lo de seu
leito. Os pilares vesical e retal sdo seccionados
junto ao utero. Objetivo: garantir ressecgao
completa do colo.

Classe B

Ureter é dissecado e lateralizado, permitindo a
retirada de todo o tecido paracervical medial ao
tanel ureteral. O componente neural do
paracérvice ndo é seccionado. Os pilares vesical e
retal sdo seccionados a distancia do utero. B1:
descrito acima. B2: dissecgao linfonodal lateral
paracervical adicional.

Classe C

Ureter é totalmente mobilizado. Ressecg¢do do
pilar vesical junto a bexiga e o pilar retal junto ao
reto. C1: resseccdo dos componentes medial e
lateral do pilar vesical, cranial e caudal dos
componentes do paracérvice e o pilar retal com
técnica de preservacado neural (“nerve sparing”).
C2: sem preservagao autonémica

Classe D

Associado a procedimentos exenterativos. D1:
remogdo do sistema vascular parietal. D2:
remocao da fascia ou musculatura da parede
pélvica

Linfadenectomias

Nivel 1

Linfadenectomia iliaco-obturatoria (até¢ a
bifurcacéo iliaca externa e hipograstrica)

Nivel 2

Nivel 1, incluindo linfadenectomia de iliaca comum
e pré-sacral

Nivel 3

Nivel 2, incluindo linfadenctomia retroperitoneal
abaixo da artéria mesentérica inferior

Nivel 4

Nivel 3, incluindo linfadenectomia retroperitoneal
infrarrenal
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Anexo 5 Grau de recomendacéo e forca de evidéncia

Nivel de evidéncia A: Estudos experimentais ou observacionais de melhor
consisténcia (metanalise ou ensaios clinicos randomizados).

Nivel de evidéncia B: Estudo experimentais ou bservacionais de menos
consisténcia (outros ensaios clinicos ndo randomizados ou estudos
observacionais ou estudo caso-controle).

Nivel de evidéncia C: Relatos ou séries de casos (estudos n&o controlados).
Nivel de evidéncia D: Opinido desprovida de avaliagao critica, baseada em

consensos, estudos fisiolégicos ou modelos animais.

Fonte: Revista FEMINA
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Anexo 6 Quadro 4: Critérios histopatologicos de risco para indicagdo de

tratamento adjuvante radioquimioterapico.

Critérios Diametro do tumor Invasao Invasao

histopatolégicos angiolinfatica estromal
Baixo Risco <4cm Nao <1/3
<5cm Sim <1/3
<2cm Sim <2/3
Risco Intermediario >4 cm N&o >1/3
Qualquer Sim >2/3

>2cm Sim 1/3 a 2/3
<5cm Sim >1/3

Alto Risco Linfonodos da pelve (pélvicos) positivos (pds-cirurgia ou
nao)
Margens cirurgicas positivas (vaginal ou pericervical)
Paramétrios comprometidos
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Anexo 7 Quadro 5: Taxas de sobrevida em cinco anos para cancer do colo

do utero pelo estadiamento da FIGO.

Estadio Numero de pacientes Sobrevida em 5 anos (%)
I 12.143 81,6
Il 10.285 61,3
1] 8.206 36,7
\Y, 1.378 12,1
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Anexo 8 Quadro 6: Porcentagem de metastase linfonodal pélvica e para-

aortica pelo estadiamento clinico.

Estadio Clinico Linfonodos da Pelve (%) | Linfonodos Para-aérticos (%)

I 1A1 0at1 6,3

IA2 3a8

IB1 15a20

IB2 25a 30
Il 28,6 16,5
M 47 30
v 55 40
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Quadro 7: Critérios estabelecidos pela Unido Internacional Contra

o Cancer, para o diagnostico diferencial entre micrometastases e células

tumorais isoladas.

. CELULAS TUMORAIS A
CRITERIO ISOLADAS MICROMETASTASES
Tamanho Células isoladas ou Menor ou igual a 2 mm

pequenos agrupamentos

(maior diametro)

Contato com a parede de

SR Nao Sim
vasos ou seios linfaticos
Extravasamento (Invasao
e penetracao de vasos ou Nao Sim
seios linfaticos)
Reacé&o estromal
(Extravascular ou Nao Sim
extrassinusoidal)
Proliferacao Nao Sim
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Anexo 10  Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos.
w RAINIETERSD M SALEDE » Coneelto Meclznal da Sadde - Conl=Séa pasnal te Rioa om Prsoy se - SOHER
FOLHA OE RAETO PARS PESQUISA ENVOLYENDO SERES HUKAKOS

1. FaAln da Pesgqulsa: = Vb
KICROMETAITASE LMFINODAL ERN CANCER D CAN L LHERIRG EM 23150105 1M CI8E

A, Arez da Coohecimerta:

| aernAm Frades Coh el

5 CFF 5, EnirRgn jHue, no:

MR RO #05C FICER™ JERDH W MAMDIRAIG, AF Fod ) s [0 30 PRETO S0 Pl 15081300
7. Masioialiceda: Y. Tslafane: G Calra Temtebore: “0. Enel:

HR&S _FIRL, 71 A2ET-THE knrdmcaburiiEinei

1. Zargo:

Tremn dr Gampmmisga: Declang que Sl s & e el oF requiibios 43 Hesa ughs HE TS R su0s pomp enentares, Comprorsi-me o
LIzAr g5 mabedals = dacas salaladas esclasiaienk s o8 99 Eraisos 10 pretnsnon 2 apnbllzaras resabades sobm clee fomocdmie oo néc.
Amaia as respansubil dudes peby sardagae ez oo prajeie adna. Tarka arnc s qr cswa chhs ses aresceds oo preijels desidaranle assicatla
ooriodos as reeponsavei @ el parls nlegrenls o docuneniagAe da mesmen,

pas O3, DY 42 demerdia $ Collonn lo

1 - ~ B
1% Mame 13, ChP. 1. UpleedmiGrgRo:
Cenhodz Rafaranea da 2alde da Mulher A, S, BT 1 2R
15, Talafors: 18, Cralm Tabkaloa:

411} 5258- 3087

Terirm de Campraniezs (da raaporesval pela rebhugkn - [heczm ms eerhopa ooomeresi es reco gilee da RRzskicio CHS * HHE & 3188
Comukimen.aree m e eens bl b coadigles paa coweenhimenlo dasie projebs, autais s e,

Fapr. ot e AAoaaiaoes e it asa

Aespoasivel: oF- OHs IS EFE - A8
Carge T uraSEn {D; TLTST ?ﬂ‘:.':":t"’* oo e It B e P S T o jf}q_:rrj{
frrcE? fir. Luiz Reklgue GEHIM
TicFEn G Tl LE L
e D3, 04, 22 Tt [ (o

TREE “azfiralues -

i 4,;-..-'..-?5. 110 )

14, Tebelone: 1%, 2 Talahoos:
111) 3EL3-3057

# Uiarnira de Relerérois co Sacde o3 Moldwar

e dn Camprorissa: Ceder oogue GonFegn e CLmnnl 03 ragqLrEieg of R olligi TS FAG 2 55ns o7 pemerbares, Coconprar gaqne =
utdizar as malcriax m davms minlacas s g Ners pans oA IhE arndshes -0 probecoe @ 3 publiza os esutades sejom eles Traodasa o aze
Bwila a8 nexpongabileedan pale 0N Aeas Clentica 0 g rolra.
Bros e Lead  SEaasQuc (Fronded
. L AZERSE - IE

Mema: L
A, Tes  DEfad mommer o Serede _
CangiFurEn. PR T -o PN W P P R %
TN LA B T T L ¥
Yo G
Diale: O"? ! E? 1 il \'"ffr:;“- \w.imﬁw '39#
"Azsiraiurg gt 0 - umﬁaﬂs

Aher
i

t




108
Anexos

Anexo 11 Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa do CRSM.

Plataforma Brasil - Ministério da Salde
Centro de Referéncia da Sadde da Mulher - CRSM

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: MICROMETASTASE LINFONODAL EM CANCER DO COLO UTERING EM ESTADIOS
INIGIAIS

Pesquisador: Leandro Freitas Coliurato Versdo: 1
Instituigio: Centro de Referéncia da Salde da Mulher CAAE:02128012.1.0000.0068

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Humero do Parecer: 16327
Data da Relatoria: 250042012

Apresentagdo do Projeto:
Trata-se de estudo retrospectivo, de enfermas atendidas no Hospital Pérola Byington com diagnostico de cincer
do colo utering em estadios iniciais, IB1 ; 4. Serdo incluidas mulheres com diagnostico de cancer do colo
uterino, de 2000 a 2000, tipe histologico epidermaoide e adenocarcinoma,estadio clinico [B1, IB2 e 114,
submetidas ao tratamento cinirgico radical com histerectomia total, parametrectomia, exerése de tergo superior
de
vagina e linfadenectomia pélvica. S3o critérios de exclusio pacientes submetidas &
radicterapia como tratamento primario cu adjuvante, auséncia de segmento clinico por periodo minimo de 36
meses e neoplasias muliplas. Os dades clinicos e laboratoriais serdo obtidos pelo prontuario das enfermas.
Apds a selegio de ISminas pelo lawdo
histopatoldgico das pegas, serdo solicitados as Idminas e blocos de parafina dos linfonodos pélvicos. As liminas
serdo processadas e serdo solicitadas novas |aminas para o estudo imunohistoquimico com objetivo da
Critério de Inclusio:
Mulheres com diagndstico de cancer do colo uterino, de 2000 a 2008, tipo histologico epidermdide &
adenocarcinoma, estadio clinico IB1, 1B2 e A, submetidas ao trataments cirirgico radical com histerectomia
total, parametrectomia, exerése de tergo superior de vagina e linfadenectomia pélvica.
Critério de Exclusda:
Pacientes submetidas a radicterapia como tratamento primario cu adjuvante, auséncia de segmento clinico por
pericdo minimo de 36 meses e neoplasias multiplas.

Objetive da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Awaliar a incidéncia de micrometastase linfonodal pélvica no cancer do colo utering em estadios iniciais, [B1 - L4,
e sua eventual comelagio com recidiva tumoral e sobrevida.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
M3o ha.
Beneficios:
Aprimorar conhecimento sobre micrometastase em cincer de colo utering e sua repercurss3o na recidiva &
sobrevida.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Analisando o estudo apresentado, enconira-se de acdrdo com a resolugao 106/06.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoriac
Estdo de acirde com as recomendagies.

Recomendagies:
M&o ha recomendagies.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Aprovado

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
M&o
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Anexo 12 Protocolo da técnica de IHQ para o anticorpo anti-pan —
citoqueratina AE1/AE3 e marcador endotelial linfatico D2-40.

Os blocos selecionados de linfonodos sdo condicionados no freezer, a
temperatura de 18°C, por uma hora. Depois, cada bloco é seriadamente
seccionado a espessura de trés micrometros, usando o micrétomo LUPE MRP-
03. Apds banho-maria, cada corte é confeccionado em Iamina polarizada.

A desparafinizagao foi realizada com banho em estufa a 60°C por trés
horas.

As laminas sdo banhadas em solucao de xilol aquecido a 95°C, durante
trés periodos de cinco minutos, depois em metanol absoluto, durante quatro
periodos (10 imersdes rapidas e consecutivas em cada periodo) e, por fim,
lavagem em agua corrente e trés banhos de cinco minutos em agua destilada.

Sao introduzidas em panela de pressdo com solugdo de citrato,
permanecendo por quatro minutos apdés o inicio do processo de pressido. Apos,
deixa-se em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos.

A seguir, lavam-se as laminas em agua corrente, realizando trés
banhos de cinco minutos em agua destilada.

Sao colocadas em cuba de ranhaduras verticais (borel), preenchidas
por peréxido de hidrogénio a 10 volumes, deixadas em camara umida e escura
por periodo de cinco minutos, seguido de 10 lavagens consecutivas com agua
corrente, trés banhos de cinco minutos com agua destilada e trés banhos de
cinco minutos em solugdo Tampao PBS (Phosfate Buffer Sulfate — PBS 1X).

Retira-se o excesso da solugdo Tampao PBS e pinga-se o bloqueador

de fundo, deixando as laminas em camara umida e escura por 30 minutos.
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Em seguida, sdo incubadas durante 16 horas em cadmara umida e
escura, a 6°C, com o anticorpo primario AE1/AE3 (Marca Dako — Clone
AE1/AE3), diluido na proporgédo de 1:2000. Entdo, a camara umida e escura é
aberta, permanecendo a temperatura ambiente por 20 minutos.

As laminas sao recolocadas no borel e lavadas trés vezes em solugao
de Tampdo PBS, cinco minutos cada. O polimero € colocado nas laminas,
permanecendo por 30 minutos na camara umida e escura. Novamente, trés
lavagens em soluc&o de tampao PBS s&o realizadas, cinco minutos cada.

A imunomarcacéo foi realizada por incubagao das laminas em solugao
de diaminobenzidina, contendo 50 microlitros de cromogeno por 1.000
microlitros de substrato tampao, por cinco minutos.

Apos a revelagdo do cromodgeno, as laminas sdo lavadas em agua
corrente e contracoradas com hematoxilina por um minuto. Sdo novamente
lavadas em agua corrente, alcool absoluto, alcool/xilol e xilol.

Por fim, sdo cobertas com laminulas e montadas pelo meio Entellan” e
identificadas. Todos os cortes foram corados usando o mesmo lote de
anticorpo, sob as mesmas condi¢des.

Nos casos de recidiva tumoral e/ou MI linfonodal, a IHQ foi realizada
também nos blocos do tumor original no colo do utero, usando como anticorpo
primario o marcador endotelial linfatico D2-40 (Marca Dako — Clone D2-40), na
proporgcao de 1:200. O mesmo procedimento foi realizado em todos os casos
de tumor de colo do utero sem Ml linfonodal, mas que apresentaram recidiva

da doencga durante o seguimento clinico.
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epiteliais e metastases nos linfonodos da pelve.
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Quadro 8: Critérios utilizados para diferenciagao entre inclusdes

CRITERIO INCLUSAO EPITELIAL METASTASE
BENIGNA
Aparéncia microscopica Microcistica Glandulopapilifera

Estratificado ou

Epitélio Cuboidal ou colunar pseudopapilifero
Células ciliadas Sim Néo
Atividade mitotica Nao Sim
Membrana basal Distinta Difusa
Células atipicas Nao Sim
Corpos psamomatosos Comum Incomum
Reacao estromal Nao Sim
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Anexo 14 Quadro 9: Variaveis utilizadas para avaliar a associagdo com a

micrometastase linfonodal e com a recorréncia da doenca.

TIPO DE VARIAVEIS DESCRICAO
Sociodemograficas Idade;
Tabagismo;
Reprodutivas Gestagoes;
Paridade;

Histopatoldgicas

Diametro do tumor (menor que 2 cm, maior que 2 cm
e menor que 4 cm, maior que 4 cm);

Terco de comprometimento estromal (menor que 1/3,
entre 1/3 e 2/3, e maior que 2/3);

Tipo histolégico
(adenocarcinoma, epidermoide e adenoescamoso);

Grau histolégico (1, 2, 3);
Presenca ou auséncia de NIC llI;

Presenca ou auséncia de invasédo angiolinfatica pela
técnica de HE;

Presenca ou auséncia de invasédo angiolinfatica pela
técnica de imuno-hitoquimica D2-40;

Estadiamento clinico e patoldgico.




