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RESUMO



Os carcinomas representam 80 a 95 % das lesdes malignas do ovério. As lesdes epiteliais,
com especial énfase aos grupos dos tumores borderline e malignos, apresentam-se
subclassificadas em entidades numerosas e de dificil reprodutibilidade com questiondvel
relevancia prognodstica e terapéutica denotadas pela persisténcia dos estddios avancados no
momento do diagndstico e pela falta de alteragdo significativa da sobrevida nas duas
ultimas décadas. A necessidade de marcadores que auxiliem na identificacdo de lesdes
precursoras, prevejam o comportamento bioldgico e de resposta ao tratamento dessas
neoplasias sdo importantes ndo sé para caracterizagao diagndstica, como também, para a

otimizacdo da sobrevida .

O gene P53 codifica uma fosfoproteina de 53 quilodaltons que tem como funcdes a
regulacdo do ciclo celular, a apoptose, o reparo de DNA e a senescéncia celular. A mutagdo
do P53 € observada em mais de 50% dos carcinomas ovarianos e tem sido relacionada a um
pior prognodstico e a quimiorresisténcia. J4 o gene PTEN determina a produgdo de uma
fosfatase que influencia os sinais de sobrevivéncia celular, de apoptose e das interacdes
célula-matriz extra-celular e tem sido estudada em neoplasias epiteliais ovarianas como
indicadora de possiveis vias de carcinogénese, de alvo de novas terapéuticas € como

marcador diagnéstico/progndstico.

Nosso estudo visou estudar esses marcadores (pS3 e PTEN) como instrumentos auxiliares

na caracterizacdo dos carcinomas primarios do ovério.

Setenta casos de carcinomas primdrios do ovario, subdivididos em 27 endometridides, 26
serosos e 17 mucosos, foram avaliados através de reacdes imunoistoquimicas para o p53,
PTEN e Ki67 ( marcador de proliferacio celular) e comparados com parametros
morfoldgicos (tipo e grau histolégicos) e clinicos (idade, estadio da doenca e diametro

tumoral).

A maior expressdo do p53 foi observada em lesdes menos diferenciadas (graus 2 e 3
histolégicos), em particular no grupo dos carcinomas serosos. Os carcinomas Serosos
apresentaram um predominio significativo de casos em estddios avancados (III e IV). A
expressdo citoplasmatica da proteina PTEN foi significantemente menor (negativa) nos

carcinomas endometridides G1 que, em 60% dos casos, se mostraram associados a areas de
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endometriose. A positividade para o Ki67 foi maior nos carcinomas serosos € menor has
lesdes de grau 1. Os maiores didmetros tumorais foram observados no grupo dos
carcinomas mucosos, todos de grau 1 histolégico, associados em 77% dos casos a areas de
padrdo benigno e borderline. Estes resultados permitem concluir que a maior freqiiéncia de
expressdo da p53 estd associada a perda da capacidade de diferenciacdo, em particular nas
neoplasias de padriao morfologico seroso. A inativacdo do PTEN parece representar um
fendmeno precoce no processo de carcinogénese no grupo dos carcinomas endometridides
bem diferenciados, como observado nos carcinomas de endométrio do tipo I, em associa¢io
com focos de endometriose. Os carcinomas mucosos apresentam um gradiente morfolégico
“adenoma-tumor borderline-carcinoma”, falando a favor uma possivel origiem a partir de
lesdes mucosas pré-existentes. Esses achados sugerem a possibilidade de que diferentes
vias de carcinogenése estejam envolvidas no processo de transformacdo maligna dos

tumores epiteliais ovarianos.
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I ABSTRACT



Cell cycle regulators have been studied in epithelial ovarian neoplasms as possible
indicators of pathogenetic pathways, and as way to study new therapeutic approaches and
prognostic markers. PTEN and p53 are proteins that have many different cellular regulatory
functions. We studied their immunohistochemical expression in seventy cases of primary
ovarian carcinomas (26 serous, 27 endometrioid and 17 mucinous) and compared the
results with morphological parameters (histological grade and type) and clinical data

(age, stage, tumor size).

Statistical analyses showed a significantly higher expression of p53 in histologically
high-grade tumors (grades 2 and 3), mainly of the serous subtype. The loss of expression
of PTEN was significantly more frequent in grade 1 endometrioid adenocarcinomas which
were associated with areas of endometriosis in 60% of cases. The mucinous tumors had
significantly greater diameters and were associated with 77% of samples with areas of a
histological pattern of ‘“adenoma-borderline-carcinoma”. P53, PTEN and Ki67 did not

show association with each other, nor with diameter or stage of the tumor.

Conclusions: The higher expression of protein p53 is associated with differentiation
capacity loss, especially in serous tumors. However, PTEN inactivation is an early event in
carcinogenesis of the endometrioid subtype, as observed in type I endometrial carcinoma.
Mucinous carcinoma were related to the “adenoma-borderline-carcinoma” histological
spectrum, favoring the idea of pre-existent lesions. Our results are in keeping with different
pathogenetic pathways in different types of ovarian carcinoma, prompting the search for

new strategies of prevention and treatment.

Abstract
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Os carcinomas primdrios do ovério representam hoje a quinta categoria de
neoplasia maligna mais freqiliente entre as mulheres e a quarta em taxa de mortalidade
(CLAUS et al., 1995; ISMAIL et al., 2000; AUERSPERG et al., 2002; NNENE et al.,
2004). Entretanto, apesar das altas taxas de prevaléncia e incidéncia na populacdo mundial,
a sobrevida pouco se tem alterado nas duas ultimas décadas. Estudos demonstram que a
sobrevida global em 5 anos é de aproximadamente 30-40% (WERNESS et al., 2001;
NNENE et al., 2004). Esse progndstico reservado se deve em grande parte ao fato de 75%
dos casos se apresentarem no momento do diagndstico j4 com doenca extra-ovariana,
refletindo a auséncia de sintomas nos estddios mais precoces. Estddios avancados (estddios
III e IV) apresentam sobrevida em 5 anos de 37 e 25%; em contrapartida, estaddios iniciais
da doenca (estadios I e II) elevam esses indices para 93 e 70%, respectivamente

(HOLSCHNEIDER e BEREK, 2000).

As neoplasias epiteliais malignas do ovédrio comprometem mulheres peri e
pés-menopausadas predominantemente, com 80 a 90% dos casos ocorrendo apds os 40
anos de idade, com pico de incidéncia aos 60 anos. Menos de 1% dos carcinomas ocorrem
antes dos 20 anos de idade, sendo que dois tercos das neoplasias malignas nesse grupo
etirio sdo representadas por tumores de células germinativas (HOLSCHNEIDER e

BEREK, 2000).

Aproximadamente 80 a 95% de todos os tumores ovarianos malignos sao
epiteliais (CHUAQUI et al., 1998; HOLSCHNEIDER e BEREK, 2000; ISMAIL et al.,
2000; PARROT et al., 2001; OKADA et al.,2002).

Segundo a vertente que predomina na literatura, essas neoplasias seriam
derivadas do mesotélio modificado que reveste a superficie ovariana e do estroma
subjacente, por isso denominadas de tumores epiteliais-estromais de superficie
(CHUAQUI et al., 1998; DUBEAU, 1999; ISMAIL et al., 2000; FEELEY e WELLS, 2001;
PARROT et al., 2001; RODRIGUEZ e DUBEAU, 2001; WELSH et al., 2001).

Esse mesotélio tem como origem o epitélio celdmico do mesoderma primitivo,
epitélio do qual também se derivam os ductos Miillerianos que ddo origem as tubas

uterinas, Utero e parte proximal da vagina. Essa origem comum do epitélio de superficie
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ovariano e dos ductos Miillerianos explicaria a similaridade morfoldgica dos tumores

nesses diferentes sitios (CHUAQUI et al., 1998).

Morfologicamente esse mesotélio € constituido por células sem caracteristicas
fenotipicas marcantes, geradas a partir de células pluripotenciais (stem cells) que, portanto,
apresentam capacidade de diferenciacdo através de mudltiplas vias. Essas células contém
filamentos de citoqueratina e vimentina sendo que, em culturas, podem produzir tanto
componentes das matrizes extra-celular epitelial (laminina e coldgeno IV) como da
mesenquimatosa (coldgenos tipo I e III). Esse tecido produz uma variedade de enzimas que
degradam a matriz extra-celular e conferem um “fendtipo invasivo” em cultura de células.
Portanto, as caracteristicas de invasividade e protedlise sdo repertérios de uma célula
normal de superficie ovariana, ndo sendo propriamente uma fun¢do adquirida tUnica e
exclusivamente através das etapas que envolvem a progressdao tumoral. Além disso, sua
capacidade de secretar e remodelar a matriz extra-celular pode contribuir para a formagao
de estruturas papiliferas, que sdo caracteristicas das neoplasias ovarianas (FEELEY e

WELLS, 2001).

As células mesoteliais secretam uma ampla variedade de fatores de crescimento
e citoquinas os quais afetam a esteroidogénese e influenciam as atividades proteolitica e

sintética associadas a ovulacao, atresia e lutedlise (FEELEY e WELLS, 2001).

FATHALLA (1971) acreditava que durante as fases ovulatéria (quando ha
exposicdo do epitélio de superficie ao fluido folicular rico em estrégenos) e de pos-
ovulacdo (sob estimulos de reparo) ocorresse o aumento da atividade mitética local levando
a invaginacdes do mesotélio para dentro da cortical ovariana com a formagao de criptas e

cistos de inclusao (Figura 1).
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Figura 1- A - Invaginacdo do mesotélio de superficie para o interior da cortical ovariana

(HE - 40X). B - Formacao de cistos de inclusio epitelial (HE — 250X).

Estudos recentes observaram que as pacientes com carcinoma de ovdrio
apresentam um ndmero de cistos de inclusdo e de invaginacdes corticais aumentados no
ovdério contralateral se comparados com grupos controles, bem como, a presenca ocasional
de epitélio displasico e de imunorreatividade a uma variedade de marcadores tumorais

(AOKIT et al.,2000).

Estudos recentes observaram que as pacientes com carcinoma de ovério
apresentam um ndmero de cistos de inclusdo e de invaginacdes corticais aumentados no
ovdrio contralateral se comparados com grupos controles, bem como, a presenca ocasional
de epitélio displdsico e de imunorreatividade a uma variedade de marcadores tumorais

(AOKI et al.,2000).

As células que revestem esses cistos freqiientemente passam a expressar a
E-caderina, que é tanto um marcador quanto um indutor de diferenciacdo epitelial,
reproduzindo predominantemente os padrdes morfolégicos tubdrio, endometrial e

endocervical (AUERSPERG et al., 2002).
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Com base no padrio histolégico do epitélio de revestimento tumoral sdo as
neoplasias classificadas como: 1) serosas (de padrdao histologico tubdrio - que
correspondem a 46% das neoplasias epiteliais ovarianas e 75 a 80% dos carcinomas);
2) mucinosas ( de padrdo histolégico mucossecretor endocervical ou intestinal - que
representam 36,5% de todos os tumores epiteliais e 10% das neoplasias malignas);
3) endometridides (que sdo responsdveis por 10% dos carcinomas). Menos comuns, 0s tipos
histologicos de células claras, de células transicionais (Brenner/Urotelial), de pequenas
células, os indiferenciados e os de células escamosas contribuem conjuntamente com

menos de 5% desses tumores (CHUAQUI et al.,1998).

Além do tipo celular que reveste essas lesdes, outros critérios sao utilizados
para sua classificagcdo histolégica: a propor¢do dos componentes estromais e epiteliais do
tumor, a localiza¢do dos elementos epiteliais — na superficie (exofitico), cistico (endofitico)
e os padrdes arquitetural e citolégico, os quais determinam se o tumor € benigno,
borderline (de baixo potencial de malignidade ou atipicamente proliferante) ou maligno

(RUSSELL,1994).

Indmeros sdo os aspectos controversos que envolvem essa classificacio uma
vez que ndo € simples a diferenciacdo dos tumores borderline com microinvasdo, com
carcinoma microinvasivo, com carcinoma intraepitelial ou com implantes invasivos dos
carcinomas bem diferenciados, ndo s6 pela dificuldade de reprodutibilidade desses
diagndsticos, mas também pela falta de critérios consensuais na literatura e de dados que
prevejam efetivamente o comportamento bioldgico dessas variantes (SHIMIZU et al., 1998;
SILVERBERG, 2000; GILKS, 2004; RONNETT et al.,2004; SEIDMAN et al., 2004;
SHERMAN et al. 2004).

Portanto, além da morfologia, sdo necessdrios fatores adjuvantes que nos
auxiliem a compreender as vias de oncogénese local permitindo se detectar, no curso do
processo de malignizagdo, lesdes precursoras com seus respectivos marcadores tumorais. O
reconhecimento de dados preditivos do comportamento bioldgico e do progndstico dessas
lesdes forneceriam condi¢Oes de individualizar efetivamente essas entidades, viabilizando

estratégias terapéuticas adequadas que otimizem a sobrevida.
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Nos tltimos anos esfor¢os t€m sido realizados, possibilitados pelas técnicas de
biologia molecular, no sentido de se mapear aspectos discriminatérios das neoplasias

epiteliais ovarianas familiais das esporadicas.

A maioria dos carcinomas ovarianos € do tipo esporddico (HOLSCHNEIDER e

BEREK, 2000).

Cinco a dez por cento dos carcinomas ovarianos sdo familiais e estdo
associados a mutacOes dos genes BRCA1 e BRCA2 - breast cancer associated gene
(CAOQ et al., 2003). Dois tercos desses carcinomas ovarianos estdo vinculados a mutacdes
do gene BRCAI, localizado no cromossomo 17q e um ter¢o relacionado a mutagdes do
BRCA2, identificado no cromossomo 13q (HOLSCHNEIDER e BEREK, 2000),
morfologicamente caracterizados por serem predominantemente de padrdo histologico

seroso de alto grau (SHAW et al., 2002).

Estudos sobre a manutencdo da estabilidade gendmica, vital nos processos de
prevencdo do cancer, dependentes da capacidade da célula de reconhecer um DNA
danificado, viabilizando o seu reparo ou induzindo sua saida do ciclo celular através da
apoptose, da diferenciagdo ou da senescéncia celular também representam linhas de

pesquisa em desenvolvimento (OFFER et al., 2002).

O gene P53, assim denominado devido a massa molecular de seu produto
protéico - uma fosfoproteina nuclear com 393 aminoacidos de 53 quilodaltons, foi o
primeiro gene de supressdo tumoral identificado e originalmente descrito em 1979. Durante
quase uma década o P53 foi tratado como um oncogene, um promotor do ciclo celular

(VOGELSTEIN et al.,2000; OFFER et al., 2002; HOFSETH et al., 2004).

Localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13), representa um dos mais
importantes genes em oncologia humana devendo-se sua importincia ao seu envolvimento
nas fungdes como as de controle do ciclo celular, reparo do DNA, apoptose, senescéncia
celular e de manutencdo da estabilidade gendmica, atuando como fator promotor de

transcri¢do de numerosos genes (HUTSON et al., 1995; HOFSETH et al., 2004).
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O P53 nao é necessario para o desenvolvimento normal de um organismo.
Camundongos transgénicos nos quais as duas copias do gene foram eliminadas parecem
normais em todos 0s aspectos exceto em um: eles geralmente desenvolvem céancer aos trés

meses de idade (HOPKIN, 2002).

Numerosas sido as redes através das quais o P53 € ativado, entretanto, pelo
menos 3 vias independentes foram descritas: 1) acionada mediante danos no DNA como
aqueles causados por radiacdo ionizante, sendo essa via dependente de 2 proteinas quinases
(a ATM - ataxia telangectasia mutated e a Chk2); 2) acionada por sinais de crescimento
aberrantes como a expressao dos oncogenes Ras e Myc. Nesses casos sendo a ativacio
dependente da proteina p14ARF; 3) induzida por uma ampla variedade de quimioterdpicos,
luz ultravioleta e inibidores de proteinas-quinases e podem envolver proteinas como a ATR

(ataxia telangectasia related) e a caseina-quinase II (VOGELSTEIN et al., 2000).

Pequenas quantidades da proteina p53 selvagem s@o observadas na maioria das
células do corpo humano sob condicdes fisioldgicas (KUPRYJANCZYK et al.,1993;
HOPKIN, 2002; LANE , 2004).

A quantidade de proteina p53 nas células € determinada em maior razao por sua
taxa de degradacdo do que em virtude de sua producdo. Todas as trés vias acima descritas

inibem a degradacdo da pS3 (VOGELSTEIN et al., 2000).

A degradacao se processa através de um processo chamado protedlise mediada
por ubiquitina. Através de vdrias etapas, vdrias cOpias de um pequeno peptideo (ubiquitina)
sao ligadas a proteina p53 a ser degradada. Essa corrente de ubiquitinas atua como um
“identificador” permitindo que a p53 seja detectada e degradada por proteossomas
(abundante protease ATP -dependente que constitui aproximadamente 1% de toda a
proteina celular). A proteina Mdm?2 € uma das enzimas envolvidas na marcac¢do da p53 com

ubiquitinas (VOGELSTEIN et al.,2000; MORGAN, 2002).

Uma vez inibida sua degradacdo, o aumento da concentracdo da p53
covalentemente modificada permite que seja exercida sua maior funcdo: se ligar a
seqliéncias  particulares de DNA e ativar o processo de transcricdo

(VOGELSTEIN et al.,2000).
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A indugdo pela p53 do processo de transcri¢do do gene P21 gera a CKI ou p21,
que tem a capacidade de ligar-se ao complexo ciclina-ciclina dependente de quinase
(Ciclina E/ CDK2 e Ciclina D/ CDK4/) interrompendo a transicdo de G1 para a fase S do
ciclo celular, viabilizando que mecanismos de reparo do DNA entrem em acio ou que se

estabeleca uma parada irreversivel em G1(HUTSON et al., 1995; HOFSETH; 2004).

A p53 ativa numerosos genes capazes também de causar a apoptose, como 0s
pro-apoptéticos BAX (membros da familia Bcel-2), os membros da familia de receptores
“Killer/DR5”, o PTEN, NOXA, entre outros (VOGELSTEIN et al.,2000;
STAMBOLIC et al.,2001).

A proteina p53 selvagem é uma molécula instdvel, de rapida degradacdo.
Entretanto, formas mutadas dificultam o processo de protedlise, acumulando-se nos nucleos

de células em transformagdo ou malignas (WILLIAMS, 2000).

Essa proteina pode ser identificada através de marcacdo imunoistoquimica por
varios tipos de anticorpos. Os anticorpos monoclonais Pab 240 e 1801 reconhecem formas
estruturalmente alteradas da p53, enquanto o Pab 1620 interage com a proteina em sua
forma nativa ou mutante com sitio-ativo (KUPRYJANCZYK et al., 1995; CHENE, 1998).

Ja o clone DO-7 reage tanto com as formas mutadas quanto com a selvagem .

As mutagdes que ocorrem com o P53 sdao predominantemente do tipo missense
e localizam-se preferencialmente em dreas que codificam o sitio de ligacdo da proteina ao
DNA. Outros fendmenos como: perda de alelos, formagdes de complexos da proteina p53
com outras proteinas celulares ou virais, ou outros mecanismos pods-translacionais sao
descritos em mais de 50% das neoplasias ovarianas malignas, com enfase no grupo dos

tumores serosos (HUTSON et al., 1995).

Dados de literatura indicam que 15% dos carcinomas em estddios iniciais e
50% dos carcinomas avancados do ovdrio apresentam o acimulo da proteina p53,
sugerindo que as alteracdes gé€nicas representem um evento tardio no processo de

carcinogénese (BERCCHUCK et al,1994).
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Entretanto, observa-se positividade para a proteina p53 em ambos os
componentes dos carcinossarcomas ovarianos sugerindo que a mutagdo anteceda a
diferenciacdo dos elementos em epitelial e mesenquimatoso podendo, portanto, ocorrer em

fases mais iniciais da oncogénese (KUPRYJANCZYK et al.,1995).

A positividade da p53 sugere fortemente a malignizacdo do epitélio ovariano
(KLEMI et al.,1994; HUTSON et al., 1995 ) e tem sido relacionada a dados morfolégicos,
prognosticos € de quimio-resisténcia (BOSARI et al., 1993; HENRIKSEN et al., 1994;
KIYOKAWA,1994; BLANDINO et al., 1999; SATO et al., 2000; OTIS et al.,2000;
SAGARRA et al., 2002; LASSUS et al., 2003).

A inter-relagao do P53 com outro gene de supressao tumoral também estudado
na oncogénese ovariana, o PTEN, € descrita (STAMBOLIC et al., 2001; MAYO e
DONNER, 2002; FREEMAN et al., 2003).

Em 1997, foi pela primeira vez isolado e seqiienciado um novo candidato a
gene de supressao tumoral. Denominado PTEN, MMACI1 ou TEPI1, este gene € constituido
por 100 quilobases no cromossomo humano 10g23 e apresenta seqiiéncias homologas com
as das familias das proteinas tirosina-fosfatase (PTPase), tensina e auxilina
(TAMURA et al., 1998; PERREN et al., 1999; SAITO et al., 2000; STAMBOLIC et al.,
2001; FERNANDEZ e ENG, 2002; WAITE e ENG, 2002; HAN et al., 2003).

Foi descoberto a partir do mapeamento genético de areas de susceptibilidade
para a Sindrome de Cowden (desordem autossOmica dominante que se caracteriza por
multiplos tumores-hamartomas com predisposicdo para as neoplasias mamadrias,
tireoidianas, do endométrio e lesdes hamartomatosas benignas em pele e cérebro, bem
como, observadas mutagdes também nas sindromes de Bannayan-Ruvalcaba-Riley e da
polipose juvenil (MYERS et al., 1997; MAEHAMA e DIXON, 1999; SALVESEN et al.,
2001; FERNANDEZ e ENG, 2002; WAITE e ENG, 2002).

A delecdo em homozigose do PTEN nos trés folhetos embriondrios leva a morte
precoce do embrido (XU et al., 2002). Sua expressdao no camundongo € disseminada antes

da organogénese, sendo observada em altos niveis na pele, mama, tiredide e cérebro,
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principais sitios predisponentes ao desenvolvimento de neoplasias em adultos frente a uma

funcdo defectiva do PTEN (AUERSPERG et al., 2002; SHENG et al., 2002).

O PTEN codifica uma proteina de 403 aminodcidos, uma fosfatase com dupla
especificidade, capaz de modular a proliferacdo celular, parada do ciclo celular, apoptose,

migracdo e adesdo (GEORGESCU et al., 1999).

Um de seus substratos, de natureza protéica, é a FAK - quinase de adesdo focal

(TAMURA et al.,1998).

E reconhecido que quando fibroblastos e células epiteliais normais sdo postas
em meios de cultura em suspensio, soltas, sem superficie sélida de adesdo, essas células
sofrem mudancas conformacionais, ficando arredondadas e quase nunca entram em divisio

(Figura 2). Esse fendmeno é conhecido como dependéncia de ancoragem da divisdo celular

(MORGAN, 2002).

cell perched on small cell spread on large
cell suspended in agar adhesive patch adhesive patch

%o 30% 90%
I
'—— probability of entering S phase —J

(A)

(B} (C) 1 1

50 um

Figura 2- Fendmeno de dependéncia de ancoragem da divisao celular (MORGAN, D. The
cell cycle and programmed cell death. In: ALBERTS, B. Molecular Biology of
the Cell, New York: Garland Science, 2002. p. 1022).
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Entretanto, quando essas células podem aderir a um substrato soélido,
rapidamente sdo formadas adesdes focais com moléculas da matriz extracelular (laminina e
fibronectina) que, interagindo com receptores de superficie (integrinas) ligados a actina do
citoesqueleto, ativam quinases incluindo a quinase de adesao focal (FAK), a qual promove
sinais intracelulares e sobrevivéncia, crescimento e divisdo celular - Figura 3

(MORGAN, 2002).

Figura 3- Micrografia fluorescente de cultura de fibroblastos. Em verde cora-se a actina e
em vermelho a proteina fosfotirosina. Em édreas de sobreposicdo de coloracoes,
observa-se o resultado alaranjado. Nas terminagdes dos filamentos de actina,
onde se estabelecem contatos focais com o substrato (superficie), concentra-se
também a fosfoproteina o que expressa as interagdes da matriz extracelular
com membrana plasmatica, com fatores promotores da ativacdo do ciclo celular
e com o citoesqueleto. (MORGAN, D. The cell cycle and programmed cell
death. In: ALBERTS, B. Molecular Biology of the Cell, New York: Garland
Science, 2002. p. 1023).
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Outro aspecto funcional da FAK € sua relacdo com a migracdo celular. A
migracdo ocorre com a célula estendendo sua porcdo “proximal”’, a qual se adere
firmemente ao substrato por jung¢des de adesdo focal, e retraindo a sua por¢do “distal”,
rompendo as jungdes de adesdo focal previamente estabelecidas (COLLARES-BUZATO,
2001). Essa relagdo é especialmente interessante quando se pensa em invasdao e

disseminagdo tumorais.

A ligacdo da proteina PTEN a FAK regula negativamente a ativacdo dessa
quinase, inibindo a proliferacdo e migracdo celulares através da interacdo célula-matriz

extracelular (TAMURA et al.,1998; TAMURA et al., 1999).

Além disso, sob condi¢des de ancoragem-independente, o PTEN induz a

anoikis, um tipo especial de apoptose (MILLS et al.,2001).

O PTEN apresenta um segundo substrato de natureza lipidica representado pelo
fosfatidilinositol trifosfato ou PIP3 (LEE et al., 1999; SATO et al., 2000; XU et al., 2002;
PARSONS, 2004).

Frente a fatores de crescimento, o fosfatidilinositol (PI) presente na face
citosOlica da membrana plasmdtica é fosforilada pela fosfatidilinositol 3-Kinase/AKT
(PI3K-AKT), produzindo o fosfatidilinositol 3,4,5- trifosfato (PIP3) que atua como um
segundo mensageiro intracelular que estimula o crescimento e a divisao através da ativacao
de uma proteina quinase tireonina/serina, a AKT/PKB (MYERS et al., 1998; MAEHAMA
e DIXON, 1999; MARTINI et al., 2002; WAITE e ENG, 2002; HAN et al., 2003).

O PTEN desfosforila o PIP3, inativando-o , bloqueando a ativacdo da AKT
(MAEHAMA e DIXON, 1999; MILLS et al., 2001, SULIS e PARSONS, 2003) .
Interessante notar que a PI3K apresenta sua atividade estimulada em 40% dos carcinomas
ovarianos, devido a amplificacdo de uma de suas subunidades, a PIK3CA
(SHAYESTEH et al., 1999; ZHANG et al., 2003; CAMPBELL et al., 2004;
PARSONS, 2004).

O PTEN também favorece a fun¢do do p53, uma vez que inibe a AKT, a qual

fosforila a Mdm2, que degrada o p53, como demonstrado na Figura 4.
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Figura 4- Desenho esquematico da rede de interligacdo do PTEN, P53 e a via PI3K/AKT —
MAYO, L.D.; DONNER, D.B. The PTEN, Mdm2, P53 Tumor Suppressor-

oncoprotein network. Trends in Biochemical Sciences; 27(9) :465, 2002.

A capacidade da molécula PTEN de bloquear a progressdo de G1 tem sido
sugerida através da via do P53 e da regulacdo positiva do P27 (MILLS et al., 2001;
AN et al., 2002). A apoptose é mediada por diversas moléculas como a AKT, BAD,
p70S6k e GSKa/B (MILLS et al., 2001).

Estudos imunoistoquimicos mostram que a distribui¢do celular do PTEN varia
conforme o tecido. Na maioria das células epiteliais como pele, c6lon, mama e prdstata sua

marcacio ocorre predominantemente no citoplasma, ja em neurdnios, fibroblastos, tecidos
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tireoidiano e da medula adrenal sua expressdo € mais observada no nicleo (SULIS e

PARSONS, 2003).

Estudos sobre o PTEN tém demonstrado mutagdes e/ou delecdes em varios
tipos de neoplasias humanas: glioblastomas, carcinomas da mama, do endométrio, da
préstata, melanomas e carcinomas ovarianos (PARAMIO et al., 1999; MUTTER, 2001;
XU et al., 2002; SHENG et al., 2002; PARSONS, 2004).

A 1nativacdo do PTEN € reconhecida precocemente nas neoplasias endometriais
de padrao endometridide, em contrapartida, nos carcinomas da prdstata e nos melanomas
representa um evento mais tardio na carcinogénese, predizendo um comportamento mais

agressivo dessas neoplasias, especialmente revelado pelas metdstases (MUTTER, 2001).

Impressoes iniciais, baseadas em andlise mutacional e perda de heterozigose
(LOH) em carcinomas do ovdrio, apresentaram resultados expressivos para oS
adenocarcinomas endometridides de 43% de LOH e 21% de mutagdes; 28% de LOH nos
carcinomas serosos, sem evidéncias de muta¢do e nos mucosos ndo foram evidenciados
achados significantes. Obata (1998) sugere, a partir dos dados acima expostos, a
possibilidade de se tratarem de diferentes mecanismos de carcinogénese nos diferentes

tipos histolégicos.

Saito e colaboradores (2000) relatam que mutagdes do PTEN ndo sdo
observadas somente nos carcinomas endometridides (20%) mas, também em serosos (10%)

e mucosos (25%) porém nao nos “borderline” .

Kurose e colaboradores (2001) observaram que dados imunoistoquimicos e da
andlise de LOH demonstravam em 77% dos tumores ovarianos uma perda parcial ou

completa da expressao protéica do PTEN.

Portanto, alguns trabalhos sugerem que as alteracdes gendmicas e protéicas do
PTEN representem uma via particular da carcinogénese dos tumores endometridides
ovarianos. Ja outros autores acreditam que possam representar uma via comum a outros

tipos histolégicos.
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Frente as alteragdes estruturais e funcionais que ocorrem nessas moléculas
durante a carcinogénese, os marcadores de indices de proliferacdo permitem uma
quantificacdo do crescimento populacional celular frente a perda dos mecanismos
controladores do ciclo celular. Dentre outros, o Ki67 produzido por Gerdes e colaboradores
(1983), na Universidade de Kiel foi definido como um anticorpo monoclonal de
camundongo, obtido através da 67" placa de cultura em tecido. O antigeno reconhecido e
reagente com o Ki67 é constituido por uma proteina nao-histonica, com peso molecular
entre 345 e 395 quilodaltons. Esse marcador apresenta expressao antigénica negativa nas
fases GO e precoce de G1 e positiva nas demais. A avaliacdo da proliferacdo celular em

neoplasias humanas, através do emprego do Ki 67, tem sido comparada aquelas obtidas por

métodos histoldgicos convencionais de rotina como indice mitético (GERDES, 1984).

Portanto, diferentes estudos tém sido realizados com marcadores de controle do
ciclo celular (p53 e PTEN) e de proliferacdao (Ki67) voltados para a elucidacdo de vias de
carcinogénese, mecanismos de resisténcia a drogas e como fatores progndsticos em cancer
de ovério. O presente estudo visa avaliar a marcacdo imunoistoquimica do p53, PTEN e
Ki67 relacionando a dados morfoldgicos (tipos e graus histolégicos), aspectos clinicos
(idade, estddio da doenca e didmetro tumoral) e a processos oncogénicos como meio

adjuvante na caracteriza¢do dos carcinomas primarios do ovario.
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2.1- Objetivo geral

Avaliar a expressdao do p53, PTEN e Ki67 relacionando a dados morfolégicos,
aspectos clinicos e a processos patogenéticos como meio adjuvante na caracterizagao dos

carcinomas primdrios do ovdrio.

2.2- Objetivos especificos

1. Avaliar a expressdo dos marcadores PTEN e p53 nos diferentes tipos e graus

histologicos dos carcinomas ovarianos.

2. Comparar os resultados obtidos pelos marcadores PTEN e p53 com a
expressao do Ki67, o maior diametro tumoral, idade das pacientes e estadio

da doenca.
3. Verificar se ha correlagdo entre a expressdao dos marcadores PTEN e p53.

4. Analisar se as expressoes dos marcadores (PTEN/p53), os dados
morfolégicos e clinicos obtidos no estudo favorecem vias de carcinogénese

comuns ou divergentes.
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3.1- Amostra

Foram avaliados 70 carcinomas, produtos de pan-histerectomias, provenientes
do Centro de Atencdo a Satde da Mulher (CAISM/Unicamp) sendo 26 carcinomas serosos,
27 endometridides e 17 mucosos, previamente fixados em formaldeido a 10% tamponado,
arquivados em blocos de parafina no Departamento de Anatomia Patolégica, FCM,

Unicamp, do periodo de 1992 a 2003.

CRITERIOS DE INCLUSAO

e Neoplasias malignas epiteliais serosas, endometridides e mucinosas

primdrias do ovério em estddios I a IV (FIGO, 1988).

CRITERIOS DE EXCLUSAO
e Biopsias ndo fixadas em formalina a 10%, tamponada.
e Presenca de neoplasia maligna concomitante de qualquer sitio primario.

e Bidpsias com representacdo histoldgica inferior a 1 bloco para cada 1-2 cm

de didmetro de tumor.
e Bilateralidade nos carcinomas mucosos.

e Bidpsias nas quais ndo haja concordancia diagnéstica na reclassificacao

morfoldgica.

e Bidpsias de tumores ndo epiteliais ou epiteliais ndo mucinosos, serosos ou

endometridides do ovario.
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3.2- Estudo morfolégico

Foram avaliadas as ldminas utilizadas na rotina diagnodstica do Departamento de
Anatomia Patolégica, FCM, Unicamp, constituidas por mdltiplas seccdes de tecido

ovariano neopldsico, em cortes de 4 m, coradas pela hematoxilina-eosina.

3.3- Dados clinicos

Os dados clinicos (idade, estddio, antecedentes oncoldgicos) foram coletados a
partir dos prontudrios médicos arquivados no SAME do Centro de Atencdo Integrado a
Saide da Mulher (CAISM). O maior didmetro tumoral foi obtido da descricdo
macroscopica dos laudos de patologia cirtrgica do Departamento de Anatomia

Patologica/HC/Unicamp.

PROCESSAMENTO DO MATERIAL

3.4- Marcadores Imunoistoquimicos (p53, PTEN e Ki67)

As reacOes de marcacdo com anticorpos foram realizadas no Laboratério de
Imunoistoquimica, unidade do Centro de Atencdo Integrado a Saide da Mulher (CAISM),

Unicamp.

As reacdes foram processadas em cortes de parafina, segundo a técnica do
Complexo Avitina-Biotina Peroxidase (ABC) com os anticorpos : Ki67( Ki S5/ DAKO -
codigo M 7187-1), pS3 (DO-7/ DAKO - cédigo M 7001-1) e PTEN (Mx PTEN/MMAC 1/
LABVISION - cédigo MS 1601-S) e coradas pela Diaminobenzidina (DAB). A
positividade dos marcadores p53 e Ki67 é observada no nucleo e do PTEN no citoplasma,

de coloracdo acastanhada.
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Laminas-controle com antigenicidade positiva reconhecida para cada um dos
marcadores foram avaliadas para garantir a eficicia da reacdo de cada lote de laminas
corado (a saber: controle positivo para o pS3 — carcinoma ductal de mama; controle PTEN
— carcinoma de prostata; Ki67 — centros germinativos de ganglios linféides). Controles

negativos foram também processados.

3.5- Reacoes de Imunoperoxidase
Etapa I: Desparafinizacdo, recuperacdo antigénica, incubacido dos marcadores

Foram realizados cortes histolégicos de 4 m de espessura a serem submetidos
a desparafiniza¢do em banho com xilol I em estufa a 110° C por 30 minutos. Realizados

subseqiientes banhos em temperatura ambiente com xil6is 1T e I11.

As secgOes foram hidratadas com dlcoois nas respectivas concentracdes 99%,

80% e 50% (vérias lavagens).
Sucessivas lavagens com dgua corrente e destilada foram realizadas.

O bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi obtido através de 3 banhos
de 3 minutos cada com dgua oxigenada a 10%, seguida de nova lavagem em dguas corrente

e destilada.

A recuperacgdo antigénica foi processada em panela a vapor por 30 minutos, a
95° C, com tampao de citrato 10 mM, pH 6,0, para o anticorpo PTEN e tampao de EDTA,
pH 8,9, para os marcadores p53 e Ki67.

Utilizados os anticorpos primdrios especificos com diluicdes de 1:50 para o
PTEN e Ki67 e de 1:100 para o p53. Incubados em cAmara timida por 30 minutos a 37° C e

colocados em geladeira overnight.
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Etapa II: Coloracao e montagem das laminas

Retiradas as laminas da incubacdo com os anticorpos primdrios foram
procedidas 3 lavagens, no agitador, em PBS (tampdo fosfato), de 5 minutos cada, a

temperatura ambiente.

Secadas as laminas com papel filtro foi pingado o Sistema Envision Peroxidase

para os 3 anticorpos.

Subseqiientemente foram colocadas as 1aminas em tampao PBS e preparado a
diaminobenzidina (DAB): PBS pré-aquecido a 37° C. Dissolvido a DAB e acrescentada

agua oxigenada e o Dimetilsulféxido (DMSO) nas seguintes propor¢des:

Misturada a solucdo, foram colocadas as laminas para corar por 5 minutos a

37° C.
Realizadas lavagens em dguas corrente e destilada.

Contracorado com Hematoxilina de Mayer por 30 a 60 segundos. Nova

lavagem em dguas corrente e destilada.

Passado por segundos em dgua amoniacal. Repetida a lavagem em daguas

corrente e destilada.

As laminas foram desidratadas por imersdo em 3 dlcoois etilicos em
concentragdes crescentes, diafanizadas em 3 banhos de xilol e montadas com laminulas e

resina de Entellan.
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3.6- Analise das reacoes

A avaliacdo morfolégica foi baseada na classificacdo para tumores epiteliais
ovarianos da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), na versdo revisada de 1999, realizada
por 2 patologistas com experiéncia em patologia ginecoldgica ( doutoranda e orientadora).

Para a andlise quantitativa das reagcdes de imunoistoquimica foi utilizado o
programa Imagelab 2000 — Sistema de Processamento e Andlise de Imagem (Softium
informdtica Ltda.), que se baseia na captura de imagens digitalizadas, subseqiiente
demarcagdo das células diaminobenzidina positivas (pontos brancos) e negativas (pontos
pretos), em areas de maior reacao (hot spot), manualmente, contabilizando 500 células por

marcador por caso (Figura 5) estabelecendo, desta forma, o percentual de células

reagentes.
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Figura 5- Carcinoma Seroso. Andlise da reacdo imunoistoquimica para o PTEN (coloragao

citoplasmadtica) através do Imagelab 2000.
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3.7- Analise estatistica

Para descrever o perfil da amostra foram utilizadas tabelas de freqiiéncias para

as varidveis categoricas e estatisticas descritivas para as varidveis descontinuas.

Para a comparacdo dos marcadores entre as classes de varidveis de dados
clinicos foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar dois grupos e o teste de

Kruskal-Wallis, se o nimero de grupos for maior do que dois (CONOVER, 1971).

Para verificar a existéncia de correlacdo (associacdo linear) entre as varidveis
estudadas foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman. Este coeficiente assume
valores de -1 a +1, quanto mais préximo de zero menos correlacionadas sdo as varidveis e
quanto mais proximos de 1 ou -1, mais correlacionadas sd3o as varidveis

(CONOVER, 1971).

Para andlise multivariada dos marcadores em func¢do dos fatores: tipo
histologico/grau/estadio foi utilizada a regressdo logistica (HOSMER e LEMESHOW,
1989).

O nivel de significancia adotado foi de 5% ou p < 0.05.
Para a andlise estatistica foram utilizados 2 programas computacionais:

= SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao 8.2; SAS
institute Inc, 1999-2000, Cary,NC, USA.

» Microcal Origin, versao 5.0; Microcal Software Inc, 1991-1997,
Northampton, MA, USA.

3.8- Aspectos éticos

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas homologou em 11 de dezembro de 2001 o parecer
namero 324/2001, referente a aprovacao sem restricdes do protocolo de pesquisa acima

descrito.
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Foram respeitados os principios da declaracaio de  Helsinque
(WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 1996) cumprindo-se todas as recomendagdes do
Guiding Medical Doctors in Biomedical Research involving Human Subjects, mantendo-se
em sigilo a identidade das pacientes, cujos dados foram identificados apenas pelos nimeros

de registro no projeto.

Os pesquisadores envolvidos nesse estudo apresentavam-se cientes das
resolugdes 196/96 e 215/97 do Conselho Nacional de Saude, comprometendo-se com o seu

cumprimento.

As andlises que foram realizadas nesse estudo ndo implicaram em quaisquer
modificagdes no tratamento da doenga, bem como, em nenhuma forma de coleta de
material adicional. Ndo foram previstos quaisquer riscos ou transtornos as pacientes uma
vez que todo o material biolégico a ser analisado foi representado por produto do

tratamento cirurgico previamente indicado.

Tendo em vista tratar-se de pesquisa em material ja fixado e arquivado, de
pacientes que ja haviam se submetido aos procedimentos diagndsticos e terapéuticos, aos
quais foram asseguradas a confidencialidade e a privacidade dos dados coletados, ndo
advindo nenhum risco adicional, foi considerado dispensdvel o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido para esse estudo.
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IDADE

As idades variaram de 24 a 78 anos com média e mediana ao redor dos 53 anos
de idade (Tabela 1). Cinqiienta e sete por cento da casuistica foi representada por mulheres
acima dos 50 anos, portanto, um predominio de casos em faixa etdria de pds-menopausa

(Tabela 2). Na Tabela 3 vemos a distribui¢io da idade por tipo histoldgico.

Tabela 1- Distribuicdo geral da amostra em funcdo a idade

Variavel N Média DP Min Mediana Max

Idade 70 53.39 12.43 24.00 53.50 78.00

Tabela 2- Distribuicdo da amostra acima e abaixo dos 50 anos

Idade Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Acumulada
<50 30 42.86 30
>50 40 57.14 70

Tabela 3- Distribuicao dos tipos histolégicos acima e abaixo dos 50 anos de idade

Idade Mucoso Endometriéide Seroso
<50 10 11 9
>50 7 16 17
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ESTADIO DA DOENCA

Houve predominio dos estadios avancados, III e IV, que juntos contabilizaram

68% dos casos (Tabela 4).

Em estidio I notamos uma maior freqiiéncia de carcinomas mucosos
(8 de 14 casos) e um predominio significante de carcinomas serosos em estadios avancados

(I e IV) com p=0.0294 (Tabela 5).

Em 7 casos ndo obtivemos informacao sobre o estadio da doenca.

Tabela 4- Distribuicao geral da amostra por estadio

Estadio Freqiiéncia Percentual Freqiiéncia Acumulada
I 19 30.16 19
II 1 1.59 20
111 39 61.90 59
v 4 6.35 63

Tabela 5- Correlacdo dos tipos histologicos aos estadios da  doencga

Estadios Mucoso Endometrioide Seroso
Iell 8 8 4
IlelV 6 16 21

p=0.0294 (Qui-Quadrado)
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DIAMETRO TUMORAL

O maior didmetro tumoral variou de 3 a 30 cm, com média de 14.2cm e

mediana de 12 cm (Tabela 6).

Os carcinomas mucosos apresentaram didmetros significantemente maiores,
com média de 21.0 cm, os endometriéides com média de 12,7 cm e os serosos com 11,2

cm, p=0.0012 (Tabela 7).

Trés casos (2 endometridides e 1 seroso) ndo apresentaram a descricdo de seus

didmetros tumorais nos relatérios andtomo-patoldgicos.

Tabela 6- Distribuicdo da amostra pelo diametro tumoral

Variavel N Média DP Min Mediana Max

Diametro 67 14.28 8.22 3.00 12.00 30.00

Tabela 7- Correlacdo do tipo histol6gico ao didmetro tumoral

Tipo N Média DP Min Mediana Max
Mucoso 17 21.07 8.28 3.00 25.00 30.00
Endometridide 25 12.70 6.71 3.50 11.00 30.00
Seroso 25 11.24 7.09 3.20 9.00 28.00

p=0.0012 (Kruskal-Wallis)
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TIPO HISTOLOGICO

O menor percentual da amostra foi constituido pelo tipo histolégico mucoso
(17 tumores ou 24% da casuistica), sendo 16 casos de padrio intestinal e 1 misto
(endocervical-intestinal). Setenta e sete por cento desses carcinomas apresentaram 4areas
adjacentes de padrao morfolégico compativel com adenoma / tumor borderline (13 casos).

Dois carcinomas mucosos estavam associados a teratomas maduros.

A distribui¢do da amostra entre os tipos histologicos seroso e endometridide foi
quase igualitaria (37% e 38%, respectivamente) (Tabela 8). Trés dos 5 casos de carcinomas

endometridides bem diferenciados apresentaram associacao com focos de endometriose.

Tabela 8- Distribuicao da amostra por tipos histolégicos

Tipo Freqiiéncia Percentual  Freqiiéncia Acumulada
Mucoso 17 24.29 44
Endometridide 27 38.57 27
Seroso 26 37.14 70
GRAU HISTOLOGICO

Obtivemos 26 casos bem diferenciados (G1), 35 moderadamente diferenciados
(G2) e 9 carcinomas G3. A amostra totalizou mais de 62% dos casos de alto grau (G2 e G3)

(Tabela 9).

Tabela 9- Distribuicao da amostra por grau histolégico

Grau Freqiiéncia Percentual  Freqiiéncia Acumulada
1 26 37.14 26
2 35 50.00 61
3 9 12.86 70
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Avaliando o grau de diferenciacdo nos diferentes tipos histolégicos obtivemos:
17 carcinomas mucosos bem diferenciados (G1); carcinomas serosos: 4 G1, 21 G2 e apenas
1 caso G3; carcinomas endometridides: 5 G1, 14 G2 e 8 pouco diferenciados (G3)

(Tabela 10).

Tabela 10- Distribui¢ao dos graus pelos tipos histolégicos

Grau Mucoso Endometrioide Seroso
1 17 5 4
2 0 14 21
3 0 8 1

P53

O percentual de células reagentes para o p53 nos carcinomas do ovdrio,
independente do tipo histoldgico, variou de 0 a 97.8% com média de 48.8% e desvio padrio
de 40.7%. A positividade do p53 foi significantemente maior nas lesdes de alto grau

histolégico (G2 e G3), com p = 0.032, conforme demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11- Freqiiéncia de expressao do P53 em relacdo ao grau histolégico

Grau N Média DP Min Mediana Max
1 26 0.30 0.37 0.00 0.004 0.95
2 35 0.57 0.38 0.00 0.78 0.95
3 9 0.72 0.41 0.00 0.90 0.98

p=0.032 (Kruskal-Wallis)
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Relacionando os tipos e graus histolégicos com a marcagdo para o p53
observamos que somente o0s carcinomas serosos apresentaram uma diferenca
estatisticamente significante (p=0.0536) entre os graus 1 e 2 (Tabela 12). Os

endometridides apresentaram uma tendéncia de significancia com p= 0.0765 (Tabela 13).

Tabela 12- Freqiiéncia da expressdo do P53 nos carcinomas serosos em seus diferentes

graus histologicos

Grau N Média DP Min Mediana Max
1 4 0.04 0.08 0.00 0.00 0.15
2 21 0.57 0.40 0.00 0.79 0.95
3 1 0.97 - 0.97 0.97 0.97

p=0.0536 (Mann-Whitney)

Tabela 13- Freqiiéncia da expressao do P53 nos carcinomas endometridides em seus

diferentes graus histolégicos

Grau N Média DP Min Mediana Max
1 5 0.22 0.37 0.00 0.06 0.86
2 14 0.57 0.37 0.00 0.77 0.90
3 8 0.69 0.43 0.00 0.90 0.98

p=0.0765 (Mann-Whitney)
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Figura 6- Carcinomas serosos. Notar a menor expressdo do p53 nos carcinomas bem

diferenciados (A) em relac@o aos pouco diferenciados (B).

Na avaliacdo realizada através de regressdo logistica multivariada foi observada
significancia estatistica para o p53 relacionado ao grau histolégico (p=0.0274), o que traduz
que os carcinomas G3 tém um risco diferente de zero de serem p53 positivos, enquanto
que os tumores G1 tém um maior risco de serem igual a zero para a expressdo dessa

proteina nos casos estudados (Figura 6).

Um aspecto curioso observado no grupo dos carcinomas mucosos foi a
positividade para o p53 em édreas de fendtipo benigno/borderline de padrdo intestinal

(Figura 7).
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Figura 7- Positividade do p53 em dreas de fendtipo “benigno”, padrdo intestinal,

associadas a carcinomas mucosos (400X).
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PTEN

O PTEN foi expresso na maioria dos casos estudados, porém a falta de
expressdo citoplasmdtica do PTEN foi estatisticamente significante nos carcinomas bem

diferenciados do tipo endometridide como se nota na Tabela 14 e Figura 8.

Tabela 14- Correlacdo da expressao do PTEN com os tipos e graus histolégicos

Tipo Grau N Média DP Min Mediana  Max

1 5 0.68 0.23 0.46 0.70 1.00

Endometridide 2 14 0.97 0.12 0.56 1.00 1.00
3 8 0.95 0.15 0.59 1.00 1.00

p=0.0033 (Mann-Whitney)

1 4 0.85 0.16 0.63 0.88 1.00
Seroso 2 21 0.88 0.19 0.36 1.00 1.00
3 1 1.00 - 1.00 1.00 1.00

p=0.4183 (Mann-Whitney)

Os carcinomas mucosos nio foram avaliados devido a todos os 17 casos serem

GI.
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Z mMm - O

Figura 8- Carcinoma endometridide e o PTEN: A) Auséncia de expressdao no carcinoma
endometridide G1 (4reas coradas correspondem a metaplasia escamosa);

expressdo do PTEN nos carcinomas endometriéides G2 (B) e G3 (C).

Resultados

50



Ki67

Os carcinomas serosos € os tumores menos diferenciados (graus 2 e 3)
apresentaram indices de proliferacdo significantemente superiores, como observado nas

tabelas 15 e 16.

TABELA 15- Freqiiéncia da expressao do Ki67 nos diferentes tipos histolégicos

Tipo N Média DP Min Mediana Max
Mucoso 17 0.14 0.07 0.05 0.11 0.33
Endometridide 24 0.17 0.09 0.04 0.17 0.36
Seroso 25 0.26 0.14 0.03 0.26 0.52

p=0.0104 (Kruskal-Wallis)

Tabela 16- Relacao da expressao do Ki67 com os graus histologicos

Graus N Média DP Min Mediana Max
1 26 0.14 0.08 0.04 0.12 0.33
2 31 0.24 0.14 0.03 0.25 0.52
3 9 0.22 0.10 0.06 0.25 0.36

p=0.0116 (Kruskal-Wallis)
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Nao foram observadas relagdes estatisticamente significantes entre os
marcadores p53 X PTEN, p53 X Ki67, PTEN X Ki67. A correlagdo entre a expressdao dos
marcadores pS3 e PTEN com os dados clinicos: idade das pacientes, didmetro tumoral,

estddio da doenca ndo apresentou resultados estatisticamente significativos.

Portanto, observa-se que a amostra foi predominantemente representativa de
mulheres acima dos 50 anos, em estddios avancados da doenga, com tumores de alto grau
histolégico (G2 e 3). Os carcinomas mucosos constituiram a menor amostragem do
trabalho, todos bem diferenciados, associados em 77% da amostra (13/17 casos) a areas de
padrdao morfolégico com gradiente adenoma-borderline, com os maiores diametros
tumorais. Os carcinomas endometridides apresentaram negatividade citoplasmatica para o
PTEN nas neoplasias bem diferenciadas adjacentes a focos de endometriose. Os carcinomas
serosos foram os que demonstraram o maior indice de proliferacdo, com predominio de
estddios avancados (estddios III e IV) e uma maior expressdo do p53 nos maiores graus

histolégicos.
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CARCINOMAS MUCOSOS

Nos ultimos anos a literatura tem favorecido a hipdtese dos carcinomas
mucosos do ovdrio serem considerados como entidades etiopatogénicas diferentes dos
carcinomas nao-mucosos, partindo de dados epidemiol6gicos que apontam para diferencas
significativas dos fatores de risco para o desenvolvimento dessas neoplasias (RISCH et al.,

1996; PURDIE et al., 2003; HESS et al., 2004).

O histérico familial, a paridade e o uso de anti-concepcionais (ACO) nido
representam fatores que favorecam ou previnam a carcinogénese dos tumores do tipo
mucoso, ao contrario do que se observa com os carcinomas serosos € endometridides que
tém no histérico familial o principal fator de risco independente para o desenvolvimento
dessas neoplasias, a paridade a termo e o uso prolongado de ACO como fatores protetores.
Ja o tabagismo e a maior ingesta de gorduras saturadas favorecem a génese dos tumores
mucosos borderline e malignos (RISCH et al., 1996; PURDIE et al., 2003; HESS et al.,
2004).

Bell (2005) acredita que a maioria dos carcinomas mucosos do ovario se origina
a partir de lesdes pré-existentes (adenoma-borderline) com alteracdes moleculares

envolvendo a via RAS-RAF-MEK-ERK-MAP quinase.

Scully e colaboradores (1995) e Puls e colaboradores (1992) demonstraram a
coexisténcia de epitélio mucoso de padrdo benigno em carcinomas mucosos em 74 a 90%

dos casos e de tumores borderline do tipo intestinal em 67 a 69%.

Além disso, vérios estudos tém demonstrado uma freqiiéncia de mutagcao do K-
ras semelhante em tumores borderline e carcinomas mucosos, variando de 50 a 86%

(MANDATI et al., 1998; HORIUCHI et al., 2003; BELL, 2005).

Um aspecto morfoldgico intrigante observado nos casos avaliados foi a
presenca de dreas de padrao intestinal benigno com positividade para o p53 (figura 7), uma
vez que os cistadenomas mucosos apresentam revestimento predominantemente de padrao

Miilleriano (endocervical) com negatividade para o p53 (WILLIAMS, 2000).
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Zheng, em 1995, observou que os carcinomas ovarianos apresentavam
freqiientemente cistos “benignos” adjacentes. A andlise mutacional do p53 nesses cistos e
nos carcinomas demonstraram que a mesma mutacdo estava presente em ambos, sugerindo
a possibilidade de uma transicdo a partir de uma lesdo pré-existente ou dos carcinomas

apresentarem uma diferenciacao com o fendtipo de benignidade.

Treze casos estudados (77% da amostra) apresentaram, em concordancia com a

literatura, dreas concomitantes de padrao adenoma/borderline.

Partindo do pressuposto que os tumores mucosos se originem de lesdes pré-
existentes, constituidos de forma  heterogénea por dreas de  padrdo
benigno/borderline/maligno, como se quantificar esses diferentes aspectos morfolégicos e,

portanto, classificar essas neoplasias?

Segundo o encontro de experts em patologia ginecolégica ocorrido em agosto
de 2003 em Bethesda (RONNETT et al.,2004), tumores benignos com menos de 10% de
areas borderline devem ser classificados como adenomas, somente informados os focos de
atipia na descri¢ao microscopica do laudo. Além disso, os componentes de baixo potencial

de malignidade associados a adenomas sd@o predominantemente do tipo intestinal.

Tumores classificados efetivamente como borderline do tipo intestinal sdo em
sua vasta maioria estddio I com apenas cerca de 1% dos casos apresentando uma evolugao
desfavordavel. Em virtude dessas estatisticas, alguns autores cogitam a possibilidade de
utilizarem uma terminologia mais “benigna” para os tumores borderline do tipo intestinal
como, por exemplo, “cistadenoma mucoso com atipia”, caso seja confirmado o
comportamento bioldgico benigno dessas lesdes em novos trabalhos (RONNETT et

al.,2004).

Com relacdo ao gradiente borderline/carcinoma temos que a diferenciacdo entre
esses 2 grupos depende da identificacdo e quantificacdo da invasdo estromal, o que nao

constitui tarefa facil.
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Hart e Norris (1973) propuseram que a despeito de ser ou ndo evidenciada
invasdo, os tumores mucosos com estratificacdo que excedesse a espessura de 3 camadas de
células deveriam ser classificados como carcinomas, com base em andlise de dados clinicos
e histolégicos, mostrando que metdstases ocorriam sem invasdo estromal demonstravel.
Hart (1977) introduziu outros achados morfoldgicos como intensa atipia nuclear, arranjo
cribriforme e projecdes digitiformes de massas celulares s6lidas, sem tecido de conjuntivo
de sustentagdo, como critérios diagnosticos para carcinoma. Em 1999, a Organizacao
Mundial de Saude reconheceu os tumores mucosos borderline com atipia acentuada sem
areas de invasdo, nos quais o epitélio de revestimento fosse francamente carcinomatoso,
como uma variante designada por carcinoma intraepitelial. Interessante notar que a maioria
desses carcinomas intraepiteliais sdo, a exemplo dos tumores borderline, neoplasias em
estddio I e que os carcinomas intraepiteliais mucosos-estddios avangados devem levantar a

suspeita de se estar frente a neoplasias de cardter metastatico (RONNETT et al., 2004).

Além disso, tumores de baixo potencial maligno podem apresentar
microinvasdo caracterizada pela presenca de 1 ou mais focos de células neoplésicas
isoladas, em pequenos agrupamentos ou formando papilas infiltrando o estroma sem
exceder 3 mm ou 10mm?2 em suas maiores dimensdes, podendo estar associada a invasao
de vasos linfaticos, sem aparente alteracdo do progndstico (BELL et al., 1990). Nayar e
colaboradores , em 1996, descreveram como microinvasao focos de até 2mm de didmetro
maximo. Ja Riopel e colaboradores (1999) definem como microinvasdo areas de menos de
5 mm. Nomura e Aizawa (2000) descrevem um caso com 4mm de invasdo estromal, o qual

apresentou recorréncia e levou a ébito a paciente.

Portanto, ainda ndo had consenso na literatura quanto ao tamanho limitrofe
dessas microinvasdes que permitam a diferenciagio com uma invasdo estromal

efetivamente carcinomatosa.

Também foi observado que os carcinomas mucosos apresentaram 0S maiores
didmetros tumorais, com média de 21 cm e mediana de 25 cm, todos bem diferenciados,

com 8 de 14 casos em estadio 1.
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O grande diametro associado aos arranjos celular e arquitetural menos
comprometidos (G1) apontam para um crescimento lento, correspondendo aos menores

valores do Ki67 encontrados no trabalho (tabelal6).

O diametro facilita a deteccdo dessas neoplasias em exames fisico e
ultrassonogréfico, permitindo que o diagndstico ocorra, frente ao comportamento mais

indolente desses carcinomas, em estddios iniciais da doenga.

O didmetro é também um dos pardmetros utilizados na diferenciacdo entre
tumor primdrio versus metastatico, problema freqiiente na rotina diagndstica desse tipo
histolégico, sendo comumente menor que 10 cm, bilaterais e multinodulares nas metastases

(JI et al.,2002).

Pelo acima exposto e como observado na literatura, os nossos resultados
endossam a vertente de que os carcinomas mucosos primarios do ovdrio representem o tipo
histolégico menos freqiiente, o que eleva a probabilidade das lesdes malignas mucinosas,
neste sitio, se tratarem de metdstases; estejam associados a dreas de padrao
adenoma-borderline-carcinoma, falando a favor da possibilidade de se originarem a partir
de lesdes pré-existentes e apresentem os maiores diametros o que facilita sua deteccdo e

diagnéstico.

CARCINOMAS ENDOMETRIOIDES

Existem cerca de 20.000 genes expressos numa célula normal e
aproximadamente 1% desse contingente diferentemente expresso em células neopldsicas.
Um limitado ndmero de genes tem sido descrito apresentando aumento ou diminui¢ao dos

niveis de expressao nos tumores ovarianos (ISMAIL et al., 2000).

Estudos utilizando hibridizacdo gendmica comparada tém revelado que a
PIK3CA estd amplificada em 40% dos carcinomas ovarianos. Esta regido codifica a
subunidade catalitica pI10 do PI3K. Tem sido observado que a atividade da PI3K in vitro

estd aumentada quando a PIK3CA esta amplificada, o que ocorre precocemente no
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processo de transformagdo maligna (SHAYESTEH et al., 1999; SCHRAMI et al., 2003;
ZHANG et al., 2003).

O PTEN tem papel na regulacio negativa das funcdes promotoras do

crescimento e prolifera¢do celulares promovidas pela PI3K.

Estudando os mecanismos responsaveis pela inexpressao da proteina PTEN,
alguns autores questionam o envolvimento desse gene na carcinogénese ovariana devido a
falta de deteccdo de alteragdes estruturais, como mutacdes (TASHIRO et al., 1997;
MAXWELL et al., 1998). Entretanto, Tashiro e colaboradores (1997) estudaram
12 carcinomas ovarianos todos do tipo seroso e Maxwell e colaboradores (1998) avaliaram
50 tumores sendo 37 serosos e os 13 restantes subdivididos entre os tipos mucoso,
endometridide, de células claras e indiferenciados. Portanto, seus resultados se basearam

em escassa ou nenhuma amostragem de carcinomas endometridides.

Frente as primeiras publicagdes desfavorecendo a participacio do PTEN no
processo de oncogénese ovariana, Mutter ( MUTTER, 2001) sugeriu cautela nas andlises
sobre o PTEN afirmando que a perda de sua fun¢do no endométrio, mama, prostata, ovario
e tumores melanociticos € mais freqiiente do que se pode adequadamente explicar por

alteracOes gendmicas isoladamente.

Kurose e colaboradores (KUROSE et al.,2001) observaram a inexpressiao da
proteina PTEN em 27% dos adenocarcinomas ovarianos. Entretanto, somente 8% dos casos
de inativacao do PTEN sdo explicados por perda de heterozigose e mutagdo, sugerindo que
o siléncio transcricional por mecanismos epigenéticos (hipermetilacio do DNA) possam

representar um meio adicional de modificagcdo da atividade dessa proteina.

Mecanismos epigenéticos tém sido estudados uma vez que 0o RNAm do PTEN
tem uma regido altamente conservada rica em GC 5" ndo transcrito, a qual pode ser alvo

potencial de metilacdo do DNA (HAN et al.,2003).

Ainda a favor do PTEN estar relacionado a carcinogénese, observamos que a
expressdo de sua proteina selvagem em células cancerosas ovarianas suprime o crescimento

celular tumoral (MINAGUCHI et al., 1999).
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Os primeiros trabalhos que emergiram na literatura referentes ao gene e a
proteina PTEN relacionados as neoplasias do trato genital feminino foram voltados para a
topografia endometrial, observando-se mutacdes freqiientes nos carcinomas endometridides

(34 a 80% dos casos) e em hiperplasias atipicas (>50%) (MUTTER et al., 2000).

Os carcinomas endometridides ovarianos avaliados em nosso estudo
apresentaram o mesmo padrao de imunoexpressdo do PTEN que o observado nos tumores
esporddicos de endométrio: negatividade citoplasmética nos carcinomas do tipo I
(endometridides), de baixo grau, bem diferenciados. Esses dados falam a favor da
possibilidade da inativagdo do PTEN ocorrer em fases precoces da oncogénese nesses sitios

(FUJI et al., 2002; ORBO et al., 2003; BLACK et al., 2005).

Na revisao histolégica dos nossos casos, observamos focos de endometriose
adjacente em 3 dos 5 carcinomas endometridides G 1 e a auséncia de endometriose

associada as neoplasias de graus 2 e 3.

Estudando a expressao do PTEN em 46 casos de endometriose, Martini e
colaboradores (2002) observaram que 7 casos eram PTEN negativo, sendo 5 clinicamente
classificados como estddio IV da endometriose e 2 associados a carcinomas endometridides
e a hipermetilacdo do gene hMLH1 (gene de reparo do DNA), sugerindo que a expressao
protéica defectiva do PTEN seria uma ferramenta til para se identificar endometrioses com

elevado risco de transformagdo maligna.

Sato e colaboradores (2000) notaram a perda de heterozigose (LOH) e mutacao
do PTEN em cistos endometriais do ovario. Em 5 carcinomas endometridides sincronos
com endometriose, 3 tinham perda de heterozigose comuns, sugerindo a possibilidade de

uma seqiiéncia de progressao tumoral.

Erzen e colaboradores (2001) no trabalho “Endometriosis-associated ovarian
carcinoma (EAOC): an entity distinct from other ovarian carcinomas as suggested by a
nested case-control study” demonstraram que os carcinomas ovarianos associados a
endometriose apresentavam seu diagndstico em estddios iniciais da doenga, com padrao
morfolégico que privilegiava os tipos endometridide e de células claras, lesdes
predominantemente de baixo grau, com uma melhor sobrevida, sugerindo que essas

neoplasias possam representar uma entidade particular.
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Dinulescu e colaboradores (2005), em “Role of K-ras and PTEN in the
development of mouse models of endometriosis and endometrioid ovarian cdncer”,
utilizaram modelos de engenharia genética em ratos ativando o oncogene Kras ou deletando
o PTEN em células de superficie ovariana dando origem a lesdes com morfologia glandular
endometridide; ja a mutacdo concomitante do Kras e do PTEN induziu a formagio de
adenocarcinomas de padrdo endometridide, s6 que neste trabalho, ao contrario dos nossos
resultados, os carcinomas apresentavam comportamento agressivo, com ampla

disseminagdo tumoral.

A expressio do PTEN no endométrio varia ao longo do ciclo menstrual
(MUTTER et al.,2000). Trabalhos com o estradiol em tecido endometrial demonstraram um
aumento da fosforilacdo do PTEN, regulando negativamente a atividade dessa molécula 5-
15 minutos apds sua exposi¢do, levando ao aumento da AKT, estimulando o crescimento e
proliferacdo celulares. Em contrapartida, apds 24 horas de tratamento com a progesterona

ha elevagao dos niveis da proteina PTEN (GUZELOGLU-KAYISLI et al., 2003).

O fato de haver alteracdes ciclicas na expressio do PTEN, bem como, sua
relacdo com o desenvolvimento de neoplasias em tecidos hormonio-sensiveis como
préstata, mama, endométrio, ovdrio, a evidéncia de alteragdes dessa molécula em
endometrioses (doenga estrégeno dependente) e nos carcinomas endometriais do tipo I,
relacionados a condi¢Oes de hiperestrogenismo (SHERMAN, 1999; GIUDICE e KAO,
2004) falam a favor de uma possivel relacio do PTEN com os hormonios ou receptores

esteroides.

7z

Outro aspecto importante desse grupo histolégico € a concomitancia de
carcinomas endometridides endometriais e ovarianos, de dificil discernimento entre
tumores primarios versus metastaticos, com uma incidéncia de 34 a 40% em autdpsias e de
5 a 15% em espécimes ressecados cirurgicamente (FUJII et al., 2002). Esse achado
representa um desafio diagndstico, uma vez que apresenta importancia no estadiamento da
doenca, na terapéutica e no progndstico dessas pacientes. Entretanto, do ponto de vista
imunoistoquimico, o PTEN ndo nos permite discriminar entre sitios primdrios ou

metastaticos.
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Portanto, apesar de ainda pouco caracterizadas na literatura as alteragdes
responsaveis pela expressdo defectiva do PTEN, os nossos resultados favorecem sua
participacdo precoce no processo de transformagdo maligna dos carcinomas bem

diferenciados do tipo endometridide, associados a dreas de endometriose.

CARCINOMAS SEROSOS

Os carcinomas serosos representam uma categoria especial dentro da patologia
oncoldgica ovariana contabilizando de 40 a 50% dos tumores epiteliais malignos sendo, na
sua vasta maioria, neoplasias de alto grau histoldgico com freqiientes mutagdes do P53

(LASSUS et al., 2003).

Os tumores serosos, avaliados nesse trabalho, apresentaram um predominio de
estddios avancados (estadios Il e IV), uma maior freqiiéncia de marcagdo da p53 nas lesdes
menos diferenciadas (graus 2 e 3) e indices de proliferacdo significativamente maiores que
os encontrados noutros tipos histolégicos. Discutiremos esses achados frente a algumas

consideragdes sobre o p353.

O P53 foi descrito em 1979 sendo classificado como um proto-oncogene por
cerca de 10 anos (VOGELSTEIN et al., 2000; HOFSETH et al., 2004). Esse gene foi, nos
seus primoérdios, clonado a partir de células neopldsicas humanas e de roedores,
apresentando efeito oncogénico quando expresso. Somente no final dos anos 80 foi que os
pesquisadores descobriram que estavam estudando formas mutantes do P53
(HOFSETH et al., 2004). Esse aspecto histérico do P53 € interessante porque demonstra
que a expressao do gene mutado gera um produto protéico ndo obrigatoriamente inerte, mas

que pode apresentar ganhos de funcdo que favorecam a carcinogénese.

A maioria das mutagdes do P53 sdo do tipo missense (81,4%) acarretando um

aumento da meia-vida (GUALBERTO et al., 1998; LIU e GELMANN, 2002).

Preferencialmente essas mutagdes ocorrem em regides que codificam, na
proteina p53, sitios de ligacdo a molécula de DNA, o que acarreta a redugdo dos niveis de
transcricdo de outros genes como, por exemplo, as ligases E3 que participam do processo

de ubiquitina¢do da p53 para degradacao (LANE, 2004), portanto, diminuindo o ritmo de
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metabolizacdo da p53, ampliando sua meia-vida, acumulando-se no nucleo e viabilizando

sua deteccao por meio de reacdes imunoistoquimicas.

A proteina pS3 comumente se acumula em carcinomas ovarianos, em maior
freqliéncia nos tipos serosos, sendo uma ferramenta util para marcar anormalidades

genéticas (KUPRYJANCZYK et al., 1993).

Estudos imunoistoquimicos para a p53 apresentaram 75% de sensibilidade em

predizer a presenca de mutacdes, variando de 36 a 100% (LIU e GELMANN, 2002).

Kmet e colaboradores (2003), no trabalho “A review of p53 expression and
mutation in human benign, low malignant potencial and invasive epithelial ovarian
tumors”, avaliaram 526 tumores com 374 casos (71%) apresentando concordancia entre a

marcacao imunoistoquimica e mutacional.

Singer e colaboradores (2005) consideram que, apesar do padrio
imunoistoquimico da p53 ndo ser suficientemente sensivel ou especifico para predizer o
status mutacional de um tumor, ele apresenta correlagdo. Esses mesmos autores observaram
que o padrdao imunoistoquimico da p53 sugere a evidéncia de mutacao se o tumor € difuso e
intensamente positivo. J4 a positividade fraca e focal é quase excludente de mutagdo, ndo se
podendo afastar a possibilidade de alteracdo génica do P53 frente a sua negatividade

imunoistoquimica.

Utilizamos em nosso estudo o clone DO-7 que reage tanto com a proteina em
sua forma selvagem quanto com a mutada. Apesar de marcar as duas formas da proteina,
algumas consideracdes sobre a inter-relacdo entre as p53 selvagem e mutante devem ser

feitas.

A perda de heterozigose, ou seja, a perda do alelo que codifica a p53 selvagem

¢ freqiientemente detectada em tumores (VARLEY et al., 1997; ERBER et al., 1998).

Para que a funcdo da p53 seja exercida adequadamente, essa proteina deve se
ligar ao DNA na sua forma tetramérica com todas as suas subunidades constituidas por
formas selvagens. A presen¢a de uma tnica subunidade mutada pode acarretar a perda da

funcdo da proteina p53; esse fendmeno € conhecido como efeito dominante negativo da pS3
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mutante. Varios sdo os mecanismos que geram esse efeito (MILNER e MEDCALF, 1991;
OIJEN e SLOOTWEG, 2000).

Virios trabalhos na literatura t€ém indicado que certos tipos de mutacdes
sofridas pelo P53 acarretam ganhos de funcdo da proteina, ou seja, que a p53 mutante
desempenhe funcdes que a p53 selvagem nao exerce (MILNER e MEDCALF, 1991;
DITTMER et al., 1993; GUALBERTO et al., 1998; LANYI et al., 1998;
BLANDINO et al., 1999; OIJEN e SLOOTWEG, 2000).

Essas proteinas mutantes, dependendo da mutacdo sofrida, passam a apresentar
um ganho de fun¢do com diferentes graus de oncogenicidade. Entre as funcdes “ganhas”
pela proteina mutante estdo: a repressdo da p53 selvagem; a inibi¢do da apoptose e da
diferenciacdo, a diminuicdo da expressdo da trombospondina 1 (molécula inibidora da
angiogénese), a transativacdo do gene MDRI1 (multidrug resistance 1), a estimulacdo do
fator vascular de crescimento endotelial e do PCNA ( proliferating cell nuclear antigen)
(GUALBERTO et al., 1998; LANYI et al., 1998; BLANDINO et al., 1999; OIJEN e
SLOOTWEG, 2000; SIGAL e ROTTER, 2000).

A nossa amostra de carcinomas serosos apresentou 14 dos 26 casos com média
de positividade de 86% das células, com coloragdo de forte intensidade, como observado na
figura 6; 7 casos foram negativos para a p53 e somente 5 casos apresentaram positividade

fraca e focal.

Reconhecendo que a expressdo imunoistoquimica e a prevaléncia de mutagdes
do P53 é maior nos carcinomas serosos, que as mutagdes sdo mais prevalentes nos
carcinomas de estddios avancados (III e IV) e em tumores de maiores graus histolégicos
(2 e 3) no ovario (KMET et al., 2003) € possivel sugerir que a medida que se acumule a
proteina p53 nos carcinomas serosos, com difusa e intensa positividade imunoistoquimica,
que o material marcado possa corresponder a proteina de natureza mutante
predominantemente. Esse acimulo pode estar relacionado a p53 com efeito dominante
negativo ou com ganhos de funcdo, resultando em neoplasias que apresentem perdas na sua

capacidade de diferenciacdo, estimulos a proliferacdo celular e em estddios avangados

como observado nos nossos casos.
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1. A falta de expressdo citoplasmdtica do PTEN apresentou significancia

estatistica no grupo dos carcinomas endometridides bem diferenciados.

A maior expressdo do p53 esteve associada aos maiores graus histologicos,

em particular no grupo dos carcinomas Serosos.

2. Nao houve relacao entre os marcadores pS3 e PTEN e o didmetro tumoral,

1dade, estadio da doenca e a expressao do Ki67.

3. Nao foi observada correlagdo entre as expressdes dos marcadores p53 e

PTEN na amostra avaliada.

4. Os achados favorecem diferentes vias de carcinogénese entre os carcinomas

ovarianos dos tipos histolégicos mucoso, endometridide e seroso.
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ANEXOS

Analise Descritiva das Variaveis

Tabela 1. Tabelas de freqgiliéncias e estatisticas descritivas.

IDADE Cumulative
IDADE Frequency Percent Frequency
<=50 30 42.86 30
>50 40 57.14 70
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
IDADE 70 53.39 12.43 24.00 53.50 78.00
ESTADIO Cumulative
ESTADIO Frequency Percent Frequency
I 19 30.16 19
II 1 1.59 20
III 39 61.90 59
Iv 4 6.35 63
Frequency Missing = 7
DIAMETRO
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
DIAMET 67 14.28 8.22 3.00 12.00 30.00
TIPO HISTOLOGICO Cumulative
HE Frequency Percent Frequency
ENDOMETRIOIDE 27 38.57 27
MUCOSO 17 24.29 44
SEROSO 26 37.14 70
GRAU HISTOLOGICO Cumulative
GRAU Frequency Percent Frequency
BEM 26 37.14 26
MODERADO 35 50.00 61
POUCO 9 12.86 70

P53

% POSITIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
PP53 70 0.488 0.407 0.000 0.689 0.978
% NEGATIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
NP53 70 0.512 0.407 0.022 0.311 1.000
% POSITIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
PPten 70 0.874 0.217 0.000 1.000 1.000
% NEGATIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
Npten 70 0.126 0.217 0.000 0.000 1.000
% POSITIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
PKi67 66 0.194 0.119 0.028 0.178 0.519
% NEGATIVA
Varidvel N Media DP Min Mediana Max
NKi67 66 0.806 0.119 0.481 0.822 0.972




Cruzamentos entre Varidveis

Tabela 2. Cruzamentos e correlacoes dos

marcadores com outras variaveis.s3

IDADE x P53 POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,0800)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 30 0.59 0.36 0.00 0.76 0.98
>50 40 0.41 0.43 0.00 0.17 0.97

IDADE x P53 NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,0800)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 30 0.41 0.36 0.02 0.24 1.00
>50 40 0.59 0.43 0.03 0.83 1.00
ESTADIO x P53 POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,1852)
ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 20 0.37 0.41 0.00 0.15 0.94
IIT e IV 43 0.52 0.40 0.00 0.76 0.98
ESTADIO x P53 NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,1852)
ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 20 0.63 0.41 0.06 0.85 1.00
IIT e IV 43 0.48 0.40 0.02 0.24 1.00
DIAMETRO x P53
PP53
DIAMET r= —-0.34124
p= 0.0047
n= 67

r= Coeficiente de correlacdo de Spearman
p= p-valor
= tamanho da amostra
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DIAMETRO

TIPO x P53 POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS - p=0,2693)

HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 27 0.54 0.40 0.00 0.78 0.98
MUCOSO 17 0.39 0.40 0.00 0.39 0.95
SEROSO 26 0.50 0.42 0.00 0.75 0.97

TIPO x P53 NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS - p=0,2693)

HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 27 0.46 0.40 0.02 0.22 1.00
MUCOSO 17 0.61 0.40 0.05 0.61 1.00
SEROSO 26 0.50 0.42 0.03 0.25 1.00

GRAU x P53 POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS - p=0,0032)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.30 0.37 0.00 0.04 0.95
MODERADO 35 0.57 0.38 0.00 0.78 0.95
POUCO 9 0.72 0.41 0.00 0.90 0.98
DIFERENTES: POUCO E MODERADO / BEM E MODERADO /

BEM E POUCO




Tabela 2 (cont).

outras varidveis.

Cruzamentos e correlacgdes dos marcadores com

GRAU x P53 NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS - p=0,0032)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.70 0.37 0.05 0.96 1.00
MODERADO 35 0.43 0.38 0.05 0.22 1.00
POUCO 9 0.28 0.41 0.02 0.10 1.00
DIFERENTES: POUCO E MODERADO / BEM E MODERADO /

BEM E POUCO

PTEN

IDADE x PTEN POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,1131)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 30 0.90 0.23 0.00 1.00 1.00
>50 40 0.85 0.21 0.39 1.00 1.00

IDADE x PTEN NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,1131)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 30 0.10 0.23 0.00 0.00 1.00
>50 40 0.15 0.21 0.00 0.00 0.61
ESTADIO x PTEN POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,6501)
ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 20 0.86 0.27 0.00 1.00 1.00
III e IV 43 0.87 0.19 0.36 1.00 1.00
ESTADIO x PTEN NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,6501)
ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 20 0.14 0.27 0.00 0.00 1.00
IITI e IV 43 0.13 0.19 0.00 0.00 0.64
DIAMETRO x PTEN
PPten

DIAMET r= -0.10417

P= 0.4015

n= 67
r= Coeficiente de correlagdo de Spearman
p= p-valor
n= tamanho da amostra
TIPO x PTEN POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,3538)
HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 27 0.91 0.18 0.46 1.00 1.00
MUCOSO 17 0.81 0.30 0.00 1.00 1.00
SEROSO 26 0.88 0.18 0.36 1.00 1.00

TIPO x PTEN NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -

p=0,3538)

HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 27 0.09 0.18 0.00 0.00 0.54
MUCOSO 17 0.19 0.30 0.00 0.00 1.00
SEROSO 26 0.12 0.18 0.00 0.00 0.64
GRAU x PTEN POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0460)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.79 0.27 0.00 0.96 1.00
MODERADO 35 0.92 0.17 0.36 1.00 1.00
POUCO 9 0.95 0.14 0.59 1.00 1.00
DIFERENTES: BEM E POUCO

GRAU x PTEN NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0460)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.21 0.27 0.00 0.04 1.00
MODERADO 35 0.08 0.17 0.00 0.00 0.64
POUCO 9 0.05 0.14 0.00 0.00 0.41
DIFERENTES: BEM E POUCO

Ki 67

IDADE x KI67 POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,6956)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 27 0.18 0.11 0.03 0.19 0.48
>50 39 0.20 0.12 0.04 0.18 0.52

IDADE x KI67 NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY - p=0,6956)

IDADE N Media DP Min Mediana Max
<=50 27 0.82 0.11 0.52 0.81 0.97
>50 39 0.80 0.12 0.48 0.82 0.96
ESTADIO x KI67 POSITIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,2335)

ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 19 0.16 0.10 0.04 0.16 0.38
IITI e IV 42 0.21 0.12 0.03 0.20 0.52
ESTADIO x KI67 NEGATIVO (TESTE DE MANN-WHITNEY -
p=0,2335)

ESTADIO N Media DP Min Mediana Max
I e II 19 0.84 0.10 0.62 0.84 0.96
IITI e IV 42 0.79 0.12 0.48 0.80 0.97




Tabela 2 (cont).

outras varidveis.

Cruzamentos e correlagdes dos marcadores com

DIAMETRO x K167

PKi67

DIAMET r= =0.24350
p=  0.0525

n= 64

r= Coeficiente de correlagdo de Spearman
p= p-valor
n= tamanho da amostra
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DIAMETRO
TIPO x KI67 POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0104)
HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 24 0.17 0.09 0.04 0.17 0.36
MUCOSO 17 0.14 0.07 0.05 0.11 0.33
SEROSO 25 0.26 0.14 0.03 0.26 0.52

DIFERENTES: MUCOSO E SEROSO / SEROSO E ENDOMETRIOIDE

TIPO x KI67 NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0104)

HE N Media DP Min Mediana Max
ENDOMETRIOIDE 24 0.83 0.09 0.64 0.83 0.96
MUCOSO 17 0.86 0.07 0.67 0.89 0.95
SEROSO 25 0.74 0.14 0.48 0.74 0.97
DIFERENTES: MUCOSO E SEROSO / SEROSO E ENDOMETRIOIDE
GRAU x KI67 POSITIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0116)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.14 0.08 0.04 0.12 0.33
MODERADO 31 0.24 0.14 0.03 0.25 0.52
POUCO 9 0.22 0.10 0.06 0.25 0.36
DIFERENTES: BEM E POUCO / BEM E MODERADO

GRAU x KI67 NEGATIVO (TESTE DE KRUSKAL-WALLIS -
p=0,0116)

GRAU N Media DP Min Mediana Max
BEM 26 0.86 0.08 0.67 0.88 0.96
MODERADO 31 0.76 0.14 0.48 0.75 0.97
POUCO 9 0.78 0.10 0.64 0.75 0.94
DIFERENTES: BEM E POUCO / BEM E MODERADO




Coeficientes de Correlagdo de Spearman

Tabela 3. Correlagdes entre os marcadores e considerando os

tipos histoldgicos.

PP53 PPten
PPten r= 0.38081 . .
p= 0.0011 TIPO HISTOLOGICO - ENDOMETRIOIDE
n= 70
PKi67 0.41052 0.28642 PP53 PPten
0.0006 0.0197 _ 1432
66 66 PPten r= 0.5143
p= 0.0061
n= 27
PKi67 0.47274 0.33778
0.0197 0.1065
24 24
TIPO HISTOLOGICO - MUCOSO (n=17) TIPO HISTOLOGICO - SEROSO
PP53 PPten PP53 PPten
PPten r= 0.28825 PPten r= 0.26296
p= 0.2619 p= 0.1943
n= 26
PKi67 0.36825 0.24664
0.1458 0.3399 PKi67 0.35150 0.46495
0.0849 0.0192
25 25

* r= coeficiente de correlagcdo de Spearman, p= nivel de significéncia, n=

tamanho da amostra.

Quadro 1 - Resultados das comparag¢des entre tipos histoldgicos.
Idade Estadio
IDADE HE p-valor=0.6170 (Fisher) ESTADIO HE p-valor=0.0294 (Qui-quadrado)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |E |M |'s | Total Col Pct |E |M |'s | Total
<40 3 4 3 10 I e II 8 8 4 20
4.29 5.71 4.29 14.29 12.70 12.70 6.35 31.75
30.00 40.00 30.00 40.00 40.00 20.00
11.11 23.53 11.54 33.33 57.14 16.00
40-70 23 12 20 55 III e IV 16 6 21 43
32.86 17.14 28.57 78.57 25.40 9.52 33.33 68.25
41.82 21.82 36.36 37.21 13.95 48.84
85.19 70.59 76.92 66.67 42.86 84.00
>70 1 1 3 5 Total 24 14 25 63
1.43 1.43 4.29 7.14 38.10 22.22 39.68 100.00
20.00 20.00 60.00
3.70 5.88 11.54 Frequency Missing = 7
————————— o4
Total 27 17 26 70




38.57 24.29 37.14 100.00
Didmetro Grau
GRAU HE
Frequency
HE N Média dp Minimo Mediana Maximo Percent
E 25 12.70 6.71 3.50 11.00 30.00 Row Pct
M 17 21.07 8.28  3.00 25.00  30.00 Col Pct |E % |'s | Total
S 25 11.24 7.09 3.20 9.00 28.00 + + + +
BEM 5 17 4 26
7.14 24.29 5.71 37.14
p-valor=0.0012 (kruskal-Wallis) iz’ﬁ; lgg'gg ig'gg
diferencas: M e E; M e S | ) | ) | ) |
MODERADO 14 0 21 35
20.00 0.00 30.00 50.00
40.00 0.00 60.00
51.85 0.00 80.77
POUCO 8 0 1 9
11.43 0.00 1.43 12.86
88.89 0.00 11.11
29.63 0.00 3.85
+ = o +
Total 27 17 26 70
38.57 24.29 37.14 100.00
Quadro 2 - Comparagdes dos marcadores entre estadio e grau para o tipo
histoldédgico endometridide.
ESTADIO Marcador N Média dp Minimo Mediana Maximo p-valor (Mann-Whitney)
I e II PP53 8 0.29 0.36 0.00 0.15 0.90
IITI e IV PP53 16 0.61 0.41 0.00 0.86 0.98 0.1478
I e II PPten 8 0.90 0.20 0.46 1.00 1.00
IIT e IV PPten 16 0.90 0.19 0.46 1.00 1.00 0.9243
I e II PKi67 7 0.18 0.10 0.04 0.18 0.36
IITI e IV PKi67 16 0.17 0.09 0.04 0.17 0.34 0.9221
GRAU Marcador N Média dp Minimo Mediana Maximo p-valor (Kruskal-Wallis)
BEM PP53 5 0.22 0.37 0.00 0.06 0.86
MODERADO PP53 14 0.57 0.37 0.00 0.77 0.90
POUCO PP53 8 0.69 0.43 0.00 0.90 0.98 0.0765
BEM PPten 5 0.68 0.23 0.46 0.70 1.00
MODERADO PPten 14 0.97 0.12 0.56 1.00 1.00 0.0033
POUCO PPten 8 0.95 0.15 0.59 1.00 1.00 (bem e mod; bem e pouco)
BEM PKi67 5 0.14 0.04 0.08 0.16 0.18
MODERADO PKi67 11 0.15 0.08 0.04 0.16 0.28
POUCO PKi67 8 0.21 0.11 0.06 0.23 0.36 0.4106




PP53 ESTADIO p-valor=0.1032 (Fisher) PP53 GRAU p-valor=0.1614 (Fisher)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |[III e IV| Total Col Pct |BEM | MODERADO | POUCO Total
+ + + e o o o +
0 3 4 7 0 2 3 2 7
12.50 16.67 29.17 7.41 11.11 7.41 25.93
42.86 57.14 28.57 42.86 28.57
37.50 25.00 40.00 21.43 25.00
+ + 2 it Fm—————— Fm—————— Fm——————
<50% 3 1 4 <50% 2 2 0 4
12.50 4.17 16.67 7.41 7.41 0.00 14.81
75.00 25.00 50.00 50.00 0.00
37.50 6.25 40.00 14.29 0.00
+ + + | o - -
50-80 1 2 3 50-80 0 4 0 4
4.17 8.33 12.50 0.00 14.81 0.00 14.81
33.33 66.67 0.00 100.00 0.00
12.50 12.50 0.00 28.57 0.00
————————— -t —_—— =
>80% 1 9 10 >80% 1 5 6 12
4.17 37.50 41.67 3.70 18.52 22.22 44 .44
10.00 90.00 8.33 41.67 50.00
12.50 56.25 20.00 35.71 75.00
————————— -t -—t 4
Total 8 16 24 Total 5 14 8 27
33.33 66.67 100.00 18.52 51.85 29.63 100.00
Frequency Missing = 3
PKi67 ESTADIO p-valor=0.5257 (Fisher) PKi67 GRAU p-valor=0.1377 (Fisher)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |BEM | MODERADO | POUCO Total
+ + + e Fmm————— Fmm————— Fmm————— +
<=30% 6 15 21 <=30% 5 11 6 22
26.09 65.22 91.30 20.83 45.83 25.00 91.67
28.57 71.43 22.73 50.00 27.27
85.71 93.75 100.00 100.00 75.00
+ + 2 et Fm—————— Fm—————— Fm——————
>30% 1 1 2 >30% 0 0 2 2
4.35 4.35 8.70 0.00 0.00 8.33 8.33
50.00 50.00 0.00 0.00 100.00
14.29 6.25 0.00 0.00 25.00
+ + + | o o - +
Total 7 16 23 Total 5 11 8 24
30.43 69.57 100.00 20.83 45.83 33.33 100.00
Frequency Missing = 4 Frequency Missing = 3
PPten ESTADIO p-valor=1.0000 (Fisher) PPten GRAU p-valor=0.0069 (Fisher)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |BEM | MODERADO | POUCO Total
+ + + e o o o +
<100% 2 4 6 <100% 4 1 1 6
8.33 16.67 25.00 14.81 3.70 3.70 22.22
33.33 66.67 66.67 16.67 16.67
25.00 25.00 80.00 7.14 12.50
+ + + e o o o
100% 6 12 18 100% 1 13 7 21
25.00 50.00 75.00 3.70 48.15 25.93 77.78
33.33 66.67 4.76 61.90 33.33
75.00 75.00 20.00 92.86 87.50
+ + 2 B i Fm—————— Fm—————— Fm—————— +
Total 8 16 24 Total 5 14 8 27
33.33 66.67 100.00 18.52 51.85 29.63 100.00

Frequency Missing = 3




Quadro 3 - Comparagdes dos marcadores entre estadio e grau para o tipo
histoldégico mucoso.

ESTADIO Marcador N Média dp Minimo Mediana Maximo p-valor (Mann-Whitney)
I e II PP53 8 0.39 0.43 0.00 0.29 0.89
III e IV PP53 6 0.41 0.34 0.00 0.47 0.77 1.0000
I e II PPten 8 0.77 0.38 0.00 1.00 1.00
III e IV PPten 6 0.86 0.22 0.51 1.00 1.00 0.7902
I e II PKi67 8 0.12 0.05 0.06 0.11 0.19
IITI e IV PKi67 6 0.16 0.10 0.08 0.14 0.33 0.4908
PP53 ESTADIO p-valor=0.0596 (Fisher) PKi67 ESTADIO p-valor=0.4286 (Fisher)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e II |III e IV| Total Col Pct |I e II |III e IV| Total
————————— Fom— ¢ + + +
0 4 1 5 <=30% 8 5 13
28.57 7.14 35.71 57.14 35.71 92.86
80.00 20.00 61.54 38.46
50.00 16.67 100.00 83.33
<50% 0 2 2 >30% 0 1 1
0.00 14.29 14.29 0.00 7.14 7.14
0.00 100.00 0.00 100.00
0.00 33.33 0.00 16.67
50-80 1 3 4 Total 8 6 14
7.14 21.43 28.57 57.14 42.86 100.00
25.00 75.00
12.50 50.00 Frequency Missing = 3
>80% 3 0 3 PPten ESTADIO p-valor=1.0000 (Fisher)
21.43 0.00 21.43 Frequency
100.00 0.00 Percent
37.50 0.00 Row Pct
————— + + + Col Pct |I e IT |III e IV| Total
Total 8 6 14 + + +
57.14 42.86 100.00 <100% 3 2 5
21.43 14.29 35.71
Frequency Missing = 3 60.00 40.00
37.50 33.33
100% 5 4 9
35.71 28.57 64.29
55.56 44.44
62.50 66.67
Total 8 6 14
57.14 42.86 100.00
Frequency Missing = 3
Quadro 4 - Comparacgdes dos marcadores entre estadio e grau para o tipo
histoldégico seroso.
ESTADIO Marcador N Média dp Minimo Mediana Maximo p-valor (Mann-Whitney)
I eII PP53 4 0.46 0.53 0.00 0.45 0.94
III e IV PP53 21 0.49 0.42 0.00 0.72 0.97 0.8569
I e II PPten 4 0.98 0.04 0.91 1.00 1.00
III e IV PPten 21 0.86 0.19 0.36 0.97 1.00 0.2602
I e II PKi67 4 0.23 0.14 0.04 0.26 0.38
III e IV PKi67 20 0.25 0.14 0.03 0.26 0.52 0.9110
GRAU Marcador N Média dp Minimo Mediana Maximo p-valor (Mann-Whitney)
BEM PP53 4 0.04 0.08 0.00 0.00 0.15
MODERADO PP53 21 0.57 0.40 0.00 0.79 0.95 0.0536




BEM PPten 4 0.85 0.16 0.63 0.88 1.00

MODERADO PPten 21 0.88 0.19 0.36 1.00 1.00 0.4183
BEM PKi67 4 0.13 0.13 0.04 0.08 0.33
MODERADO PKi67 20 0.28 0.14 0.03 0.27 0.52 0.1146
POUCO PP53 1 0.97 . 0.97 0.97 0.97
PPten 1 1.00 . 1.00 1.00 1.00
PKi67 1 0.25 . 0.25 0.25 0.25
PP53 ESTADIO p-valor=1.0000 (Fisher) PP53 GRAU p-valor=0.1474 (Fisher)-pouco
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |BEM |MODERADO |POUCO | Total
+ + + e o o o +
0 1 6 7 0 2 5 0 7
4.00 24.00 28.00 7.69 19.23 0.00 26.92
14.29 85.71 28.57 71.43 0.00
25.00 28.57 50.00 23.81 0.00
+ + 4 + ——tm——————— Fom—————— +
<50% 1 4 5 <50% 2 3 0 5
4.00 16.00 20.00 7.69 11.54 0.00 19.23
20.00 80.00 40.00 60.00 0.00
25.00 19.05 50.00 14.29 0.00
+ + + + ——tm Fo——————— +
50-80 0 3 3 50-80 0 3 0 3
0.00 12.00 12.00 0.00 11.54 0.00 11.54
0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
0.00 14.29 0.00 14.29 0.00
+ + + e o o o +
>80% 2 8 10 >80% 0 10 1 11
8.00 32.00 40.00 0.00 38.46 3.85 42.31
20.00 80.00 0.00 90.91 9.09
50.00 38.10 0.00 47.62 100.00
————————— Fom— et ———+ et e e A
Total 4 21 25 Total 4 21 1 26
16.00 84.00 100.00 15.38 80.77 3.85 100.00
Frequency Missing = 1
PKi67 ESTADIO p-valor=1.0000 (Fisher) PKi67 GRAU p-valor=1.0000 (Fisher)-pouco
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |BEM |MODERADO |POUCO | Total
+ + + e o o Fo———— +
<=30% 3 13 16 <=30% 3 12 1 16
12.50 54.17 66.67 12.00 48.00 4.00 64.00
18.75 81.25 18.75 75.00 6.25
75.00 65.00 75.00 60.00 100.00
+ + 4 + ——tm——————— Fom—————— +
>30% 1 7 8 >30% 1 8 0 9
4.17 29.17 33.33 4.00 32.00 0.00 36.00
12.50 87.50 11.11 88.89 0.00
25.00 35.00 25.00 40.00 0.00
+ + + e o o —— o +
Total 4 20 24 Total 4 20 1 25
16.67 83.33 100.00 16.00 80.00 4.00 100.00
Frequency Missing = 2 Frequency Missing = 1




PPten ESTADIO p-valor=0.5930 (Fisher) PPten GRAU p-valor=0.3217 (Fisher) -pouco
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |BEM |MODERADO |POUCO | Total
—_—— + + + e o o o +
<100% 1 11 12 <100% 3 9 0 12
4.00 44.00 48.00 11.54 34.62 0.00 46.15
8.33 91.67 25.00 75.00 0.00
25.00 52.38 75.00 42.86 0.00
4 4 + e Fo——————— Fom—————— Fo——————— +
100% 3 10 13 100% 1 12 1 14
12.00 40.00 52.00 3.85 46.15 3.85 53.85
23.08 76.92 7.14 85.71 7.14
75.00 47.62 25.00 57.14 100.00
- + + + e o o o +
Total 4 21 25 Total 4 21 1 26
16.00 84.00 100.00 15.38 80.77 3.85 100.00
Frequency Missing = 1
Quadro 5 - Comparagdes entre estadios.
Idade Grau
IDADE ESTADIO p-valor=0.2314 (Fisher) GRAU ESTADIO p-valor=0.0914 (Qui-quadrado)
Frequency Frequency
Percent Percent
Row Pct Row Pct
Col Pct |I e IT |III e IV| Total Col Pct |I e IT |III e IV| Total
<40 4 6 10 BEM 11 12 23
6.35 9.52 15.87 17.46 19.05 36.51
40.00 60.00 47.83 52.17
20.00 13.95 55.00 27.91
————————— e et e t o+
40-70 13 35 48 MODERADO 8 24 32
20.63 55.56 76.19 12.70 38.10 50.79
27.08 72.92 25.00 75.00
65.00 81.40 40.00 55.81
>70 3 2 5 POUCO 1 7 8
4.76 3.17 7.94 1.59 11.11 12.70
60.00 40.00 12.50 87.50
15.00 4.65 5.00 16.28
Total 20 43 63 Total 20 43 63
31.75 68.25 100.00 31.75 68.25 100.00
Frequency Missing = 7 Frequency Missing = 7

Para a andlise multivariada dos marcadores em fungdo dos fatores: tipo
histolégico, grau e estadio, foi utilizada a regressdo logistica.

Quadro 6 - Andlise de regressido logistica multivariada para o p53.

Parédmetro Estimativa Erro p-valor OR IC95%
padrao

Intercept >80% 0.9536 0.9157 0.2977 -

Intercept <=80% 2.4764 0.9562 0.0096 -

HE E xS -0.0930 0.5920 0.8751 0.911 0.286 ; 2.907
HE M x S 0.3825 0.8864 0.6661 1.466 0.258 ; 8.329
GRAU BEM x POUCO -2.2740 1.0309 0.0274 0.103 0.014 ; 0.776
GRAU MODERADO x POUCO -1.2357 0.8899 0.1650 0.291 0.051 ; 1.663
ESTADIO I e IT x III e IV -0.3066 0.5464 0.5747 0.736 0.252 ; 2.147
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Quadro 7 - Andlise de regressido logistica multivariada para o pten.

Parédmetro Estimativa Erro p-valor OR IC95%
padrao
Intercept 0.3120 1.3857 0.8219 -
HE E x S 1.4130 0.8724 0.1053 4.108 0.743; 22.714
HE M x S 2.6723 1.2140 0.0277 4.473 1.340;156.290
GRAU BEM x POUCO -2.7043 1.4080 0.0548 0.067 0.004; 1.057
GRAU MODERADO X POUCO -0.0662 1.3432 0.9607 0.936 0.067; 13.019
ESTADIO I e IT x III e IV 0.5572 0.6961 0.4235 1.746 0.446; 6.831
Quadro 8 - Andlise de regressido logistica multivariada para o ki67.
Parédmetro Estimativa Erro p-valor OR IC95%
padrao
Intercept -0.7973 1.3035 0.5408 -
HE E x S 2.2370 1.1589 0.0536 9.365 0.966 ; 90.775
HE M x S 1.2069 1.5588 0.4388 3.343 0.158 ; 70.951
GRAU BEM x POUCO 2.0397 1.6300 0.2108 7.688 0.315 ;187.621
GRAU MODERADO x POUCO 1.4309 1.3072 0.2737 4.182 0.323 ; 54.215
ESTADIO I e IT x IIT e IV 0.2105 0.9324 0.8214 1.234 0.199 ; 7.675
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Graficos de Dispersédo

PTEN POSITIVO

Tabela 4. Graficos de Dispersao.
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