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RESUMO



Mudangas no padrao de expressio das moléculas de adesdo sdo observadas no
desenvolvimento tumoral em diferentes tipos de cancer, estando relacionadas com invasao
e metdstase. O objetivo deste estudo foi analisar e comparar os padrdes de expressao de o-
e B-cateninas, E- e N-caderinas em tumores malignos e benignos do epitélio ovariano de
superficie, visando estabelecer possiveis correlagdes entre a expressdo destas moléculas, o
estddio tumoral e a manifestacdo de metéstases, nas neoplasias malignas. Preparacoes de
imunoistoquimica foram obtidas a partir de 88 bidpsias (39 benignas e 49 malignas)
incluidas em parafina, procedentes de mulheres submetidas a cirurgia para retirada dos
ovarios no periodo de 1993 a 2001, no hospital da Universidade Estadual de Campinas.
Estas foram avaliadas segundo o numero de células positivas, as estruturas celulares e a
intensidade da reacdo para cada uma das moléculas analisadas. Os resultados mostraram
que a maioria dos tumores malignos apresentou reagdes imunoistoquimicas de maior
intensidade (p=0,01) para B-catenina, além de maior nimero de células positivas para o-
catenina (p=0,04). Os carcinomas endometridides apresentaram expressdo aumentada de [3-
catenina, tanto em nimero de células positivas (p=0,04) como também na intensidade das
reacoes (p=0,01). Os tumores malignos onde a marcacdo para E-caderina manteve-se
preservada na membrana corresponderam aos casos que ndo evoluiram para metastases,
enquanto os tumores malignos que apresentaram expressao nula ou restrita ao citoplasma,
para esta proteina, evoluiram como recidivas da doenga (p=0.04). Considerando estes
dados, a E-caderina pode ser um bom marcador de progndstico para cancer de ovario.
Paralelamente, a expressdo de - e a-cateninas aparece estatisticamente aumentada nos
tumores malignos, sugerindo a possivel utilizagdo destes como marcadores discriminantes

de malignidade.

Quanto a N-caderina, os dados mostraram que a expressao desta estd relacionada mais
precisamente ao tipo histolégico dos tumores, do que com o estddio tumoral ou evolugdo

dos casos.
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ABSTRACT



Changes in the expression pattern of the adhesion molecules are observed in the malignant
development of different types of cancer, being related with tumor cell invasion and
metastasis. The aim of this study was to analyze and compare the expression patterns of a-
and B-catenins, E- and N-cadherins in benign and malignant tumors of the ovarian surface
epithelium, trying to establish possible correlations between the expression of these
molecules, the tumor staging and the manifestation of metastasis in the malignant
neoplasias. Immunohistochemical preparations, obtained from 88 paraffin-embedded
biopsies (39 benign and 49 malignant) taken from women who underwent surgery for the
resection of the ovaries from 1993 to 2001, in the hospital of the State University of
Campinas. These samples were evaluated accordingly to the number of positive cells,
stained cellular structures and reaction intensity for each one of the analyzed molecules.
The results showed that most of the malignant tumors presented more intense [-catenin
immunoreactions (p=0,01) and also a bigger number of a-catenin positive cells (p=0,04).
Endometrioid carcinomas presented increased expression of [B-catenin, in number of
positive cells (p=0,04) and in the intensity of the immunoreactions (p=0,01). Malignant
tumors where the E-cadherin staining was preserved in the membrane showed no
metastasis, whereas E-cadherin negative cases or cases which presented E-cadherin
expression just in the cytoplasm had metastasis in their evolution (p= 0,04). Considering
these results, E-cadherin might be a marker of prognosis value in ovarian cancer. In
addition, the increased expression of - and a-catenin in malignant ovarian tumors suggests
the use of these molecules as markers of malignancy. This data also showed that the N-
cadherin expression was correlated with different histologic ovarian tumor types, but not

with tumor staging or case evolution.

Abstract
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CANCER DE OVARIO

O cancer de ovario é o quinto tipo de cincer que mais acomete mulheres nos
Estados Unidos e o segundo mais comum entres os tumores do trato genital feminino,
perdendo apenas para o cancer de utero, porém sendo o primeiro em taxa de mortalidade.
Naquele pais, estima-se que, a cada ano, aproximadamente 23.100 novos casos sejam
diagnosticados e que 15.000 mulheres morram vitimadas pela doenga (GREENLEE et al.,
2000). No Brasil, o cancer de ovario aparece como o terceiro em incidéncia entre os
tumores ginecoldgicos, depois dos canceres de mama e de colo uterino, tendo sido
estimada, no ano de 2001, a ocorréncia de 3.280 novos casos da doenca (INCA, 2001). A
dificuldade para o diagndstico precoce do cancer de ovdrio, faz com que este seja um dos
tumores que mais matam mulheres, independentemente dos recursos propedéuticos e do

estdgio de desenvolvimento dos paises (ROSENTHAL e JACOBS, 1998).

A etiologia do cancer de ovdrio ainda ndo estd completamente esclarecida.
Existem evidéncias de que os processos continuos e ininterruptos de regeneracio celular,
decorrentes da ovulacao, assim como a estimulacdo hormonal e a exposicao a carcindgenos,
estejam envolvidos nos passos que levam a transformacdo maligna, em razdo da facilitagdao
para ocorréncia de mutacoes e fixacdo destas nas células alteradas (DALY e OBRAMS,

1998).

Estudos epidemiolégicos apontam para uma relacdo inversa entre paridade e
ocorréncia do cancer de ovério. Assim, mulheres nuliparas estariam mais sujeitas a este tipo
de cancer do que aquelas que ja tiveram filhos. Mulheres com histérico familiar de canceres
de mama, ovdrio e intestino, também estariam mais propensas ao desenvolvimento desta
neoplasia (HARTGE et al., 1994). Em contrapartida, o uso de contraceptivos orais parece

constituir um dos fatores de protecao, segundo ROSSING et al. (1994).

Aproximadamente 90% dos tumores ovarianos tém origem no epitélio de
superficie do ovéario (TORTOLERO-LUNA e MITCHEL, 1995). As caracteristicas
particulares deste tecido, em contraposi¢cdo aos demais epitélios de revestimento, associadas
a alta incidéncia de metdstases a distincia, justificam a urgéncia de estudos sobre o
comportamento bioldgico destas populacdes celulares e de suas moléculas de adesdao, como

participantes da carcinogénese ovariana (ONG et al., 2000).

Introdugdo
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MOLECULAS DE ADESAO CELULAR

Estudos sobre desenvolvimento embriondrio apontam para a importancia das
moléculas de ades@o presentes na superficie celular. Estas formam diferentes tipos de
juncdes celulares (juncdes intercelulares e célula-matriz), exercendo papel crucial em
processos bioldgicos como: morfogénese, reconhecimento € comunicacao celular, migracao

celular e processos de cicatrizagdo tecidual (COLLARES-BUZATO, 2001).

Em vérios tipos de neoplasias humanas, hi também evidéncias de que
alteracOes na expressdo das moléculas de adesdo desempenhem importante papel na
evolucgdo para a malignidade, sugerindo assim o estudo destas nos processos carcinogénicos

(TAMURA, 1997).

Atualmente, muitas proteinas trans-membrana, responsaveis pela regulacdo das
adesoes intercelulares, vém sendo identificadas e descritas e, entre estas, estdo as Caderinas

e as Cateninas.

PAPEL DAS CADERINAS E CATENINAS NOS PROCESSOS DE INVASAO E
METASTASE

Os processos de invasdo e metdstase do cancer envolvem a alteracdo de
diferentes sistemas de adesdo celular, envolvendo vdarias moléculas, codificadas por

diferentes familias de genes.

As caderinas sdo glicoproteinas responsdveis pelo mecanismo de adesdo célula-
célula célcio-dependente, sendo importantes na composi¢cao da arquitetura tecidual de todo
o organismo (GOODSELL, 2002). Estao divididas em varios subtipos, distintos quanto a
distribuicdo tecidual, sendo: E-caderina, encontrada principalmente em epitélios; P-
caderina, presente na placenta e no endométrio; N-caderina, em tecidos de origem nervosa;
M-caderina, em musculo; etc.. Estas moléculas estdo inseridas na membrana na forma de
dimeros unidos por pontes de Ca*?, e a adesdo intercelular se d4 pela interacdo, também por
pontes de Ca+2, dos dominios extracelulares de varios destes dimeros entre células vizinhas,
formando estruturas chamadas de juncdes de adesio (ESQUEMA 1). Esta interacdo €

homotipica, de modo que, somente células semelhantes ou que expressam o mesmo subtipo

Introdugdo
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ou um conjunto idéntico de subtipos de caderina irdo aderir-se umas as outras

(COLLARES-BUZATO, 2001; BREMNER et al., 2002).

A regido citoplasmadtica das caderinas associa-se indiretamente ao citoesqueleto
por meio de um complexo de proteinas denominadas cateninas. Existem trés categorias de
cateninas: a-catenina, [3- catenina e placoglobina (ou y-catenina). A molécula de caderina
interage diretamente com a [-catenina ou com a placoglobina, as quais se associam com a
a-catenina. Esta, por sua vez, liga os complexos caderina/3- catenina e
caderina/placoglobina aos microfilamentos de F-actina e a-actina do citoesqueleto celular

(ESQUEMA 1). Alteragdes na ligacdo entre caderinas e cateninas resulta em

comprometimento da adesdo intercelular (COLLARES-BUZATO, 2001).

Nos processos de progressdo tumoral, varios mecanismos moleculares podem
estar envolvidos na perda de adesao entre as células neopldasicas: 1) mutagdes nos genes que
codificam caderinas e cateninas; 2) repressdo do processo de transcricdo dos genes das
caderinas e cateninas (através da metilacdo do promotor génico) ou 3) comprometimento da
interagdo molecular entre caderinas e cateninas (através de fosforilacdo dos residuos de
tirosina destas moléculas causada por oncovirus, por exemplo) (COLLARES-BUZATO,
2001; GOODSELL, 2002).

Dentre as caderinas, a E-caderina ¢ atualmente a mais estudada em processos
neoplésicos, sendo apontada como uma molécula supressora de invasdo e metdstase

tumoral (CHRISTOFORI e SEMB,1999).

Estudos realizados com diferentes tipos de tumores humanos tém mostrado que
muitos carcinomas apresentam niveis reduzidos de E-caderina, quando comparados aos
niveis de expressao dos respectivos tecidos normais, com perda acentuada de expressao nos
carcinomas mais invasivos, como nos lobulares de mama e nos adenocarcinomas géstricos

(CHAN e WONG, 2001).

Correlagdes inversas entre a expressao de E-caderina e a invasdo celular foram
observadas ainda em linhagens celulares de carcinomas de es6fago, intestino, endométrio,
mama, pulmao, bexiga e pancreas, enquanto que regulacdo comprometida de sua expressao
ocorre numa grande variedade de carcinomas solidos, incluindo os de cdlon e reto, de pele,

meninges, esdfago, tiredide, glandulas mamarias, estdbmago, figado, rim, pancreas, bexiga,
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cérvice e prostata (DAVIES et al., 1998). Alteracdes na expressdo da E-caderina e/ ou falha
na unidade funcional E-caderina/cateninas foram também detectadas em lesOes pré-
invasivas do c6lon do intestino (adenomas), cérvice (neoplasia intraepitelial cervical) e

esoOfago (displasia de Barrett’s) (SMITH e PIGNATELLI, 1997).

Mutacdes somaticas no gene da E-caderina ja foram descritas, em diferentes
tipos de neoplasias. As mais comumente citadas sdo a metilacdo do promotor génico e a
perda de heterozigose* (LOH, do inglés loss of heterozygozity) que resultam em formas
alteradas, truncadas ou em expressdo nula da proteina (SMITH e PIGNATELLI, 1997;
CHAN e WONG, 2001).

Mutacdes germinativas do gene codificador CDHI (localizado em 16q23),
embora pouco comuns, foram descritas em alguns membros de familias afetadas por uma
sindrome rara de cancer hereditirio de mama e estomago (Hereditary Diffuse Gastric

Cancer) (CHAN e WONG, 2001).

A N-caderina, primeiramente isolada em tecidos de origem nervosa, é
normalmente expressada pelas células do epitélio de superficie do ovario ndo neoplasico,

cuja expressao de E-caderina encontra-se reduzida ou mesmo ausente (WONG et al., 1999).

Estudos de ISLAM et al. (1996) mostraram que a N-caderina é capaz de induzir
o desenvolvimento de um fen6tipo mesenquimal mais achatado e a redugdo dos niveis de
E- e P-caderinas, em linhagens celulares de carcinomas provenientes de células escamosas
bucais. Este achado sugere que a N-caderina deve contribuir diretamente para a formagao
do fenétipo celular invasivo. Confirmando esta hipdtese, estudos t€ém mostrado que,
enquanto a E-caderina é capaz de promover apenas a ligacao célula-célula, a N-caderina
pode promover tanto interacdes celulares estdveis quanto ldbeis, as quais facilitariam a
ocorréncia de processos dindmicos como crescimento, migracdo e invasao celular (RIEHL
et al., 1996; BIXBY e ZHANG, 1999; HAZAN et al., 1997). Em contra partida, estudos in
vitro realizados com mieloblastos normais sugerem que a N-caderina promove inibicao de

contato e de migracdo celular (HUTTENLOCHER et al., 1998).

* Perda do alelo normal (por mutagio, delecdo, recombinagdo somdtica ou perda e reduplicagio), em células
provenientes de individuos heterozigotos para um determinado gene (gene supressor de tumor), levando a
perda ou deficiéncia na fung@o génica e aquisi¢do do fenétipo tumoral (Modificado de JORDE et al., 1995).
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Estudos mais recentes sugerem que a N-caderina acelera a sinalizagdo via
tirosina quinases € a mobilidade celular, sendo que altos niveis desta proteina t€ém sido
observados em linhagens celulares de tumores invasivos. A habilidade da N-caderina em
acelerar os processos celulares de mobilidade, invasdo e metdstase deve-se, aparentemente,
a ativacdo dos receptores de sinais do fator de crescimento fetal FGF-2 (do inglés, feral
growth factor-2), envolvendo interacdes entre estes € o dominio extracelular das moléculas
de N-caderina (NIEMAN et al., 1999; HAZAN et al., 2000). Em estudos de linhagens
celulares de mama, h4 relatos de que a producdo de metaloproteinase-9 (MMP-9) estaria
aumentada através da expressdo da N-caderina, em resposta a fatores de crescimento,
conferindo a estas células uma maior capacidade de invadir a matriz extracelular (HAZAN

et al.,2000).

A P-catenina (proteina codificada pelo gene CTNNBI, mapeado no
cromossomo 3p21) exerce papel na sinalizacdo intracelular, localizando-se como “pocos”
de proteinas monoméricas livres no citoplasma. Esta proteina pode também penetrar no
nucleo, onde atua como fator de transcri¢cao génica para genes que estimulam a proliferacao

celular, como o c-myc e o cyclin DI (PEIFER, 1997; PEIFER e POLAKIS, 2000).

Os niveis citoplasmdticos de [-catenina sdo controlados pela Via de
Transmissao de Sinais Wnt (ESQUEMA 1). Quando ndo ha sinalizacdo Wnt (como ocorre
na maioria das células normais adultas), a B-catenina é seqiiestrada em um complexo
formado pelo produto do gene Adenomatous Polyposis Coli (APC), a enzima GSK-3 (do
inglés glycogen synthase kinase 3), e a proteina Axin, sendo rapidamente destruidas nos
proteossomos através de fosforilagdo mediada pela GSK-3. Quando as células sdo expostas
as proteinas de sinalizagdo Wnt (como ocorre durante desenvolvimento embriondrio), esta
via € novamente iniciada, ativando a proteina Disheveled (Dsh) que, por sua vez, regula
para baixo a atividade do complexo GSK-3/ Axin/ APC, bloqueando a fosforilagdo da -
catenina. Deste modo, a [-catenina escapa a destrui¢do, acumulando-se no citoplasma e
entrando também no nucleo celular, onde se liga a familia dos genes TCF/LEF (do inglés T
Cell Factor-lymphoid Enhancer Factor Family), desencadeando assim a transcricdo génica

(PEIFER e POLAKIS, 2000; BREMNER et al., 2002).
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Modificado de CONACCI-SORRELL et al., 2002.

ESQUEMA 1- O duplo papel da B-catenina, na adesdo celular e na ativacdo da
transcri¢do génica: A B-catenina (B) e a Placoglobina (Pg) ligam-se a
caderina e, via o-catenina, ligam-se ao citoesqueleto celular,
formando a jun¢do de adesdo (AJ). Quando a via de sinalizacdo Wnt
esta inativa, as moléculas livres de P-catenina sdo recrutadas pelo
complexo GSK3/APC/Axin e, apds fosforilacdo, € degradada nos

proteossomos 26S.

Mutagdes na proteina APC (Adenomatous Polyposis Coli gene, mapeado no
cromossomo 5qg21), componente do complexo de destruicdo da [B-catenina, assim como
mutagdes na propria P-catenina, mimetizam o efeito da Via Wnt ativada, ou seja,
impossibilitam a ligacdo da PB-catenina ao complexo GSK-3/ Axin/ APC/ proteossomos e
sua degradacdo pela enzima GSK-3. Conseqiientemente, ocorre o acimulo desta no interior
da célula (PEIFER,1997). Mutacdes na P-catenina foram descritas em alguns casos de
cancer de cOlon e reto, para os quais ndo foram encontradas mutacdes na proteina APC
(ILYAS e TOMLINSON, 1997). A B-catenina também pode interagir com receptores de
tirosina quinases, como os receptores do fator de crescimento epitelial (EGF, do inglés

epithelial growth factor) e sofrer alteracdes de fosforilacdo, resultando na possivel
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modulacdo responsavel pela formagdo dos complexos de adesao intercelular, mediados pelo

complexo E-caderina-cateninas (BREMNER et al., 2002).

Estudos sugerem que apenas o aumento dos niveis de P-catenina pode ser
suficiente para promover formacdo de tumores, apontando para o importante papel das
mutacdes desta proteina na transformacdo tumoral em diversos tipos celulares (MILLER et

al., 1999).

A a-catenina (proteina codificada pelo gene CTNNAI, mapeado no
cromossomo 5q) aparece fortemente expressa na membrana de células epiteliais nao
neoplésicas. Porém, 76% dos tumores de mama, célon, estbmago e esdfago apresentam
expressdo reduzida desta molécula que, nestes casos, € encontrada difusa no citoplasma e
ausente na membrana celular (SHIOZAKI et al, 1996), o que sugere a possibilidade de

anormalidades estruturais e funcionais na molécula de a-catenina, durante a carcinogénese.

Dele¢des homozigdticas no gene da a-catenina, levando a perda da capacidade
de adesdo celular, tém sido observadas em linhagens celulares de carcinomas pulmonares.
Nestas, a capacidade de adesdo celular pdde ser restaurada, através da introducdo de
moléculas a-catenina do tipo selvagem no sistema (HIRANO et al., 1992). O mesmo
fendmeno foi também observado em uma linhagem de carcinoma ovariano, que também
apresentava delecdoes no gene da o-catenina (BULLIONS et al., 1997). Além disso,
delecdes no sitio de ligagdo da B-catenina, no gene CTNNAI, tém sido identificadas em
carcinomas gastricos de células em anel de sinete. Nestas células, o complexo E-caderina/
B-catenina € formado, mas a falta de a-catenina ndo permite a ligacdo as moléculas de
actina do citoesqueleto, com conseqiiente perda de adesao celular (CONACCI-SORRELL
et al., 2002).

Em estudo com camundongos, onde o gene da a-catenina foi eliminado nos
tecidos da epiderme, as juncdes de adesdo caderina/cateninas foram rompidas e as células
epiteliais passaram a proliferar além do normal (VASIOUKHIN et al., 2001). Esta hiper-
proliferagdo celular tem sido atribuida a sinalizacdo aberrante mediada pelas moléculas

participantes dos sistemas de adesdo, sugerindo assim que rupturas no complexo caderina/
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cateninas estariam diretamente contribuindo para a oncogénese (CONACCI-SORRELL et

al., 2002).

EXPRESSAO DAS CADERINAS E CATENINAS EM TUMORES DE MAMA E
OVARIO

A expressado reduzida ou ausente das caderinas e cateninas aparece associada ao
desenvolvimento de metastases, nos carcinomas de mama. Ha também relatos sobre a
ocorréncia de intensa reagdo imunoistoquimica para a E-caderina, o- e - cateninas em
tumores metastaticos de mama, em portadoras de tumores primarios nos quais a expressao
destas proteinas estava ausente. Este fato sugere a re-expressao dessas moléculas de adesao
pelas células tumorais mamadrias, apds desprendimento dos tumores primarios

(BULKHOLM et al. 1998; ILYAS, 2000).

A re-expressdo de moléculas de adesdo, observada nas metéstases de cancer de
mama, pode ser importante, e talvez necessdria, para que as células tumorais possam se
fixar a outros 6rgdos do organismo; porém os mecanismos envolvidos neste processo

permanecem obscuros (BULKHOLM et al., 2000).

A perda da funcdo do complexo E-caderina/cateninas parece ser um ponto
essencial para o desenvolvimento dos carcinomas de mama, quer lobulares, quer ductais,
sendo observada amplificacdo do c-Erb-B2 (ILYAS, 2000), mutagdes no gene da E-

caderina ou perdas alélicas no cromossomo 16q (BERX et al., 1998).

Estudos mais recentes relatam a ocorréncia de mutacdes no dominio
extracelular do gene da E-caderina, gerando uma proteina truncada, incapaz de participar
dos complexos com as cateninas, estando presente em 60% dos casos de carcinomas
lobulares invasivos de mama. Os carcinomas lobulares in-situ também apresentavam
mutacdes na E-caderina, sugerindo a inativac¢do desta como um evento inicial na génese dos

carcinomas lobulares mamarios (CHAN e WONG, 2001).

A expressdo da N-caderina em carcinomas de mama parece correlacionar-se
com os processos de mobilidade e invasdo. Os experimentos de NIEMAN et al. (1999)

mostraram que a expressao induzida de E-caderina, em células N-caderina positivas, nao
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reduziu a mobilidade nem a sua capacidade invasiva. Entretanto, a expressao induzida de
N-caderina, em células E-caderina positivas, tornou-as mais invasivas, mesmo estas
continuando a expressar altos niveis de E-caderina. Isso sugere que a N-caderina possa

promover diretamente a mobilidade celular nos carcinomas de mama.

Contrastando com o padrao observado nos tumores de mama e na maioria dos
tecidos tumorais, a expressao da E-caderina no epitélio de superficie do ovario normal €
rara; porém torna-se abundante em tumores epiteliais ovarianos, especialmente nos
carcinomas bem-diferenciados, contrastando com a perda de expressdo observada nos
carcinomas ovarianos pouco diferenciados (WONG et al., 1999). Estudos sugerem ainda
que as cateninas o e [3 estariam constantemente expressas no epitélio ovariano normal e nos
tumores ovarianos benignos, contrastando com os niveis especialmente reduzidos ou

ausentes nos carcinomas pouco diferenciados (DAVIES et al., 1998).

DARAI e SCOAZEC (1999) relataram a ocorréncia de um decréscimo na
expressdo de E-caderina nos primeiros passos da carcinogénese ovariana humana, durante a
transicao da condicdo de tumor benigno para a de tumor borderline (SCULLY et al., 1999)
(ANEXO 1II), sendo que na evolucdo para tumor maligno ocorrem alteracdoes na expressao
de N-caderina. Em contrapartida, os resultados de ONG et al. (2000) mostraram que a
expressdo de N-caderina nio é afetada pela progressao neoplasica das células do epitélio
ovariano de superficie, estando a expressdo de E-caderina aumentada no inicio do processo
da carcinogénese ovariana e reduzida nos carcinomas de estdgios avancados e de alto grau
histolégico.

Os mecanismos que regem essas mudangas in vivo podem incluir mecanismos
autdcrinos e paracrinos, assim como mecanismos genéticos e epigenéticos, envolvendo a E-
caderina e as moléculas a ela associadas, sendo porém rara a ocorréncia de mutagdes no
gene da E-caderina, nas neoplasias epiteliais ovarianas.

Atualmente, sabe-se que, no epitélio ovariano, a expressao de caderinas esta
diminuida nos tumores borderline e malignos, dados que podem auxiliar na distin¢do entre
estes e os benignos (DARAI e SCOAZEC, 1999).

As caderinas e as moléculas de APC (produto do gene Adenomatous Polyposis
Coli) competem pela interacdo com a [-catenina, sugerindo que os complexos formados

por estas proteinas e as cateninas podem regular o balangco entre migracdo, adesdo e
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proliferacdo celulares, nos tecidos epiteliais. Estudos mostram que a proteina APC localiza-
se em sitios da membrana plasmadtica das células do epitélio de superficie do ovario (OSE,
do inglés, ovarian surface epithelium) envolvidos na migracdo celular ativa, como resposta
a cicatrizacdo de feridas. Este fato sugere que os complexos APC-cateninas podem ser
importantes na migracdo das células epiteliais ovarianas para reparar a lesdo causada pela

liberagdo do foliculo durante a ovulagdo (DAVIES et al., 1998).

Ha estudos indicando que a expressdo de a- e - cateninas estaria mantida nos
cistoadenomas e reduzida ou completamente ausente em alguns adenocarcinomas ovarianos
(DAVIES et al., 1998). Nos casos de cancer de ovério, a perda de heterozigose no
cromossomo 5q, onde estd localizado o gene da o- catenina, é bastante comum
(SHELLING et al.,1995). Entretanto, mutagdes neste gene parecem ser eventos raros nas
neoplasias epiteliais ovarianas, indicando talvez que o desenvolvimento tumoral para a
malignidade ndo esteja relacionado com a ocorréncia de mutagdes no gene da o- catenina

(DAVIES et al., 1998).
PALACIOS e GAMALLO (1998) relataram mutagcdes no gene da [B-catenina

em tumores ovarianos endometridides, acompanhando a localizagdo nuclear desta
molécula. Os resultados de WRIGHT et al. (1999) também sugerem que mutagdes ativas da
B-catenina seriam importantes na progressao de um pequeno ndmero de tumores
endometriéides do OSE. Entretanto, nos demais tipos histolégicos analisados, observaram
auséncia de mutagdes neste gene e expressao nula de B-catenina no nucleo celular. Estas
observagdes estdo de acordo com a hipétese de que diferentes subtipos histologicos de
cancer de ovdrio representam eventos tumorais distintos e independentes (WRIGHT et
al.,1999).

Os estudos de WRIGHT et al. (1999) mostram ainda que a maioria das
mutacdes no gene CTNNBI removem sitios de fosforilacdo, estabilizando a -catenina e
ativando, o complexo transcricional B-catenina-Tcf-Lef, no nicleo celular. Deste modo, as
mutagdes no gene CTNNBI, observadas em carcinomas ovarianos endometridides de
estdgio e grau histolégicos pouco avancados, poderiam ser consideradas eventos iniciais

importantes no desenvolvimento tumoral. Por sua vez, DAVIES et al. (1998) relataram nao
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ter encontrado correlacdo entre estdgio tumoral, tipo histolégico do tumor e expressdo da 3-

catenina.

ABORDAGEM METODOLOGICA PARA DETECCAO DAS CADERINAS E
CATENINAS - IMUNOISTOQUIMICA

A técnica de Imunoistoquimica baseia-se na habilidade de um anticorpo
reconhecer seu antigeno especifico e na deteccdo desta interacdo, através de diferentes

métodos de marcacgdo.

Os ensaios de imunoistoquimica foram introduzidos por COONS et al. (1941).
Estes demonstraram a existéncia de antigenos virais de pneumococci em tecidos, utilizando
anticorpos marcados com uma substancia fluorescente. A partir dai, surgiram o método de
marcacdo indireta, as técnicas de marcagdo enzimdtica através de imunoperoxidase
(AVRAMEAS e URIEL, 1966) e da peroxidase/ anti-peroxidase (PAP) (STERNBERGER,
1979), além do complexo avidina-biotina (ABC Complex) (FALINI e TAYLOR, 1983).
Tais recursos permitiram a marcagdo em tecidos fixados e incluidos em parafina e a
observacdo desta marcacdo ao microscopio de luz convencional. Na década de 80, as
técnicas de imunoistoquimica ganharam credibilidade, passando a ser utilizadas pelos
patologistas como ferramenta auxiliar no diagndstico andtomo-patoldgico (FALINI e

TAYLOR, 1983).

Os testes de imunoistoquimica sdo féaceis e rdpidos de ser executados,
apresentando baixo custo financeiro, quando comparados aos de biologia molecular. Além
disso, permitem a visualiza¢do da expressao antigénica sem que seja necessdria a destruicao
da morfologia dos tecidos, o que € de extrema importincia nos estudos anatomo-

patolégicos.

A melhoria na qualidade dos anticorpos e dos sistemas de amplificacdo de
sinais oferecidos comercialmente, o uso de controles de reacdo, assim como a busca de
padronizacdo dos protocolos e das formas de interpretacdo dos resultados, t€ém possibilitado
uma andlise menos subjetiva e de cardter ndo s6 qualitativo, mas também direcionado a
avaliacdes quantitativas dos ensaios imunoistoquimicos (VAN DIEST et al.,, 1997;

SEIDAL et al., 2001).

Introdugdo

30



A deteccdo da expressdao das caderinas e cateninas no diagndstico anatomo-
patoldgico, realizada através de ensaios imunoistoquimicos, vem sendo utilizada na
distin¢do entre carcinomas lobulares e ductais de mama, sendo 0s primeiros quase sempre
negativos para E-caderina, enquanto os outros freqiientemente apresentam-se positivos. A
marcacao com anticorpos anti-E- e anti-N-caderina podem ainda ser utilizados na distin¢ao
entre carcinomas € mesoteliomas, em bidpsias de pleura/peritdnio, uma vez que as células
de carcinoma expressam E-caderina, enquanto que as de mesoteliomas expressam N-

caderina (CHAN e WONG, 2001).

A partir da observagdo de testes de imunoistoquimica, a expressdo reduzida de
E-caderina, em células tumorais, tem sido associada ao aumento na freqiiéncia de
metastases e ao pior progndstico, nos casos dos carcinomas de estdmago, mama e prostata,
apontando para o uso da E-caderina como marcador de progndstico e seguimento destas

neoplasias (GIROLD e SCHALKEN, 1993; ELZAGHEID et al., 2002).
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O presente estudo propOs-se a investigar 0os seguintes aspectos, em cortes

histolégicos de tumores de ovdrio, através de ensaios de imunoistoquimica:

GERAL

Investigar a participacdo das moléculas de adesdo, representadas pelas
cadeninas E e N e pelas cateninas a e 3, no processo de invasao tecidual e na produgao de

metastases.

ESPECIFICOS

e[nvestigar e comparar os niveis de expressao das caderinas E e N, cateninas

o e B nas neoplasias epiteliais benignas e malignas do ovério.

eNo caso das neoplasias malignas do ovdrio, investigar e comparar a
expressdo destas moléculas nos estadios iniciais (I, II) e avancados da

doenca (Il e IV).

e Verificar a possivel associacdo entre alteracoes na expressdo dessas

moléculas e a manifestacdo de metdstases ao diagndstico.

e Verificar a possivel associacdo entre alteracoes na expressdo dessas
moléculas e a evolucdo dos casos, priorizando as recidivas e periodos livres

de doenca.

e Verificar a possivel utilizagdo destas moléculas como marcadores de

progndstico e/ou seguimento, nas neoplasias epiteliais do ovério.

Objetivos
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AMOSTRA

Os materiais estudados foram provenientes de mulheres portadoras de
neoplasias ovarianas do tipo epitelial, malignas ou benignas, e que foram submetidas a
extracdo cirdrgica do tumor no Centro de Aten¢do Integral a Saide da Mulher (CAISM/

UNICAMP).

Foram analisadas todas as biopsias de neoplasias epiteliais ovarianas arquivadas
no Departamento de Anatomia Patolégica (FCM/UNICAMP), no periodo de 1993 a 2001,
que atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabelecidos para o
presente estudo, de modo a compor uma amostra representativa de 88 casos, sendo 39 de

neoplasias benignas e 49 de neoplasias malignas (ANEXO I).

A classificacdo histopatologica dos tumores e o estddio clinico das pacientes
foram estabelecidos segundo os critérios propostos pela Organizacdo Mundial de Sadde
(SCULLY et al., 1999) e pela Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
(PECORELLI et al., 1999), respectivamente (ANEXO II).

As bidpsias foram processadas para andlise imunoistoquimica e investigadas
segundo a expressdo de alfa e beta-cateninas, assim como N e E-caderinas, todas elas
intimamente envolvidas nos processos de adesdo celular, conforme os dados apresentados

na TABELA 1.

TABELA 1- Composi¢do da amostra segundo o nimero de casos de neoplasias, os estadios
clinicos e os ensaios realizados com o0s respectivos anticorpos para as

cateninas e caderinas investigadas.

NEOPLASIAS B-catenina a-catenina E-caderina N-caderina
BENIGNAS 39 37 33 35
MALIGNAS
Estadios I-11 20 20 20 20

Estadios ITI-IV 29 29 28 28

TOTAL 88 86 81 83
Material e Métodos
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CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas na amostra avaliada neste estudo:

- Bidpsias de carcinomas provenientes de mulheres portadoras de tumor
primdrio de ovdrio, em estddios clinicos I a IV, comprovados através de
exame anitomo-patoldgico;

- Biopsias provenientes de neoplasias ovarianas benignas, comprovadas

através de exame andtomo-patoldgico.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Bid6psias com diagndstico histopatolégico ndao compativel com neoplasia do

tipo epitelial ovariano;

- Bidpsias que apresentaram fixa¢ao ou condi¢des de preservacao inadequadas
para os ensaios propostos;

- Bidpsias provenientes de tumores borderline de ovéario;

- Casos nos quais os achados anatomo-patoldgicos mostraram neoplasia

priméria de ovdrio associada a ocorréncia sincrénica de outra neoplasia,

também primaria.

METODOS

Coleta e Processamento do Material

Os espécimes estudados compreenderam blocos de tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina, sendo que as respectivas laminas com coloracdo de
hematoxilina/eosina (HE) foram detalhadamente revistas por um patologista da institui¢ao,
visando a confirmagdo do diagndstico e a selecdo das dreas mais representativas de epitélio
ovariano.

Um tnico bloco foi selecionado por paciente. A partir de cada bloco, 6 cortes
histolégicos seqiienciais de 5 um de espessura cada foram preparados e fixados em laminas
tratadas com silano. Dos cortes obtidos para cada caso, os 4 melhores foram utilizados nos

ensaios de imunoistoquimica, sendo um corte para cada uma das moléculas analisadas.

Material e Métodos
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REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

As laminas foram incubadas, para remoc¢ao da parafina, por uma hora em estufa
0 , . . . L . , .
a 110°C, em 3 banhos de xilol de 1 minuto cada e reidratadas em uma série de alcoois

(100%, 85% e T0%).

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com trés banhos de trés
minutos cada, em perdéxido de hidrogénio 10%, seguida pela recuperacdo antigénica através
da imersao sucessiva em agua destilada e tampao citrato (4cido citrico 10mM), sob vapor, a

95 °C, durante 30 minutos.

O bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado mediante incubacdo das

laminas com Soro Fetal Bovino, a temperatura ambiente, por 30 minutos.

A aplicacdo do anticorpo primério foi realizada a temperatura ambiente, apos
nova lavagem das preparacoes em dgua destilada (procedéncia, clones e diluicdes dos
anticorpos primdrios utilizados para cada uma das moléculas - TABELA 2).
Subseqiientemente, as ldminas foram incubadas em ciAmara imida a 37 °C, durante 30
minutos e a seguir a 4 °C, durante cerca de 16 horas. O anticorpo secundério (EnVision —
DAKO) foi aplicado apds lavagem em tampao PBS (phosphate buffer saline), pH 7.6, sob

agitacao.

Para revelagdo da reacdo, as preparagdes foram incubadas, por 1 hora, em
camara umida a 37 ° C e imersas em PBS. A Diaminobenzidina (DAB - SIGMA) foi
dissolvida em perdxido de hidrogénio e PBS, sendo as ldminas incubadas nesta solucdo por
5 minutos em estufa a 37 ° C e lavadas em dgua destilada. Aplicada a contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris durante 10 segundos, passagem pela série de dlcoois (70%, 85% e
100%) e por banhos de xilol, a montagem permanente foi feita em Entellan Mounting

Media (MERCK ).
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TABELA 2- Procedéncia, clones e dilui¢des dos anticorpos primérios utilizados.

Molécula Anticorpo Primario Fabricante Clone Diluicao

E-caderina Monoclonal mouse ZYMED Laboratories HECD-1 1:200

anti-E-cadherin

N-caderina Monoclonal mouse ZYMED Laboratories 3B9 1:200

anti-N-cadherin

a-catenina Monoclonal mouse ZYMED Laboratories aCAT-7A4 1:50

anti-o.-catenin

B-catenina Monoclonal mouse ZYMED Laboratories CAT-5HI10 1:250

anti-p-catenin

Laminas controle foram feitas em todos os ensaios imunoistoquimicos
realizados, contendo estas cortes histoldgicos de tecidos humanos ndo tumorais,
sabidamente positivos para a expressdo dos antigenos em estudo. Os tecidos usados como
controles positivos foram: mama e figado, positivos para E-caderina e N-caderina,
respectivamente. Para as cateninas a e 3, o controle positivo corresponderam a epitélios de

superficie do ovario normal (FIGURAS 1-4).

Todos os ensaios foram acompanhados ainda de controles negativos de reacao
constituidos por laminas contendo tecido sabidamente positivo para os antigenos em

andlise, os quais ndo foram incubados com o respectivo anticorpo primario.
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LEITURA DAS PREPARACOES

A leitura das laminas foi efetuada em microscépio de luz convencional, por trés

observadores distintos, estando entre estes um patologista.

As trés leituras assim obtidas foram comparadas e discutidas sendo, apds
consenso entre os observadores, montada uma tabela Unica com resultados sobre a analise
das preparacdes para cada uma das moléculas estudadas (ANEXO III). Leituras muito
discrepantes foram revistas e discutidas pelos trés pesquisadores para se alcancar um

consenso.
Os parametros avaliados durante a leitura das 1aminas foram os seguintes:

1-) percentual de células com marcacdo positiva para os antigenos, sendo os
casos analisados divididos em 3 categorias: de totalmente negativo até 10%
das células positivas; de 11% a 50% das células positivas e mais de 50%

das células positivas;

2-) intensidade da reacdo e divisdo dos casos nas categorias negativa, fraca,

moderada ou forte;

3-) padrdao de estruturas coradas, sendo: C — marcacdo positiva observada
apenas no citoplasma, C/M — marcac¢do positiva observada em citoplasma e
membrana, e C/M/N — marcagdo positiva observada no nicleo e também

em citoplasma e/ou membrana celular).

A contagem das células positivas foi feita nas dreas com colora¢io inequivoca
para eventuais artefatos técnicos e interacdo com 0S respectivos anticorpos primarios
(chamadas de hot spots de reacgdo) através de uma ocular com grade de contagem (ZEISS),
segundo sistema de quantificacdo para imunoistoquimica proposto por VAN DIEST et al.
(1997). Desta maneira, foram amostradas e contadas 500 células em cada lamina, sendo

posteriormente calculado o percentual daquelas positivas para o antigeno.
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ACOMPANHAMENTO DOS SUJEITOS

Os dados sobre a evolucdo dos casos foram extraidos a partir da consulta aos
respectivos  prontudrios, estabelecendo-se um periodo minimo de 2 anos de
acompanhamento, no caso das neoplasias malignas, contrastando com periodo varidvel no

caso das benignas.

ASPECTOS ETICOS

Os principios da declaracdo de Helsinki foram respeitados, mantendo-se os

nomes das pacientes em sigilo, sendo estes substituidos por codificagdo numérica.

A aplicagdo de um termo de consentimento foi dispensada por se tratar de
estudo retrospectivo, sem alteracdo nos procedimentos para tratamento das pacientes e/ou

coletas adicionais de material.

O presente estudo foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da

FCM/UNICAMP e pelo CONEP/ Brasilia, DF, cujos pareceres constam do ANEXO IV.

TESTE ESTATISTICO

As relacdes entre as varidveis e parametros propostos neste estudo foram

investigadas através do Teste Exato de Fisher (FISHER e VAN BELLE, 1993).
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Figura 1- Pancreas normal expressando E-caderina na membrana celular (Controle

Positivo). Rea¢@o de Imunoistoquimica, aumento de 400X.

Figura 2- Figado normal expressando N-caderina na membrana celular (Controle

Positivo). Reagdo de Imunoistoquimica, aumento de 400X.
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Figura 3- Expressdo citoplasmatica da a-catenina em cisto benigno na superficie do

oviario (Controle Positivo). Reagdo de Imunoistoquimica, aumento de 400X

Figura 4- Epitélio de superficie (mesotélio) do ovério normal expressando -catenina
intracitoplasmdtica (Controle Positivo). Reacdo de Imunoistoquimica,

aumento de 400X.
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A partir dos critérios de inclusao e exclusao previamente estabelecidos, obteve-
se uma amostra de 88 espécimes, sendo 49 de neoplasias malignas e 39 de benignas,
distribuidas segundo os dados relatados na TABELA 3 e classificadas segundo os critérios
apresentados no ANEXO II. Foram incluidos na categoria outros, neste estudo, os

adenocarcinomas, os carcinomas mistos € os de c€lulas claras.

TABELA 3- Distribuicao da amostra segundo a classificag@o histopatolégica dos tumores e

estadiamento clinico (para definicdo dos critérios de classificacdo, vide

ANEXO 1I).

Neoplasias N’ de Estadio Classificacio Histopatologica

Casos Clinico

Serosos Mucosos Endometridides Outros

Benignas 39 26 13 0 0
Malignas 16 I 3 6 4 3

4 I 1 0 1 2

27 111 12 1 6 8

2 v 1 0 0 1
Total 88 43 20 11 14

O detalhamento acerca das caracteristicas clinicas e histopatolégicas das
pacientes que compuseram a amostra estao relacionados em tabela geral no ANEXO I. De
forma semelhante, a avaliacdo final dos ensaios de imunoistoquimica realizados para cada

um dos casos investigados estdo relacionados em tabela geral do ANEXO II.
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EXPRESSAO DE E-CADERINA

O padrio de expressdo da E-caderina considerado normal, neste estudo,
correspondeu a reagdo de moderada intensidade na membrana, isolada ou manifestada
também no citoplasma e com distribuicdo uniforme ao longo do epitélio de superficie
preservado (FIGURA 1). Reagdes de coloracdao com topografia diversa foram consideradas
como "deslocadas" do padrdo original e classificadas como: deslocadas para nucleo ou

deslocadas para citoplasma (FIGURA 5).

A andlise estatistica ndo detectou diferencas significativas entre os padroes de
expressdo dos diversos tipos histolégicos de tumores, entre os diversos estaddios clinicos ou

a ocorréncia de metastases (TABELA 4).

Apesar dos valores aquém da significancia estatistica, apenas 7 tumores
benignos (21,1%) mostraram-se negativos, contrapondo-se a 39,6% de negatividade nos
malignos. Entre os tumores malignos, 45% dos casos estddios I ou II apresentaram
marcacido de membrana, para apenas 25% dos estadios III e IV, porém ndo sendo esta uma
diferenca estatisticamente significante. Entretanto, com relacio a topografia da marcagdo, a
E-caderina revelou-se, entre as demais moléculas, a dnica com expressdo distinta com
relacdo a evolucdo da doenca, conforme os dados da TABELA 4. Assim, entre as
neoplasias malignas, 52,6% dos casos com marca¢do de membrana inalterada revelaram
evolucdo livre de doencga, enquanto que as neoplasias que evoluiram com recidivas
mostraram-se mais freqiientemente negativas (37% dos casos) ou com marcacio

citoplasmatica isolada (44,5% dos casos) (FIGURAS 5 e 6).
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Figura 5- Adenocarcinoma mucoso, estidio la, expressando E-caderina em
citoplasma. Notar padrdo de marcagdo basal, encontrado também em
varios outros espécimes analisados. Reacdo de Imunoistoquimica,

aumento de 400X.

Figura 6- Adenocarcinoma endometridide , estddio Illc, intensivamente positivo para
E-caderina. Notar o aspecto granular da marcacao citoplasmética, também
observado para vdrios outros espécimes analisados. Reacdo de

Imunoistoquimica, aumento de 400X.
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EXPRESSAO DE N-CADERINA

O padrao geral de expressdao da N-caderina correspondeu a reagdo, via de regra,
positiva, ao longo do epitélio de superficie preservado (FIGURA 7).

Nas neoplasias ovarianas malignas, 75% foram negativas para a expressdao de
N-caderina, enquanto que 57% dos tumores benignos foram negativos para 0 mesmo
marcador, porém ndo sendo esta uma diferenca de significancia estatistica. Preparagdes
imunoistoquimicas com marcagdo intensa s6 foram observadas no grupo dos tumores
benignos, mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (TABELA 35)
(FIGURAS 7 ¢ 8).

A marcacao nuclear para N-caderina foi observada em apenas 2 casos malignos
(2 adenocarcinomas mistos, um com componentes mucoso € Seroso, € outro com
componentes endometridide € mucoso) e em 4 tumores benignos (3 adenomas serosos e 1
adenofibroma seroso) (TABELA 5).

Com relagdo as neoplasias malignas, também nao foram encontradas diferencas
significativas entre a expressdo de N-caderina, o estddio clinico tumoral e a evolugdo dos
casos.

Quanto aos diferentes tipos histolégicos, valores estatisticamente significativos
foram observados para todas as varidveis analisadas (TABELA 5). Nestes casos, a grande
maioria dos tumores mucosos, malignos ou benignos, (97%), dos carcinomas
endometridides (82%) e dos carcinomas mistos ou de células claras (85%), apresentaram-se
negativos para N-caderina (TABELA 5, ANEXO III). Por outro lado, os tumores serosos
mostraram, preferencialmente, marcacdo de membrana, associada ou ndo a de citoplasma.
Neste grupo foram encontradas, isoladamente, coloragdes intensas e deslocadas para o

nucleo, conforme relatado na TABELA 5.
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Figura 7- Adenoma seroso intensamente positivo para N-caderina. Reagdo de

Imunoistoquimica, aumento de 400X.

Figura 8- Adenocarcinoma seroso, estddio Ia, mostrando marcagdo citoplasmadtica
para N-caderina;intensidade da reacdo de fraca a moderada.Reacdo de

Imunoistoquimica, aumento de 400X.
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EXPRESSAO DE B-CATENINA

As preparagdes imunoistoquimicas para deteccdo da [-catenina mostraram
diferenca quanto a intensidade da expressao desta molécula entre os grupos dos tumores
malignos e benignos estudados (p<0,01; TABELA 6). Reacdes com marcagdo intensa
foram observadas em 18 dos 49 casos malignos (38%) e em apenas 3 dos 39 casos

benignos (8%) (FIGURA 9).

Os casos que apresentaram marcagdo intensa para -catenina foram, entre os
malignos, 7 adenocarcinomas endometridides, 5 adenocarcninomas mistos, 5
adenocarcinomas serosos € 1 adenocarcinoma mucoso. Entre os benignos, o mesmo foi
observado em 3 adenomas serosos. Além disso, entre os adenocarcinomas mistos
apresentando marcacdo intensa para o marcador em questdo, 3 tumores continham dareas

endometridides e os outros 2, dreas com células claras (ANEXO III).

Nas células positivas para a B-catenina, verificou-se que, em 49% dos tumores
malignos (24/49), a maioria de suas células expressava B-catenina, contrastando com 31%
dos tumores benignos (12/39), porém ndo sendo esta uma diferenga estatisticamente
significante. J4 a marcagdo deslocada para o nicleo (FIGURA 10) foi observada em 9
tumores malignos, sendo estes 4 adenocarcinomas endometridides, 2 adenocarcinomas
serosos, 2 adenocarcinomas mucosos € 1 adenocarcinoma misto com area de células claras.
Entre os benignos, a marcacdo nuclear foi observada em 3 adenomas serosos, embora estas

diferengas ndo tenham atingido significincia estatistica (TABELA 6).

Quanto aos tipos histolégicos, 50% (7/14) dos casos classificados como outros
(adenocarcinomas mistos e carcinomas de células claras) e 72,7% dos adenocarcinomas
endometridides (8/11) apresentaram mais da metade das células marcadas positivamente
para [3-catenina, enquanto as porcentagens observadas para os grupos dos tumores Serosos e

mucosos foram mais baixas (p=0,01; TABELA 6).

N

Diferencas quanto a intensidade da reacdo encontrada nos diferentes grupos

histolégicos também foram identificadas como significantes (p=0,04; TABELA 6).
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Figura 9- Adenocarcinoma endometriéide, estddio Illc, marcacdo intensa para [3-
catenina; 100% das células observadas apresentam-se positivas. Reagdo

de Imunoistoquimica, aumento de 400X.

Figura 10- Adenocarcinoma endometridide, estidio la, mostrando marcacio
citoplasmdtica e nuclear intensa para [-catenina. Reacdo de

Imunoistoquimica, aumento de 400X.
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EXPRESSAO DE o-CATENINA

A expressao de a -catenina foi observada em mais de 50% das células em 51%
dos tumores malignos. Entre os benignos, apenas 24,3% (9/37) apresentaram a maioria das
células positivas para este marcador (p=0,04; TABELA 7). Contudo, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tumores malignos e benignos quanto a intensidade da

marcagdo e o padrao das estruturas celulares marcadas.

Apenas um caso entre os benignos apresentou reacdo considerada intensa para
o-catenina, sendo que a mesma ndo foi observada nos carcinomas. A marcacao nuclear foi
observada em alguns poucos casos: 2 adenomas serosos e 3 tumores malignos

(1 adenocarcinoma seroso e 2 adenocarcinomas endometridides).

Quanto a histologia dos tumores, diferenca significante (p<0,01) foi encontrada
para o padrio de estruturas celulares marcadas nos diferentes grupos (TABELA 7). Metade
dos tumores do grupo de carcinomas mistos e células claras (outros) e 56% dos tumores
serosos apresentaram marcacdo somente no citoplasma (FIGURA 11). Nos tumores
endometridides 64% (7/11) apresentaram marcagdo em membrana € citoplasma
simultaneamente (FIGURA 12). Nenhum dos carcinomas mistos e de células claras, assim
como nenhum dos de origem mucosa, apresentaram marcacdo nuclear, porém sendo esta
observada em 7% das neoplasias de origem serosa e em 18% das neoplasias

endometrioides.

Com relacdo as neoplasias malignas, ndo foram encontradas possiveis
associacdes entre os padroes de expressdo desta molécula e o estddio tumoral, tampouco

com a evolugao dos casos.
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Figura 11- Adenocarcinoma mucoso, estddio Ia, mostrando marcag?o citoplasmatica
moderada para a-catenina; 100% das células mostram-se positivas.

Reacdo de Imunoistoquimica, aumento de 400X.

Figura 12- Adenocarcinoma seroso, estddio Illc, mostrando marcacio no citoplasma

e na membrana para o-catenina. Reacdo de Imunoistoquimica, aumento

de 400X.
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O OSE maduro é um mesotélio simples, no qual a adesdo celular ¢ mediada
pela N-caderina (WONG et al., 1999). Suas células apresentam retencao das caracteristicas
mesenquimatosas, porém mantém a capacidade de conversdo epitélio-mesenquimal, ao
longo de seu desenvolvimento (AUERSPERG et al., 1994). Ao contrdrio do que ocorre
com neoplasias em outros tecidos, nos quais a progressao tumoral € acompanhada de perda
de diferenciacdo celular, nos carcinomas ovarianos sdo acionadas as propriedades
morfoldgicas e funcionais especializadas, assemelhando-se aos epitélios provenientes dos
ductos Miillerianos que compdem a trompa, o endométrio e a endocérvice. Estas
propriedades incluem a aquisi¢do de formato de células colunares, a formacdo de papilas e
estruturas glandulares, além da expressdao de CA125, E-caderina e mucina (ONG et al.,

2000).

No presente estudo, E- e N-caderina foram detectadas tanto nas neoplasias
malignas quanto benignas, sendo 25% dos tumores malignos e 42,8% dos benignos
positivos para N-caderina, enquanto 60,4% dos malignos e 78,8% dos benignos foram E-

caderina positivos (TABELAS 4 e 5).

Estudos feitos em epitélio proveniente de mulheres com histéria familial de
cancer de ovario também apontaram a co-expressao de E- e N-caderina neste tecido, sendo
que a expressdao aumentada de E-caderina, em conjunto com a observacdo de outros
marcadores de diferenciagdo epitelial, poderiam identificar o fenétipo de alto risco para o
desenvolvimento de cancer de ovario (WONG et al., 1999). Co-expressao das caderinas E e
N, em areas de contato célula-célula, foi também observada em lesdes metastaticas de
carcinoma de mama, em glandulas salivares, pancreas e nddulos linfaticos axilares de

modelos experimentais com camundongos (NIEMAN et al., 1999).

Mais recentemente, experimentos com linhagens celulares de mama tém
mostrado a participagdo das caderinas mesenquimais (entre elas a N-caderina) na
transformagao neopldsica, através da regulacdo da funcdo de adesdo mediada pela E-
caderina, conferindo as células a capacidade de promover motilidade e invasdo celulares,
sensibilidade ao tratamento com fatores de crescimento e aumentando a produgdo de
enzimas que degradam a matriz extra-celular, como a metaloproteinase-9 (MMP-9)

(HAZAN et al., 2000; NIEMAN et al., 1999).
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Evidéncias de interacdo entre caderinas e receptores de tirosina-quinases
também foram encontradas, sugerindo que as mudancas na expressdao das caderinas nao
apenas modulam o status da adesdo celular nos tecidos neopldsicos, mas também afetam
vias de transmissdo de sinais, conduzindo ao fendtipo maligno (CAVALLARO et al.,

2002). Em neoplasias do epitélio ovariano, estas relacdes nao foram ainda investigadas.

O grande numero de tumores malignos com expressao negativa para E-caderina
encontrado neste estudo pode ser explicado pela propria constitui¢io da amostra analisada,
englobando mais espécimes em estddios mais avancados da doenca (estadios III e 1V), do
que espécimes em estddios iniciais do processo tumoral (estddios 1 e II). Estudos de
VEATCH et al. (1994), também mostraram que células tumorais encontradas no liquido
ascitico, quando comparadas as células do respectivo tumor ovariano sélido, apresentavam
um decréscimo na expressdo de E-caderina, sugerindo assim que, na carcinogénese
ovariana, a expressdo desta molécula esteja aumentada nos estddios iniciais da doenca,
como parte da diferenciacdao miilleriana, sendo posteriormente diminuida com o avanco da
doenca, ocasido em que as c€lulas adquirem a capacidade de invasdo e sdo esfoliadas para o
liquido ascitico (MAINES-BANDIERA e AURSPERG, 1997). Estudos posteriores
confirmaram esta hipétese (FUJIOKA et al., 2001), nos quais a expressdo de E-caderina era
maior nos carcinomas bem diferenciados do que nos carcinomas moderadamente ou pouco
diferenciados. Constataram ainda uma expressdo diminuida de E-caderina em metdstases
peritoneais, em comparacdo com as lesdes ovarianas primdrias. Em contrapartida, os
estudos de SUNDFELDT et al. (1997) ndo evidenciaram reducdo da expressdo de E-

caderina nos estddios mais avancados da doenca.

Uma observacdo interessante neste estudo foi o padrdo de estruturas celulares
marcadas para E-caderina nas neoplasias malignas com e sem ocorréncia de recidiva
tumoral. A maioria dos casos considerados livres da doenca apresentou marcacdo de
membrana, enquanto os casos com recidivas tumorais apresentaram-se, em sua grande
maioria, negativos ou com coloracdo citoplasmatica isolada. Esta observacdo sugere a
perda de interacdo da E-caderina no complexo caderina-cateninas, com conseqiiente
comprometimento da funcdo de adesdo celular, possivelmente desencadeada por mutacoes

no gene CDHI. Entretanto, estudos moleculares mostraram ser este um evento raro em
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tumores ovarianos, sendo a ativacdo deste gene controlada por outros processos como, por

exemplo, metilagdo do promotor génico (RISINGER et al., 1994).

A expressdo preservada na membrana celular, nos casos dos tumores malignos
livres de doenca, sugere a E-caderina como possivel marcador de progndstico para as
neoplasias epiteliais de ovario. Assim, FUJIOKA et al. (2001), observaram expressao
diminuida desta molécula em carcinomas moderadamente e pouco diferenciados, em
comparacdo com o0s aqueles bem diferenciados, sugerindo o papel da E-caderina como
indicador de agressividade tumoral. Em uma andlise de preparacdes imunoistoquimicas
aplicadas a bidpsias de carcinomas ductais de mama (ELZAGHEID ET AL., 2002), a E-
caderina também foi considerada um importante marcador de progndstico. Neste estudo,
um aumento na taxa de sobrevida foi associado a marcacdo intensa de membrana em

pacientes pds-menopausa.

Os tumores mucosos, carcinomas endometrioides, mistos e de células claras
mostraram-se, via de regra, negativos para N-caderina (TABELA 5). Esta observagao
sugere que os tumores mucosos, independentemente se benignos ou malignos, apresentam
expressdao nula da proteina, a semelhanga dos carcinomas endometridides e de células
claras. Por outro lado, as neoplasias de tipo seroso, malignas ou benignas, apresentaram-se
na maioria positivas para N-caderina, indicando padrao de expressdao mais préximo ao do

epitélio normal da superficie ovariana.

O deslocamento de marcagdo para o nucleo celular, associado a ocorréncia de
pior progndstico nestes casos (TABELA 5), sugerem a ocorréncia eventual de mutacdes na
N-caderina, com provavel perda da funcdo de adesdo celular, porém a confirmacdo desta

hipotese requer futuros estudos em biologia molecular.

N

Quanto a analise das cateninas, os dados do presente estudo mostraram um
aumento na expressdo de [(-catenina nos tumores malignos, observando-se um maior
nimero de células coradas e reacdes imunoistoquimicas mais intensas para este marcador.
Contudo, esta observacdo confronta os resultados obtidos por DAVIES et al. (1998) que
relataram a ocorréncia de reducdo ou auséncia da expressdo das cateninas o e [ nos
carcinomas ovarianos, quando comparados ao epitélio ovariano normal e aos tumores

epiteliais benignos do ovario. Por outro lado, WRIGHT et al. (1999) encontrou aumento
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das concentracdes citoplasmadticas de [-catenina em parte dos espécimes avaliados, nas

amostras de carcinomas endometridides de ovario.

Em oposicao ao relatado no presente estudo para os tumores epiteliais de
ovario, a expressdo citoplasmatica aumentada de [-catenina foi observada em
adenocarcinomas bem diferenciados de colo e reto, contrapondo-se a perda de expressdao
deste marcador, nos carcinomas menos diferenciados e em estddio mais avancado (VAN-
AKEN et al., 1993; GAGLIARDI et al., 1995). Assim, nas neoplasias de colo e reto, o
aumento de expressdo da [-catenina parece ser importante durante o inicio do
desenvolvimento tumoral, com posterior perda da expressdo desta e de outras moléculas,

como E-caderina, na fase de invasido tumoral (ILYAS e TOMLINSON, 1997).

Possiveis explicacdes para o aumento da expressdo citoplasmatica da -
catenina seriam: 1- a desestabilizacdo do complexo de adesdo celular, devido a ocorréncia
de metilacio dos promotores génicos ou mutacdes nos genes que codificam outras
moléculas participantes do complexo (WRIGHT et al., 1999); 2- a ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt, pela ocorréncia de muta¢des no gene APC ou no préprio gene da [3-
catenina, impedindo a fosforilagdo da B-catenina e sua posterior degradacdo pela enzima
GSK3 nos proteosomos (CONACCI-SORRELL et al., 2002). Em carcinomas de ovdrio,
mutacdes no gene APC nao foram identificadas. Mutacdes no gene CTNNBI também foram
raramente observadas nestas neoplasias. As mutagdes no gene CTNNBI foram encontradas
exclusivamente nos carcinomas ovarianos de tipo endometridide (PALACIOS e
GAMALLO, 1998), localizando-se no exon 3 deste gene. Andlises de expressdo gé€nica
confirmaram que estas muta¢des causam a ruptura de ligacdo entre a enzima GSK3 e a 3-

catenina, havendo assim a estabilizac@o desta no citoplasma celular (WRIGHT et al., 1999).

O mais importante quanto a participagao da [3-catenina na carcinogé€nese parece
ser a sua expressdo no nicleo celular. Estudos moleculares revelaram ser a B-catenina uma
proteina de dupla funcdo, atuando no complexo de adesdo celular da membrana e, em
paralelo, na transcricdo de genes relacionados com a proliferacao celular, como o MYC e o
CYCLIN DI (CONACCI-SORRELL et al., 2002). Neste estudo, a marcagdo nuclear foi
observada ndo apenas nos carcinomas endometriéides, mas também em tumores serosos,

mucosos € em um carcinoma misto de células claras. Este achado contradiz os resultados de
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WRIGHT (1999), onde a marcagdo nuclear para P-catenina foi exclusiva dos tumores
endometridides. Entretanto, GAMALLO et al. (1999) também encontraram, a semelhanca

do presente estudo, marcagdo nuclear para 3-catenina em alguns poucos tumores serosos.

A maior intensidade observada nas reagdes imunoistoquimicas para as
neoplasias malignas, assim como a presen¢a de marcagdo citoplasmadtica e, em certos casos,
também nuclear, sugerem que a Via Wnt esteja ativada, em alguns destes espécimes,
durante a carcinogénese ovariana, estabilizando os niveis de (-catenina no citoplasma e
permitindo o deslocamento desta para dentro do nucleo. Como estudos anteriores
mostraram ser as mutacdes nos genes CTNNBI e APC eventos raramente observados em
neoplasias ovarianas, novos estudos precisardo ser desenvolvidos para avaliar o status
molecular dos genes que codificam as demais moléculas participantes da Via Wnt neste

tipo de tumores.

Ainda com relagdo a P-catenina, diferencas estatisticamente significativas
foram detectadas na comparacdo entre os tipos histologicos de tumor e o padrio de
expressdo (TABELA 6). A maioria dos tumores endometridides e de células claras
apresentaram reacdes mais intensas € maior nimero de células expressando este marcador,
enquanto o mesmo s6 foi observado em poucos espécimes de origem mucosa e serosa. Nao
ha estudos anteriores relatando diferencas quanto a estas duas varidveis, nos diversos tipos
de neoplasias de ovdrio. Este achado reforca a hipdtese de que diferentes subtipos
histolégicos de neoplasias ovarianas devem representar processos de transformacgdo

neoplasica independentes e distintos (WRIGHT et al., 1999).

Nas neoplasias malignas, ndo foram observadas quaisquer associagdes entre o
estddio tumoral, evolu¢do da doenca e expressdo de B-catenina, em concordancia com o0s
estudos realizados por DAVIES et al. (1998) e FUJIOKA et al. (2001). Estes resultados
contrastam com os achados de GAMALLO et al. (1999) que, nos carcinomas
endometridides, encontraram marcagdo nuclear indicativa de melhor progndstico, enquanto

que a marcac¢iao de membrana implicaria em pior progndstico.

No que se refere a a-catenina, ndo foram encontradas diferencas entre estadio
tumoral, evolucao da doenca e a expressao funcional desta proteina, em concordincia com

os estudos realizados por DAVIES et al. (1998). Segundo esses autores, as cateninas o € [3
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estariam consistentemente expressas no ovario normal, embora com expressao reduzida ou
ausente nos carcinomas ovarianos. Entretanto, outros autores encontraram manuten¢do da
expressdo de o-catenina nos carcinomas de ovario em estadios III e IV, sendo os padroes

de expressdo topograficos similares aos tumores primdrios e lesdes metastaticas analisadas

(ANTTILA et al., 1998; DAVIDSON et al., 2000).

A diferenca entre tais estudos sugere a instabilidade da expressdo de -
catenina, durante a progressdao da carcinogénese. BULKHOLM e colaboradores (1998;
2000), investigando tumores de mama, sugeriram a perda inicial de expressio da E-
caderina e das cateninas a e 3 durante o inicio da tumorigénese, com posterior re-expressao

destas ao longo do avango da doenga.

Presenga de marcacdo de a-catenina no nudcleo e concomitante perda de
expressdo na membrana celular, ocorreu em cinco casos analisados, sendo dois adenomas
serosos e trés adenocarcinomas, um destes seroso e dois endometridides (TABELA 7).
Estudos moleculares, realizados em linhagens de carcinomas de pulmdo e de ovdrio,
evidenciaram delecdes no gene da a-catenina e perda da funcdo de adesdo celular
(HIRANO et al., 1992; BULLIONS et al., 1997). Embora tais relatos sejam sugestivos de
associacao direta entre mutagdo no gene da alfa-catenina e a perda de fungcao como proteina
de ligacdo intercelular, estudos adicionais serdo necessdrios para averiguar esta

possibilidade nos carcinomas de ovario.

O padrao de marcacdo citoplasmatico foi freqiientemente encontrado nos
tumores serosos, carcinomas mistos e de células claras, contrastando com a auséncia desta
manifestagdo nos carcinomas endometridides. Diferencas quanto ao padrido de estruturas
marcadas para o-catenina, em reagdes de imunoistoquimica, e os diferentes subtipos de
tumores ovarianos, ndo foram ainda relatados. Novos estudos serdo necessarios, visando
contemplar o comportamento peculiar dos carcinomas endometridides e possiveis

implicagdes sobre a evolucdo da doenca.
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As caderinas E e N estdo co-expressas em tumores malignos e benignos do

epitélio ovariano.

A positividade para E-caderina, presente nos adenomas e adenofibromas,
sugere que a expressdo desta molécula deve acontecer nas etapas iniciais da

transformacao neoplasica do epitélio ovariano.

Carcinomas de estddios mais avancados s3o na maioria negativos para a
expressdo de E-caderina, sugerindo a perda desta molécula em etapas mais

avancadas da carcinogénese ovariana.

A manuten¢do da expressdao de membrana para a E-caderina, nas neoplasias
malignas de estddio menos avangado, contrastando com a expressdo negativa
ou citoplasmdtica nas mais agressivas (de estddio mais avangado), apontam
para a utilizagdo da E-caderina como bom marcador de progndstico para

neoplasias epiteliais de ovario.

A expressao de B-catenina é maior nos carcinomas do que nos adenomas do

ovario.

Maior numero de células positivas para o-catenina aparece com maior

freqiiéncia nos carcinomas de ovdrio do que nos tumores benignos.

A marcagdo nuclear para [-catenina e a-catenina sugere que estas moléculas
possam participar de outras funcdes, além da adesdo celular, na

carcinogénese ovariana.

O deslocamento da expressdo de [-catenina para o nicleo, encontrado
preferencialmente nos carcinomas ovarianos endometridides, mas também
nos carcinomas de células claras e serosos, sugere uma possivel alteracdo

funcional da molécula, nestes tipos histolégicos.

No presente estudo, os padrdes de expressdo das moléculas N-caderina, a- e
-cateninas ndo estiveram relacionadas com o estddio tumoral, tampouco

com a ocorréncia de metdstases, nos casos investigados.
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ANEXO I

Descri¢ao da amostra segundo suas caracteristicas clinicas e histo-patolégicas

Idade Tipo Histologico Estadio Seguimento Evolucao Clinica
(anos) Clinico
ao
diagnéstico
4349/98 38  Adenocarcinoma endometridide Ic 4 anos Livre da doenca
8720/95 43 Adenocarcinoma endometridide IIlc 5 anos Recidiva
1882/96 48  Adenocarcinoma endometridide IIIc 5 anos Livre da doencga
9323/95 50  Adenocarcinoma endometridide Illc 5 anos Recidiva
5438/94 50  Adenocarcinoma endometridide Ia 8 anos Livre da doenca
315/95 56  Adenocarcinoma endometridide Ia 6 anos Livre da doenga
3698/97 59  Adenocarcinoma endometridide Ia Perdido Perdida
4494/99 64  Adenocarcinoma endometridide IIlc 1 ano Recidiva
2246/97 72  Adenocarcinoma endometridide IIlc 2 anos Recidiva
3157/94 73 Adenocarcinoma endometridide IIlc 1 ano Recidiva
11278/95 76 Adenocarcinoma endometridide ITa 6 anos Livre da doenca
2943/96 30  Adenocarcinoma misto IIlc 2 anos Recidiva
10372/94 39  Adenocarcinoma misto IIlc 7 anos Recidiva
11768/96 41 Adenocarcinoma misto IIlc 1 ano Recidiva
361/97 43 Adenocarcinoma misto e 5 anos Livre da doenca
4726/97 45 Adenocarcinoma misto IIIc 2 anos Recidiva
3878/98 49  Adenocarcinoma misto Ic 4 anos Livre da doenca
1553/94 55 Adenocarcinoma misto Illc 2 anos Recidiva
8636/95 58  Adenocarcinoma misto Illc 5 anos Recidiva
6925/98 69  Adenocarcinoma misto IIb 1 més Recidiva
2196/97 71 Adenocarcinoma misto IIa 6 anos Recidiva
3304/00 72  Adenocarcinoma misto v 1 ano Recidiva
7743/98 30  Adenocarcinoma mucoso Ia 4 anos Livre da doenca
10754/95 40  Adenocarcinoma mucoso Ic Perdido Perdida
9149/94 43 Adenocarcinoma mucoso IIlc 4 meses Recidiva
11627/95 50  Adenocarcinoma mucoso Ib 5 anos Recidiva
1221/00 52 Adenocarcinoma mucoso Ic 3 anos Livre da doenca
8074/00 53  Adenocarcinoma mucoso Ia 3 anos Livre da doenca
8256/01 59  Adenocarcinoma mucoso Ic 2 anos Livre da doenca
2782/00 37  Adenocarcinoma seroso IIIc 3 anos Recidiva
12984/96 40  Adenocarcinoma seroso IlIc 2 anos Recidiva
7324/95 41 Adenocarcinoma seroso Ic 7 anos Livre da doenga
7323/95 42 Adenocarcinoma seroso IIlc 5 anos Livre da doenca
10605/95 42  Adenocarcinoma seroso IlIc 1 ano Recidiva
10469/94 46  Adenocarcinoma seroso v 3 anos Recidiva
2988/97 47  Adenocarcinoma seroso Ia 6 anos Livre da doenga
1059/94 51 Adenocarcinoma seroso IIIc 3 anos Recidiva
12575/96 53 Adenocarcinoma seroso IIlc 3 anos Recidiva
9861/94 56  Adenocarcinoma seroso IIlc 1 ano Recidiva
9920/00 59  Adenocarcinoma seroso Ib 2 anos Livre da doenga
9172/96 61  Adenocarcinoma seroso b 6 anos Livre da doenca
10180/96 62  Adenocarcinoma seroso IIIc 5 anos Recidiva
9821/94 64  Adenocarcinoma seroso Ilc 8 anos Livre da doenca
7471/98 65 Adenocarcinoma seroso Illc 1 ano Recidiva
10188/95 68  Adenocarcinoma seroso Ia 5 anos Livre da doenca
1749/95 85 Adenocarcinoma seroso IIlc 11 meses Recidiva
Anexos



5028/97 43 Carcinoma de células claras Ia 5 anos Livre da doenca

8892/00 50  Carcinoma de células claras Ia 1 ano Recidiva
8332/99 67  Carcinoma de células claras IIIc 3 anos Recidiva
4417/98 58  Adenoma mucoso 3 anos Livre da doenga
3916/99 36  Adenoma mucoso 4 anos Livre da doenga
1708/97 25  Adenoma mucoso 1 més Livre da doenca
12298/99 43 Adenoma mucoso 2 dias Livre da doenca
09/01 47  Adenoma mucoso 2 anos Livre da doenca
469/01 48  Adenoma mucoso 3 meses Livre da doenca
6697/00 49  Adenoma mucoso 2 dias Livre da doenca
11996/97 53  Adenoma mucoso 2 meses Livre da doenga
9892/97 53  Adenoma mucoso 3 dias Livre da doenga
6378/99 56  Adenoma mucoso 1 ano Livre da doenga
8546/99 56  Adenoma mucoso 1 ano Livre da doenca
9651/97 65  Adenoma mucoso 3 dias Livre da doenca
3293/98 76 Adenoma mucoso 1 més Livre da doenca
264/97 13 Adenoma seroso 2 anos Livre da doenga
1257/97 14  Adenoma seroso 4 dias Livre da doenca
11805/97 14 Adenoma seroso 2 anos Livre da doenca
8347/00 17  Adenoma seroso 1 més Livre da doenca
11355/97 27  Adenoma seroso 1 ano Livre da doenca
11610/99 30  Adenoma seroso 1 ano Livre da doencga
5871/99 33  Adenoma seroso 1 ano Livre da doenca
6402/99 36  Adenoma seroso 2 dias Livre da doenca
11716/98 38  Adenoma seroso 2 anos Livre da doenga
384/97 39  Adenoma seroso 3 dias Livre da doenga
10962/98 41  Adenoma seroso 1 ano Livre da doenca
1234/00 42  Adenoma seroso 2 dias Livre da doenca
11192/98 47  Adenoma seroso 4 anos Livre da doenca
2597/99 50  Adenoma seroso 4 anos Livre da doenca
5989/99 52 Adenoma seroso 3 anos Livre da doenca
1125/00 54  Adenoma seroso 1 més Livre da doenca
7711/00 57  Adenoma seroso 19 dias Livre da doenga
10035/00 59  Adenoma seroso 3 meses Livre da doenga
5361/99 59  Adenoma seroso 5 anos Livre da doenca
1661/01 60  Adenoma seroso 1 ano Livre da doenca
9431/00 64  Adenoma seroso 1 més Livre da doenga
12753/98 65  Adenoma seroso 3 anos Livre da doenga
9480/99 68  Adenofibroma seroso 2 dias Livre da doenca
2232/97 73 Adenoma seroso 2 anos Livre da doenga
12208/99 74 Adenoma seroso 1 ano Livre da doenca
7595/98 77  Adenoma seroso 2 dias Livre da doenca
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ANEXO II

1- Estadiamento dos carcinomas de ovario segundo critérios da FIGO
(Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia)

Estadio I: Limitado aos ovarios

Ia Crescimento limitado a um ovdrio, ascite negativa para as células tumorais,
céapsula intacta e auséncia de tumor na superficie

Ib Crescimento limitado aos dois ovarios, ascite negativa para células tumorais,
capsula intacta e auséncia de tumor na superficie

Ic  Tumor classificado como Ia ou Ib, mas com dreas tumorais presentes
na superficie de um ou ambos os ovdrios, ou ruptura da cdpsula, ou ascite
ou lavagem peritoneal positiva para células tumorais

Estadio II: Crescimento envolvendo um ou ambos os ovarios com extensao pélvica

IIa  Extensdo (implantes) e/ou metdstases para o Utero e tuba uterina

IIb  Extensdo (implantes) para outro tecido da pelve

IIc  Tumor classificado como Ila ou IIb, mas com areas tumorais presentes
na superficie de um ou ambos os ovarios, ou ruptura da cdpsula, ou ascite
ou lavagem peritoneal positiva para células tumorais

Estadio III: Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios com implantes extra-pélvicos e/ou
nodulos inguinais e/ou retroperitoneais positivos

IIIa  Tumor limitado a pelve com ndédulos negativos e confirmacgao histopatoldgica
de contaminacao com células tumorais das superficies do peritoneo abdominal

ou extensao mesentérica

IIIb  Tumor em um ou ambos os ovarios com implantes confirmados
histopatologicamente, metdstase peritoneal ndo excedendo 2 cm
de didmetro, nédulos negativos

IIlc  Metéstase peritoneal além da pelve, maior que 2 cm em didmetro
e/ou nédulos positivos

Estadio I'V: Crescimento envolvendo um ou ambos os ovarios com metastases distantes

Modificado por PECORELLI et al., 1999.
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2- Classificacao histolégica dos tumores do grupo do epitélio de superficie e do
estroma adjacente, segundo critérios da OMS (Organizacao Mundial da Satde)

Os tumores agrupados como epiteliais-estromais sdo origindrios do epitélio de
superficie ovariana (OSE) ou de seus derivados (epitélio glandular e estroma adjacente),

sendo classificados histologicamente segundo 3 critérios:

1) Quanto a diferenciacao assumida pelas células neoplasicas:

Serosos — Tumores compostos por epitélio que se assemelha ao das trompas uterinas.
Mucosos — Tumores compostos por epitélio que se assemelha ao da endocérvice ou ao
epitélio gastrointestinal.

Endometridides — Tumores cujo epitélio se assemelha ao endométrio.

Células claras — Considerado um tipo de metaplasia do epitélio endometriéide. Sdo
tumores compostos por células claras, semelhantes as células do carcinoma renal, porém de
origem miilleriana, célula do tipo “hobnail” (caracterizada pelo citoplasma amplo e grande
nucleo celular) formando pequenos cistos ou tibulos e, ocasionalmente, apresentando-se
como células em anel de sinete, células oxifilicas e células cuboidais achatadas nao
especificas, podendo haver ainda a combinagdo destes tipos celulares.

Células transicionais — Tumores que se assemelham ao tipo de células transicionais do
urotélio.

Mistos — Tumores compostos por uma mistura de dois ou mais dos tipos descritos acima.
Indiferenciados — Tumores malignos do tipo epitelial tdo pouco diferenciados que nao

podem ser enquadrados em nenhuma das categorias anteriormente citadas.

2) Quanto ao potencial de malignidade:

Benignos — Tumores com baixa proliferacdo celular e baixo grau de atipia celular;
confinados ao ovdrio e que nio apresentam capacidade invasiva.
Malignos — Tumores que apresentam atipia nuclear, entre outras atipias celulares, alta

atividade mitética; capazes de invadir o estroma ovariano e estruturas adjacentes, podendo
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haver destacamento de agrupamentos celulares do sitio tumoral primario, formando

implantes e focos de invasao a distancia.

Borderline — Tumores de baixo potencial maligno. Apresentam algumas, mas ndo todas as
caracteristicas morfoldgicas dos tumores malignos: maior proliferacdo representada pela
estratificacdo celular, atipia nuclear leve a moderada, presenca de mitoses, auséncia de
invasao tecidual destrutiva. Tém comportamento intermediario entre aquele observado para

o grupo dos tumores benignos e o dos tumores malignos.

3) Quanto a apresenta¢ao macroscopica do tumor:

7z

Cistos — O prefixo “cisto” é usado na nomenclatura dos tumores quando hd formacao de

cistos macroscopicamente identificaveis, ainda que focais.

Papilas — Tumores que formam hastes papiliferas t€m acrescentado a sua nomenclatura o

adjetivo “papilifero”.

Fibromas - O sufixo “fibroma” € utilizado na nomenclatura de tumores onde o componente
estromal predomina, focal ou difusamente, apresentando conseqiientemente aspecto fibroso

e endurecido.

Modificado de SCULLY et al., 1999 e Carvalho, 1995.
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ANEXO III
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ANEXO IV
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ANEXO V

Detalhamento sobre os componentes histolégicos dos adenocarcinomas
mistos incluidos na amostra

No da Amostra Tumores Mistos — Histologia
10372/94 Adenocarcinoma misto: Seroso € mucoso
2943/96 Adenocarcinoma misto: Seroso € mucoso
1553/94 Adenocarcinoma misto com dreas endometridides
11768/96 Adenocarcinoma misto: mucoso e endometridide
4726/97 Adenocarcinoma misto: mucoso e endometridide
6925/98 Adenocarcinoma misto: mucoso e endometridide
8636/95 Adenocarcinoma misto: seroso e de células claras
2196/97 Adenocarcinoma misto: seroso e de células claras
3878/98 Adenocarcinoma misto: seroso e endometridide
3304/00 Adenocarcinoma misto: mucoso, seroso € de células claras
361/97 Adenocarcinoma misto: endometridide e de células transicionais
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