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RESUMO

Introducdo: o carcinoma de endométrio € uma das neoplasias ginecologicas mais
comuns nos paises industrializados. O tratamento desta doenga é primariamente
cirrgico. Segundo a normatizacdo da Federacdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO), a cirurgia ideal consiste na realizacdo de histerectomia total,
anexectomia bilateral, linfadenectomia retroperitonial e coleta de citologia peritoneal.
No entanto, a realizag&o sisteméatica da linfadenectomia tem sido contestada. Alguns
centros de referéncia acreditam que deva ser realizada apenas em um grupo de
pacientes com alto risco para disseminacédo linfatica da doenca. O desafio é
encontrar marcadores pré-operatérios que possam ser preditivos da presenca de
doenca linfonodal e, assim , virem a ser utilizados para a definicdo da necessidade
da linfadenectomia. Objetivos: verificar se a expressdo imuno-histoquimica (IMH)
positiva da p53 na amostra endometrial diagnéstica e, se o valor sérico do CA 125
obtido no tempo pré-operatério, podem ser efetivos para prever a presenca de
doenca linfonodal. Métodos: um estudo transversal restrospectivo foi realizado.
Foram incluidas 111 pacientes com carcinoma de endométrio submetidas a
histerectomia com anexectomia bilateral e linfadenectomia com ou sem citologia
peritoneal. Noventa pacientes apresentavam CA 125 pré-operatério e 73, a
avaliacdo da p53. Cinquenta e quatro pacientes apresentavam as duas variaveis em
combinagdo. Foram estabelecidas as associagdes entre o valor de CA 125 e da
expressdo IMH da p53 com o envolvimento linfonodal. Uma curva ROC foi
construida para identificar o valor de CA 125 com melhor Sensibilidade (S) e
Especificidade (E) para doenca linfonodal. Resultados: encontramos uma incidéncia
de metastase linfonodal de 11,7%. Um ponte de corte de CA 125 = 27 U/ml foi
considerado o de melhor S (84,6%), E (70,9%), Valor Preditivo Positivo (VPP 32,4%)
e Valor Preditivo Negativo (VPN 96,6%) para doenca linfonodal. A associacdo do CA
125 com a expressao positiva da p53 aumentou o VPP para 38,5%. O CA 125 = 27
U/ml associado a tumores G3 ou ndao endometrioides apresentou o maior VPP para
metastase em linfonodos (66,7%). Por outro lado, quando o CA 125 foi < 27U/ml e a
expressao IMH para p53 foi negativa, a S e o VPN foram de 100%, podendo excluir

a presenca de doenca linfonodal. Concluséo: o uso do CA 125 em associacdo com



0 grau e o tipo histologico oferece a melhor E e VPP para doenca linfonodal. O
resultado negativo do CA 125 e da expressao para p53 podem ser utilizados para
excluir a presenca de doenca linfonodal.

Palavras-chave: carcinoma de endométrio, metastase linfonodal, p53, CA 125,
bidpsia endometrial.



ABSTRACT

Introduction: endometrial carcinoma is one of the most common gynecological
malignancies in industrialized countries. The treatment of this disease is primarily
surgical. According to the International Federation of Gynecology and Obstetrics
surgery ideal consists in performing total hysterectomy, bilateral adnexectomy,
retroperitoneal lymphadenectomy and peritoneal cytology. However, the systematic
lymphadenectomy has been disputed, and should only be performed in a group of
patients at high risk of lymphatic spread of the disease. The challenge is to find
preoperative markers that may be predictive of the presence of lymph node disease
and thus come to be used to determine the necessity of lymphadenectomy.
Objectives: to determine whether the positive immunohistochemical expression (IMH)
of p53 in diagnostic endometrial sample and, if the value of serum CA 125, obtained
during pre-operative, can be effective to predict the presence of lymph node disease.
Methods: a cross-sectional study was conducted. The final sample consisted of 111
patients with endometrial carcinoma undergoing hysterectomy with bilateral
adnexectomy and lymphadenectomy with or without peritoneal cytology. Ninety two
patients had preoperative CA 125 and 73, evaluation of p53. Fifty four patients had
both variables in combination. Associations have been established between the
value of CA 125 and IMH expression of p53 with lymph node involvement. A ROC
curve was constructed to identify the value of CA 125 with better sensitivity (S) and
specificity (E) for lymph node disease. Results: we found an incidence of lymph
node metastasis of 11,7 %. A cutoff CA 125 = 27 U / ml was considered the best S
(84.6 %), E (70.9 %), Positive Predictive Value (PPV 32.4%) and Negative Predictive
Value (NPV 96.6%) for lymph node disease. The combination of CA 125 with positive
expression of p53 increased the PPV to 38.5 %. CA 125 = 27 U/ml associated with
G3 tumors or not endometrioid tumors had the highest predictive value for lymph
node metastasis (66.7%). On the other hand, when the CA 125 was < 27U/ml and
immunohistochemistry expression was negative for p53, S and NPV were 100 % and
can exclude the presence of lymph node disease. Conclusion: the use of CA 125 in
association with the grade and histological type offers the best E and PPV for lymph
node disease. The negative result of CA 125 and p53 expression can be used to

exclude lymph node disease.



Keywords: endometrial carcinoma, lymph node metastasis, p53, CA 125,
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de endométrio € uma das neoplasias ginecologicas mais
comuns. No Brasil, em que pese a inadequacéo das notificacoes epidemiologicas,
ocupa a quinta posi¢cao entre todos os tumores que ocorrem na mulher, ficando atras
das lesBes de mama, colo uterino, célon e estdbmago. Nos Estados Unidos é a

neoplasia genital mais prevalente.

Os marcadores prognosticos tradicionalmente utilizados para predizer o curso
clinico da neoplasia endometrial incluem o tipo histolégico, o grau de diferenciacédo
tumoral, profundidade de invasdo miometrial, doenca linfonodal e estadio.

A maioria das mulheres (75-88%) com carcinoma endometrial tem doenca em
estadio inicial no momento do diagnostico. Em razdo disso, o progndéstico destas
pacientes € bom, com uma taxa de sobrevida em cinco anos de 80 a 85%. No
entanto, a constatacdo de que 15 a 20% destas pacientes, com doenca
aparentemente curavel, apresentardo recidiva e morte, permite especular sobre a
existéncia de fatores adicionais que possam estar relacionados a risco de

progressao e disseminacao da doenca.

Existe um debate continuo sobre qual a extensédo do tratamento cirirgico no
carcinoma de endométrio. Segundo a Federagdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) todas as pacientes deverdo ser submetidas a linfadenectomia
retroperitonial (pélvica e para-adrtica) além do procedimento padrdo, histerectomia
e anexectomia bilateral. No entanto, estudos randomizados recentes tém
demonstrado auséncia de beneficio terapéutico na realiza¢éo da linfadenectomia em

pacientes com baixo risco de disseminacao linfatica de doenca.

A avaliacdo pré-operatéria atualmente utilizada, que inclui tipo histolégico e
grau tumoral, ndo é acurada para separar pacientes em baixo e alto risco para
metéstase linfonodal. A inclusdo de outras variaveis pode vir a auxiliar na
categorizacdo destes grupos. Entre estas, especula-se que a dosagem sérica de
CA 125, obtida em tempo pré-operatorio, e a expressdo imuno-histoquimica da
proteina p53, avaliada na amostra endometrial, possam ser utilizadas na

determinacdo da doenca além do Utero, mais especificamente, na area linfonodal.
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1.1 Estratégias de busca da informacé&o

Foram utilizados para busca de periodicos, as seguintes bases de dados:

e Pubmed (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed);

e Lilacs (http:// www. lilacs.bvsalud.org).

Foram selecionados os artigos que apresentavam dados sobre epidemiologia e aspectos
histologicos e da carcinogénese da neoplasia endometrial, além de marcadores pré-
operatorios e prognoésticos. Especificamente selecionamos artigos sobre CA 125 e doenca
linfonodal e uso da IMH na neoplasia endometrial (especificamente a imunopositividade para
p53) tanto na amostra endometrial quanto na peca uterina. Por ultimo, tentamos localizar

estudos que combinassem estas duas variaveis pré-operatorias.

Figura 1 — Palavras-chave e artigos localizados no Pubmed

Palavras-chave utilizadas N° de artigos localizados
Endometrial carcinoma 25282
Endometrial carcinoma and lymph node metastasis 1160
Endometrial carcinoma and p53 867
p53 in endometrial biopsy 63
p53 in curettage and endometrial carcinoma 25
Preoperative CA 125 and endometrial carcinoma 77
CA 125 and p53 in endometrial cancer 11




Figura 2 — Palavras-chave e artigos selecionados no Lilacs

Palavras-chave utilizadas

N° de artigos localizados

Carcinoma endometrial 356
Carcinoma endometrial e metéastase para linfonodos 1
p53 e carcinoma de endométrio 1
p53 e biépsia endometrial 2
p53 e curetagem 0
CA 125 e carcinoma de endométrio 0
CA 125 e p53 no carcinoma de endométrio 0

16
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Incidéncia e caracteristicas epidemiologicas do carcinoma de endométrio

O carcinoma de endométrio € a neoplasia do trato genital inferior feminino
mais comum nos Estados Unidos. Cerca de 49560 novos casos sdo esperados para
2013 e 8190 mulheres morrerdo em decorréncia da doenca (1). De acordo com a
American Cancer Society (ACS), € o quarto cancer mais comum em mulheres, atras
das lesbes de mama, pulmdo e colon. Representa 6% de todas as neoplasias
malignas que ocorrem em mulheres. As maiores taxas de incidéncia estdo nos
paises da Europa, Estados Unidos, Canada, Argentina e Australia e variam de 7 a
22,8 casos por 100.000 mulheres (2). A probabilidade de uma mulher vir a
desenvolver cancer de endométrio ao longo da vida é de 1:38. Mulheres brancas
tém maior risco, cerca de 2,7% ou 1:37 e mulheres negras tém risco inferior, cerca
de 2,06% ou 1:49.(3)

No Brasil, apesar do incremento na qualidade da informac&o sobre morbidade
e mortalidade por cancer obtido nos ultimos anos, os dados epidemiol6gicos estéo
longe do ideal. Calcula-se que o carcinoma endometrial seja responsavel por 3% de
todas as neoplasias diagnosticadas na mulher, vindo atrds dos tumores de pele,
mama, colo uterino, célon e estdbmago. Estima-se uma incidéncia de 4,5 a 13,3
casos novos/100.000 mulheres/ano (2, 4, 5). Segundo dados do Departamento de
Ginecologia do Hospital AC Camargo de Sao Paulo, na década de 80, o cancer de
corpo uterino estava presente em 10% dos casos atendidos na instituicdo e, na

década de 90, foi identificado em 25% dos casos (6).

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

pOS-menopausico .

Incluem-se, entre fatores de risco para a neoplasia endometrial, o uso de

terapia hormonal (TH) com estrogénio isolado, obesidade, diabetes mellitus,
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nuliparidade e menopausa tardia (acima de 52 anos). Situa¢gOes que diminuam a
exposicdo ao estrogénio ou aumentem o0s niveis de progesterona (p.e., TH
combinada - estrogénio e progestagénio - tabagismo, anticoncepcional hormonal
combinado, ovulacdo) podem ser consideradas como protetoras. A historia familiar
ou pessoal de cancer colorretal ndo polipoide pode configurar um risco hereditario de
desenvolver cancer de endométrio. Observa-se também aumento de risco em
mulheres usuérias de tamoxifeno (7, 8). Mulheres residentes em paises ocidentais
desenvolvidos, com alto nivel socioecondbmico, com dieta rica em lipidios,
especialmente gordura animal, sdo mais expostas a esta neoplasia. Estudos
nacionais mostram que pacientes com tumor endometrial apresentam, entre as sua
caracteristicas epidemiolégicas, indice de massa corporal acima de 25kg/m? (73,8 a
78,5% dos casos), obesidade (21,35 a 48,5%), hipertensado arterial sistémica (41,7 a
73,3%) e diabetes mellitus (16,5 a 21,35%) (9-11).

Na literatura americana, a maioria das pacientes (75 — 88%) com carcinoma
endometrial apresenta-se, ao diagnostico, com doenca em estadio (Est.) | (tumor
restrito ao corpo uterino), com taxa de sobrevida de 80 a 85% (12). Esta taxa cai
para 50 a 60% para doenca em Est. Il, 15 a 25% em Est. Ill e valores ainda mais
baixos no Est. IV (estadiamento conforme a Federacédo Internacional de Ginecologia
e Obstetricia (FIGO), 1988) (13). Parkin e cols. (14) relataram indices de sobrevida
global (sobrevida em 5 anos) variavel conforme os paises analisados: 84% nos
Estados Unidos, 72% nos paises europeus e 69% em paises em desenvolvimento.
No Brasil, um estudo de base hospitalar realizado no municipio de Porto Alegre,
encontrou sobrevida global em dois e cinco anos de 90,1% e 81,4%,
respectivamente. A taxa de sobrevida em 5 anos relacionada ao estadiamento foi de
87,7% para o Est. I, 83,3% para o Est. Il e 48% para o Est. lll (FIGO, 1988) (15).
Outro estudo nacional, realizado no inicio da década de 90 no municipio do Rio de
Janeiro, encontrou uma taxa de sobrevida global em 3 anos de 74% (16).

Segundo dados do portal de vigilancia epidemiolégica da ACS, a taxa global
de mortalidade por cancer de endométrio permanece estavel desde o inicio da
década de 70 , com cerca de 8 mortes para cada 100.000 mulheres. O risco de
morte por cancer de endométrio € maior em mulheres negras, cerca de 0,81% ou
1:124 casos, em comparacdo com mulheres brancas 0,50% ou 1:200 casos (17).

Entre as possiveis explicagbes para isto incluem-se: retardo diagnadstico,
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consequente a desinformacéo e dificuldade de acesso aos servicos médicos, reflexo
de um nivel socioecondbmico mais baixo (18); maior incidéncia de tumores
endometriais de pior progndstico (por exemplo (p.e.), tipo ndo endometrioide) e
alteracdes biomoleculares (isto é (i.e.), expressao de p53 e HER-2/neu, aneuploidia
e alto indice proliferativo) (19). Apesar disto, em estudo realizado com mulheres
brasileiras, a cor de pele ndo se mostrou estatisticamente associada a risco de ébito,
embora tenha sido observada sobrevida inferior nas pacientes ndao brancas na
analise ndo ajustada, no modelo multivariado (20). Deve-se, no entanto, destacar
que a miscigenacgdo étnica presente no pais dificulta uma classificacdo padronizada
da cor de pele.

Varias variaveis prognosticas tém sido utilizadas para predizer o curso clinico
das pacientes com neoplasia endometrial. Estas podem ser convenientemente

divididas em clinicas e patoldgicas.

Entre as variaveis clinicas, a idade € uma variavel progndstica importante. O
Gynecologic Oncology Group (GOG) reportou taxas de sobrevida em 5 anos, para
doenca em Est. | e Il, que variam com a idade: 96% até os 50 anos, 87,3% dos 51
aos 60 anos, 78% dos 61 aos 70 anos, 70,7% dos 71 aos 80 anos e de 53,6% para
pacientes com mais de 80 anos (21). Estudos classicos demonstraram que
mulheres mais jovens tendem a ter lesdes mais bem diferenciadas do que as idosas.
Cristopherson e cols. (22) reportaram uma taxa de sobrevida em 10 anos de 95%
para mulheres com idade inferior a 50 anos e com doenca no Est. I. Os mesmos
autores relataram que mulheres idosas tém tumores endometriais mais
indiferenciados e em estadio mais avancado quando comparadas a pacientes mais

jovens (23).

As variaveis patologicas sdo obtidas, primariamente, através do fragmento
endometrial diagndstico e complementadas pela analise do espécime cirurgico.
Classicamente sdo definidas pelo tipo histolégico, grau de diferenciacdo tumoral,

profundidade de invasdo miometrial e estadiamento cirargico (24).
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2.2 Tipo e subtipo Histoldgico

A maioria dos carcinomas endometriais sdo adenocarcinomas. Estes sao
classificados como de tipo endometrioide (AE) e ndo endometrioide (ANE), sendo o
primeiro o mais comum (57 a 80% dos casos) (figura 1) (13, 25). Os AE apresentam
indices de sobrevida mais elevados (13).

O tumor adenoescamoso ou adenocarcinoma com diferenciacdo escamosa
maligna, originalmente uma variante histoldgica do AE, € objeto de discussdo ao
longo dos anos. Tem sido aceito que o progndstico desta lesé@o esta relacionado ao
grau de diferenciagdo do elemento glandular, ndo sendo necessério situa-lo como
tipo especial de carcinoma. No entanto, sabe-se, pelas observacgdes clinicas, que o
tumor adenoescamoso tem pior prognostico que as lesdes endometrioides. Desta

forma, em varios estudos, é incluido na categoria dos ANE (26-29).

Entre os ANE, destacam-se o papilar seroso (PS) e o de células claras (CC).
O primeiro, reconhecido como um subtipo histologico distinto por Lauchlan (30),
perfaz 3 a 10% dos carcinomas endometriais. O carcinoma de CC, que pode
coexistir com os tumores PS, mas que também é definido como uma entidade
isolada, representa 0,8 a 5,5% dos casos. Tém uma evolugdo mais agressiva e
prognostico mais reservado, mesmo em estadios iniciais. Taxas de sobrevida em
cinco anos para pacientes com tumores em Est. | e Il variam de 42 a 68% nos
subtipos PS e CC e 75 a 87% no AE (31).

A partir da publicagdo de Bokhman e cols. (32), em 1983, dois tipos de
carcinoma de endométrio foram reconhecidos, utilizando-se critérios microscopicos,
comportamento clinico e epidemiologia. Hoje, a estas diferencas foram
acrescentadas outras, de natureza biomolecular . O carcinoma de endométrio tipo 1
caracteriza-se por tipo histolégico endometrioide, baixo grau tumoral, estadios
iniciais, frequente associacdo com hiperplasia endometrial, ambiente com
hiperestrinismo, positividade para receptores hormonais e prognostico favoravel. Ao
contrario, o tipo 2 ndo se associa a estimulacdo estrogénica, tem como leséo
precursora o carcinoma intraepitelial, ndo expressa receptores hormonais, seu tipo

histologico € ndo endometrioide, alto grau tumoral, estddio avancado e progndstico
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adverso. Do ponto de vista molecular, os tumores tipo 1 sdo usualmente associados
com instabilidade microssatélite e mutacdes no gene supressor tumoral PTEN,
CTNB1 (beta-catenina), k-RAS e PIK3 CA. Os tumores tipo 2 tipicamente
apresentam mutacdes no gene TP53. E possivel que alguns tumores ndo possam
ser enquadrados claramente dentro de uma das duas categoria, assim como alguns
casos do tipo 1 possam, durante o0 processo de carcinogénese, adquirir
caracteristicas proprias do grupo 2 (13, 32-34) .

Figura 3. Tipos histoldgicos dos Carcinomas Endometriais.

Carcinomas Endometriais
Adenocarcinoma endometrioide
e Tipico
e Adenoacantoma

e Adenoescamoso

Adenocarcinoma ndo endometrioide

e Carcinoma de células claras
e Carcinoma papilar seroso

e Carcinoma secretor

e Carcinoma mucinoso

e Carcinoma indiferenciado

e Carcinoma misto
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2.3 Avaliagcéo da extenséo da doenca (estadiamento)

De acordo com a recomendacdo da FIGO de 1988, revisada em 2009, a
neoplasia endometrial deve ser tratada e estadiada cirurgicamente (Figura 2). Isto
significa que o conhecimento da real extensdo da doenca somente se da apos a
intervencao cirdrgica. A importancia deste procedimento tornou-se evidente a partir
dos anos 70, quando foram publicados os resultados dos primeiros trabalhos que
utilizavam, além da histerectomia, a disseccao da cadeia linfatica para o tratamento
da neoplasia endometrial. No estudo pioneiro de Lewis e cols. (35), foram avaliadas
129 pacientes com neoplasia endometrial clinicamente restrita ao Gtero (E | clinico),
sendo encontrado um percentual de envolvimento linfonodal de 13,2%. Este fato foi
diretamente relacionado a piora do grau de diferenciacdo tumoral e ao aumento da
invasdo tumoral no miométrio. Rutledge e cols. (36) demonstraram cerca de 10% de
mestastase linfonodal em tumores supostamente iniciais. Creasman e cols. (24), em
um estudo classico do GOG, descreveram 11% de comprometimento tumoral dos
linfonodos pélvicos e 6% dos linfonodos para-adrticos em pacientes com Est. |
clinico. As mestastases linfonodais foram relacionadas ao grau de diferenciacdo
tumoral e a invasdo miometrial. Foram encontradas 3% de metastases linfaticas
pélvicas em tumores bem diferenciados (G1), com invasdo do terco externo do

miomeétrio, e 34% em tumores pouco diferenciados (G3), com a mesma invasao.

O sistema de estadiamento atual inclui o conhecimento da invasdo miometrial
e cervical, a analise dos anexos uterinos (ovarios e trompas de falépio) e dos
linfonodos retroperitoniais e a citologia peritonial. Para tanto, € recomendada a
histerectomia total com salpingo-ooforectomia bilateral, a linfadenectomia pélvica e
para-adrtica e o lavado peritoneal (37). Alguns autores defendem a realizacéo
rotineira da omentectomia na cirurgia do cancer de endométrio, por ser este
comprometimento um marcador de mau prognéstico (38). Os carcinomas dos
subtipos histologicos PS e CC, por apresentarem disseminacdo peritoneal precoce,
devem ser tratados similarmente ao cancer de ovario ou seja, com realizacéo
rotineira da omentectomia. No entanto, parece ndo haver beneficio em realizar a
omentectomia nas pacientes portadoras de AE. Nestes casos € suficiente realizar

uma cuidadosa inspecéo e palpacdo do omento durante a cirurgia (39).



23

O achado de citologia peritoneal positiva para células malignas que nas
normas de estadiamento da FIGO de 1988 representava o Est. Illa do carcinoma de
endomeétrio foi revisto e atualmente parece nao ter valor como achado isolado. Esta
nova normatizacdo levou em conta os resultados dos estudos que demonstraram
que este achado ndo tem valor prognostico e que a evolugcdo clinica destas
pacientes esta relacionada a fatores de risco, tais como: profundidade de invasao
miometrial, grau tumoral e o tipo histolégico (40, 41). Entretanto, a citologia
peritoneal deve continuar sendo coletada, pois podera influenciar adversamente o

prognostico se associada a estes fatores (42).

Figura 4. Sistema de Estadiamento Cirurgico da Neoplasia Endometrial.

Tumor limitado ao corpo uterino

A - tumor limitado ao endométrio e invasdo menor que 50% do

Estadio | L
miomeétrio

B - invasao igual ou maior que 50% do miométrio

Estadio Il Tumor invade o estroma cervical

Tumor esta além dos limites uterinos, porém restrito a pelve

A - invasdo da serosa e/ou anexos uterinos (metastase ou extensao
direta)

B - envolvimento da vagina (metastase ou extensdo direta) ou
Estadio Il envolvimento parametrial*

C - metastases para linfonodos pélvicos e/ou para-adrticos*
C1- linfonodos pélvicos  C2- linfonodos para-adrticos

* citologia positiva isoladamente ndo altera estadiamento

Tumor invade 6rgéos vizinhos ou metastases a distancia

A - invasdo de mucosa vesical e/ou mucosa do intestino
Estadio IV
B - metastases a distancia (inclui metastase para linfonodo inguinal,
implantes intraperitoniais e/ou omento, ascite, metastase em pulmé&o,
figado ou éssea

Fonte: FIGO, 2009
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2.3.1 O papel da linfadenectomia retroperitonial

Desde que a FIGO introduziu o estadiamento cirirgico como manejo primario
para o carcinoma de endométrio, muitas questdes tém sido debatidas. A mais
importante, recai sobre a realizacdo da linfadenectomia retroperitonial,
especialmente sobre seu uso obrigatério e sistematico. Além disto, ndo existem
regras definidas sobre a extensdo da disseccao linfatica e isto tem determinado uma
ampla variedade de opinides e praticas em relacdo a linfadenectomia (43). A
extensdo deste procedimento pode variar desde a simples palpacédo transperitonial
com biopsia dos linfonodos aumentados, a amostragem dirigida de um ou dois
linfonodos de determinada cadeia linfatica e a dissec¢cdo completa dos linfonodos
pélvicos e para-adrticos (44). Uma pesquisa sobre as estratégias terapéuticas
utilizadas na préatica dos ginecologistas oncolégicos demonstrou que 54% destes
realizam sistematicamente a linfadenectomia retroperitonial, 43,5% a fazem
seletivamente, apds a individualizagcdo dos casos e 2,5% nunca a realizam (45).
Soliman e cols. (46) relataram que 66% dos ginecologistas oncoldgicos realizam a
linfadenectomia em tumores G2 e 90% em tumores G3. Somente 35%, realizam a
linfadenectomia pélvica e para-adrtica em tumores G1. Mariani e cols. (47),
estabeleceram como protocolo institucional da Mayo Clinic, a ndo realizacdo da
linfadenectomia em tumores restritos ao endométrio, qualquer grau, ou tumores G1
ou G2 com invasao < 50%. Esta diversificacdo de praticas € justificada por ser o
procedimento associado a morbidade significativa, aumento do tempo cirirgico e
beneficios terapéuticos ndo comprovados, especialmente em pacientes com baixo
risco de disseminacdo linfatica (48). Além disto, aproximadamente 60% das
pacientes com neoplasia endometrial nos Estados Unidos séao tratadas por
ginecologistas gerais, ndo aptos a execucao de procedimentos de alta complexidade
(49). No Brasil, ndo existem dados oficiais sobre isto, mas acredita-se que uma
percentagem maior de pacientes seja tratada por cirurgides ou ginecologistas gerais.

O sitio mais frequente de propagacédo de doenca além do utero é a cadeia
linfatica locorregional. A extensdo da doenca endometrial para os linfonodos, seja
para a cadeia pélvica ou para-adrtica , caracteriza doenca no Est. llic e é fator
prognéstico importante, relacionando-se a risco de recorréncia e morte. A incidéncia
de metastase para os linfonodos , em pacientes com doenca aparentemente limitada

ao corpo uterino, varia de 5 a 19% (24, 50). Nestes casos, as taxas de sobrevida
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em 5 anos sdo baixas, variando de 44 a 52% (51). O estudo classico conduzido
pelo GOG observou que 50% de todas as recorréncias aconteceram em pacientes
com comprometimento linfonodal (24). Também Morrow e cols. (52) demonstraram
que 25% das pacientes com metastase para-adrtica apresentaram recidiva da

doenca.

Outro assunto de grande controversa se refere a dissec¢do dos linfonodos
para-aorticos. A disseminacdo da doenca para a regido para-adrtica normalmente
ocorre a partir da disseminacao primaria para os linfonodos pélvicos. No entanto,
Creasman e cols. (24) encontraram uma frequéncia de metéstase para-aodrtica
isolada de 17%. Mariani e cols. (53) confirmaram o achado de metastase isolada,
mas consideraram este evento tardio e incomum. Isto foi confirmado no estudo de
Abu-Rustum e cols. (54) que encontrou incidéncia de 1% para metastase para-
aortica isolada. Os fatores de risco para disseminagdo para-adrtica S40 0S mesmos
encontrados para a doencga linfonodal pélvica, ou seja, tumores G3, tumores G1 e
G2 com invasdo miometrial profunda e tumores ndo endometrioides. E razoavel
pensar que a linfadenectomia para-adrtica devera ser realizada sempre que houver
indicacao da linfadenectomia pélvica. Neste contexto, o estadiamento cirurgico pode
ser considerado incompleto ou insatisfatorio se a disseccéo linfatica para-aortica ndo

for incluida.

Embora o papel prognéstico do estadiamento cirdrgico e da linfadenectomia
parecam bem definidos, persistem duvidas sobre o papel terapéutico da disseccao
linfatica. As variagfes encontradas em estudos cientificos em relacédo ao numero de
linfonodos ressecados e a extensdo da linfadenectomia, dificultam ainda mais a esta
resposta. Alguns estudos retrospectivos, mostraram um papel terapéutico na
realizacdo da linfadenectomia (12, 55, 56), enquanto outros ndo encontraram ganho
de sobrevida (57, 58). Em um estudo de Chang e cols. (59), com cerca de 39000
pacientes tratadas para carcinoma de endométrio, 12000 realizaram linfadenectomia
e 27000, ndo realizaram. Estes autores concluiram que a extensdo da
linfadenectomia, que variou da retirada de 1 a 20 linfonodos, foi associada a melhora
de sobrevida em pacientes com carcinoma de endométrio em estadios iniciais,
excetuando-se o0s considerados de baixo risco para disseminacdo linfatica
(estadiamento FIGO ,1988 : IA, IBG1 e IBG2), mesmo apods controle dos dados para

a presenca de tratamento complementar. Em outro estudo restrospectivo que
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analisou 565 pacientes com cancer de endométrio com aparente estadio inicial,
Cragun e cols. (60) encontraram beneficio na sobrevida com a realizacdo de
linfadenectomia total, definida como a resseccdo de um numero de linfonodos
superior a 11, em comparagdo com uma ressec¢do menos extensa, quando se
analisou separadamente o subgrupo de alto risco para recidiva (G3, invasao
miometrial = 50% e lesdes ndo endometrioides; P=0,001). Nao houve beneficio no
subgrupo de baixo risco ou na andlise de toda a populacdo estudada. Um estudo
recente retrospectivo publicado em 2010 que avaliou o efeito da linfadenectomia
para-adrtica na sobrevida (SERPAL Study) (61), demostrou que a linfadenectomia,
tanto pélvica quanto a para-aodrtica, tém um papel terapéutico em pacientes com
tumores endometriais com alto risco para doenca linfonodal e, especialmente,

naquelas com linfonodos positivos.

Alguns poucos ensaios clinicos randomizados (ECR) foram conduzidos na
tentativa de esclarecer o papel terapéutico da disseccdo linfatica. Um estudo de
multicéntrico de Panici e cols. (62), avaliou 514 pacientes com Est. | pré-operatorio.
Destas, 264 pacientes realizaram a linfadenectomia pélvica total (definida como um
namero médio de linfonodos superior a 20), além da histerectomia total com
salpingo-ooforectomia bilateral. Estes autores concluiram que a realizagcdo da
linfadenectomia permite um melhor estadiamento das pacientes, com cerca de 10%
de upstaged (13,3% das pacientes foram estadiadas como estadio Ilic no grupo da
linfadenectomia em comparacdo com 3,2% das pacientes que ndo realizaram a
linfadenectomia; P<0,001); no entanto, este procedimento ndo aumentou o tempo
livre de doenga ou o tempo de sobrevida total , estando associado a uma taxa maior
de complicacBes pos-operatérias e maior tempo de hospitalizacdo. E importante
destacar que no grupo das pacientes que néo realizaram a linfadenectomia, cerca
de 3% apresentavam linfonodos palpaveis, que foram ressecados. O mais
importante ensaio clinico randomizado sobre o assunto foi publicado em 2009, sob o
nome de MRC ASTEC trial (63). Este € um estudo europeu multicéntrico com cerca
de 1400 pacientes diagnosticadas com neoplasia de endométrio clinicamente restrito
ao utero (Est. | pré-operatério). Cerca de 700 pacientes receberam como tratamento
padrao, a histerectomia e salpingo-ooforectomia bilateral associada a realizacao de
citologia peritoneal e palpacdo de linfonodos retroperitoniais com amostragem, se

necessario de linfonodos aumentados. As outras 700 pacientes receberam a
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linfadenectomia pélvica total além do tratamento padrédo. Os resultados deste estudo
ndo mostraram beneficio na realizacdo da linfadenectomia total, tanto no periodo
livre de doenca quanto na sobrevida total. Houve uma diferenca a favor do
tratamento padrao com hazard ratio (HR) de 1,04 (0,74-1,45; P=0,85) para sobrevida
total e 1,25 (0,93-1,66; P=0,14) para periodo livre de doenca. Além disto, o estudo
mostrou um tempo de internacdo maior e um aumento na morbidade relacionada a
linfadenectomia, principalmente com o aparecimento de linfedema de membros

inferiores.

Apesar da publicacdo destes ensaios clinicos, a realizacdo do estadiamento
cirirgico segue recomendada por entidades oficiais. Nas diretrizes para tratamento
do carcinoma endometrial da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (37),
ha recomendacdo para realizacdo da linfadenectomia pélvica e para-adrtica de
forma rotineira. Esta entidade entende que os resultados dos ECR podem ser
questionados em razéo de limitagdes na selecdo das pacientes, na variacdo da
extensdo da linfadenectomia, na falta de padronizacdo do tratamento adjuvante e
na analise estatistica. Concluem que a linfadenectomia retroperitonial podera, além
de definir prognostico, identificar pacientes com indicagdo de tratamento adjuvante
com radioterapia e/ou quimioterapia. A entidade tem consciéncia de que um
subgrupo de pacientes podera ndo obter beneficio terapéutico a partir da
linfadenectomia; no entanto, pelos critérios atuais, € de extrema dificuldade
identificar, na avaliacdo pré-operatoria, este perfil de paciente. Até que estudos
adicionais tragam maiores contribuicdes nesta area, a linfadenectomia retroperitonial

segue indicada.

O proximo desafio, portanto, € o de identificar de forma mais acurada, em
tempo pré-operatoério, aguelas pacientes com risco de disseminacdao linfatica. Isto ira
de maneira decisiva, orientar o planejamento cirargico, estabelecer a necessidade
da linfadenectomia e, inclusive, direcionar as pacientes com doenca
presumivelmente extensa, a centros de atendimento terciario preparados para
executar cirurgias radicais. Por outro lado, pacientes com risco baixo poderédo ser

manejadas somente por histerectomia e anexectomia bilateral.

As varidveis pré-operatérias atualmente utilizadas sdo falhas na detecgéo da

presenca de doenca linfonodal e/ou extrauterina.
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2.4 Variaveis pré-operatérias atualmente utilizadas para predizer a presenca de

doenca linfonodal e/ou extrauterina

A chance de doenca extrauterina e, em especial, de metastase linfonodal,
esta relacionada a presenca de fatores histolégicos ja identificados no tempo pré-
operatorio pela avaliacdo do espécime cirargico diagnéstico (amostra endometrial).
Estes fatores incluem, o grau de diferenciacdo tumoral (G) e o tipo histolégico do
tumor. A invasao miometrial profunda, definida como invasédo miometrial = a 50%,
outro importante marcador de propagacdo linfonodal da doenca (24), é
acuradamente definida somente ap0s a avaliagcdo da peca cirurgica. A sua definicdo
em tempo pré-operatorio tem sido sugerida através da Ressonancia Magnética de
pelve, que parece estar associada a boa capacidade para identificacdo da invasao
miometrial e invasdo do estroma cervical (64); no entanto, no N0SSO meio, seu custo

€ elevado e sua disponibilidade limitada.

Portanto, as variaveis pré-operatorias disponiveis, se resumem ao grau
tumoral e ao tipo histologico. A identificacdo do grau de diferenciacdo tumoral (G) €
considerada de extrema importancia. Os AE sao classificados em tumores bem
diferenciados (G1), moderadamente diferenciados (G2) e pouco diferenciados (G3).
Os ANE sao, em geral, lesbes G3 ou de alto grau. Quanto maior o grau de
indiferenciacdo, maior é a chance de invasdo miometrial e de propagacéo linfonodal
de doenca. Tumores G2 e G3, com invasdo miometrial profunda, tem chance de
comprometimento linfonodal na ordem de 20 a 30%, respectivamente (24, 65).

O tipo histoldogico influencia marcadamente a sobrevida. Tumores nao
endometrioides, particularmente os papilar serosos e os de células claras, sdo mais
agressivos que os tumores endometrioides de mesmo estadio (13). Frequentemente,
estes tumores apresentam-se com doenca extrauterina ao tempo do diagnadstico,
mesmo na presenca de limitada invasdo miometrial (31). Em uma série de 50 casos
de tumores papilar serosos, reportada por Goff e cols. (66), 14 pacientes (28%) nao
apresentavam invasdo miometrial. Entre estas, aproximadamente 36% tinham

metéstases linfonodais, 43% doenca intraperitonial e 50% apresentavam lavados
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peritoniais positivos. Portanto, nestes tumores, a relagdo entre profundidade de

invasdo miometrial e doenca extrauterina faz-se de maneira desproporcional (31).

Sabe-se, no entanto, que a avaliacdo pré-operatoria de uso corrente, que
analisa as variaveis acima mencionadas, tem se mostrado incapaz de excluir ou
confirmar a presenca de doenca linfonodal. O maior problema desta abordagem é a
discordancia observada entre o exame inicial e a andlise final da peca uterina.
Cerca de 15 a 20% dos tumores endometriais tém seu grau de diferenciacéo
histol6gica pré-operatério alterado para maior na avaliacdo final do utero (por
exemplo: G1 para G2 ou G2 para G3), o que pode levar a manejo cirdrgico
inadequado (cirurgias menos extensas, por exemplo). Além disto, tumores
considerados de baixo risco (G1 e superficialmente invasivos) tém chance de
extensdo linfonodal em 5% dos casos e cerca de 20% dos tumores G1 terdo
infiltracdo miometrial maior que 50%, tornando-se de alto risco para disseminacao
de doenca (45). Avaliando as amostras de endométrio obtidas por curetagem
uterina, observa-se que 10 a 26% dos casos de alto grau sdo incorretamente
diagnosticados (67) e cerca de 36 a 54% dos subtipos histolégicos mais agressivos
nado sado reconhecidos no tempo pré-operatério (68). Carcinomas serosos que
surgem em carcinomas endometrioides, através de mutagcbes no gene TP53,
resultando em tumores mistos (13, 32-34) podem ser dificeis de classificar
utilizando-se somente o exame morfolégico (69), especialmente em pecas
endometriais pequenas (70, 71). No estudo de Bristow e cols. (70), 76% das
biopsias pré-operatdrias foram corretamente diagnosticadas, sendo que trés dos
seis casos em que houve erro diagnostico, foram classificados como tumores

endometrioides de baixo grau (FIGO Grau 1-2).

A inclusdo de outros marcadores tumorais, séricos ou em fragmento
histologico diagndstico, tem sido sugerida na avaliacdo pré-operatéria destas
pacientes. Especula-se que o valor sérico de CA 125 e a a expressao imuno-
histoquimica da proteina p53 possam ser utilizados na avaliagdo inicial para

identificar um grupo de alto risco para disseminacao linfatica de doenca.
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2.5. Novas variaveis pré-operatdrias utilizadas para predizer a presenca de

doenca linfonodal e/ou extrauterina

2.5.1. CA 125

O CA 125, primeiramente descrito por Bast e cols. (72), como um antigeno
presente em pacientes com carcinoma epitelial ovariano, tem sido demonstrado em
inUmeras outras estruturas de origem epitelial tais como pleura, pericardio, periténio,
trompa de falépio, endométrio e endocérvice. Esta elevado em uma variedade de
neoplasias ginecoldgicas (ovario, trompa de falopio, endométrio e endocérvice) e

nao ginecoldgicas ( colon, pancreas, mama e pulmao).

Sua deteccdo sérica é realizada por uma reacdo de radioimunoensaio
utilizando o anticorpo monoclonal OC 125. O valor considerado normal é de 35 U/ml
(72). Neste estudo ficou demonstrado que 82% das pacientes com carcinoma
ovariano tinham um nivel sérico superior a 35 U/ml em comparacdo com 1% das
mulheres saudaveis. Desde entdo, tem sido aceito este nivel de corte como valor
normal para rastreamento e monitorizagdo de inUmeras doencas ginecoldgicas
malignas ou benignas (da endometriose ao cancer, por exemplo) . No entanto, sabe-
se que a producdo de CA 125 esta relacionada com a atividade ovariana, como
demonstrado no estudo de Paoletti e cols. (73). No estudo de Grover e cols. (74), o
nivel sérico de CA 125 também variou conforme o periodo do ciclo menstrual. No
estudo de Zurawski e cols. (75), 93% das mulheres saudaveis com mais de 60 anos
apresentavam valores de CA 125 menores que 20 U/ml. Granberg e cols. (76)
também encontraram valores de CA 125 significativamente menores em pacientes
na pés-menopausa em comparacdo com pacientes na menacme. Kurihara e cols.
(77), encontraram valores de CA 125 que variaram entre 10 e 12,8 U/ml nas
pacientes pdés-menopausicas saudaveis, sendo os maiores valores relacionados ao
uso de terapia hormonal Todos estes resultados confirmam a necessidade de definir
um novo valor de CA 125 para pacientes saudaveis na pos-menopausa. Isto tera
implicagdes importantes nos protocolos de rastreamento, definices terapéuticas e
prognostico de pacientes com neoplasias ginecoldgicas.
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Ainda ndo existe uma definicAo sobre o papel do CA125 no céancer de
endométrio. Niloff e cols. (78) foram os primeiros a demonstrar que niveis séricos de
CA 125 estavam elevados em 78% das pacientes com estagio IV da neoplasia
endometrial e na doenca recorrente. Desde entdo, varias publicacbes descreveram
elevacbes do CA 125, tanto na doenca endometrial primaria quanto na doenca
recorrente. Rose e cols. (79), em um estudo de 1994, demonstrou ser este um
marcador de recorréncia da doenca. Alagoz e cols. (80) determinaram que valores

de CA 125 maiores que 20 U/ml poderiam ser indicativos de recidiva.

Existe a possibilidade de niveis séricos elevados de CA 125, obtidos na
avaliacdo pré-operatéria das pacientes com carcinoma endometrial,
correlacionarem-se com achados patoldgicos de mau progndstico e/ou presenca de
doenca extrauterina. Alguns estudos demonstraram que os niveis de CA 125
correlacionam-se significativamente com invasdo miometrial profunda, citologia
peritonial positiva, extensédo tumoral para anexos uterinos e presenca de doencga nos
linfonodos pélvicos e/ou para-aodrticos. Sood e cols. (81), em 1997, publicaram um
estudo retrospectivo com 210 mulheres e encontraram uma relacdo entre niveis
maiores que 35 U/ml e doenca endometrial extrauterina com risco de morte por
neoplasia endometrial. Takeshima e cols. (82), demonstraram que os valores de CA
125 se relacionam fortemente com estadiamento cirdrgico avangcado e metastase
linfonodal. Hsieh e cols. (50) demonstraram que um valor de CA 125 maior que
40U/ml foi associado a alto risco de extenséo linfonodal da doenca e propds que
estas pacientes fossem manejadas com linfadenectomia completa. Em um estudo
de 2006, Chung e cols. (83) determinaram que o nivel elevado de CA 125 foi
relacionado a metastase linfonodal. Sebastianelli e cols. (84), em um estudo com
254 pacientes, encontraram uma relacao do valor elevado de CA 125 com extenséo
extrauterina de doenca. Este estudo definiu o valor maior que 25 U/ml, em dosagem
Unica, como o de melhor sensibilidade (S-67,2%) e especificidade ( E-77,2%) com
valor preditivo positivo (VPP) de 49% para doenca linfonodal. Encontraram, também
uma relacdo destes valores de CA 125 com tumores G3, com invasdo cervical,
invasao linfovascular e comprometimento anexial. Dotters e cols. (85) documentaram
gue um nivel de Ca 125 maior que 35 U/ml foi altamente preditivo de necessidade
de linfadenectomia, mas falhou em sensibilidade para identificar todas as pacientes.

A combinacédo de um nivel de CA 125 maior que 20 U/ml e tumores G3 teve alta



32

sensibilidade e especificidade para predizer a necessidade de estadiamento
cirirgico. Koper e cols. (86), em um estudo de 1998, encontrou igual falha na
sensibilidade para identificar pacientes como candidatas a linfadenectomia. Em
2012, Nicklin e cols. (87) publicaram um estudo com pacientes com neoplasia
endometrial aparentemente restrita ao Utero por critérios radiol6gicos, obtidos em
tempo pré-operatorio. Seus resultados demonstraram que, utilizando um ponto de
corte de 30 U/ml , a sensibilidade, especificidade , VPP e valor preditivo negativo
(VPN) para doenca linfonodal foi de 54,8%, 87,2%, 17,35% e 97,5%,
respectivamente, considerando 7,4% de metastase neste sitio. Portanto, pacientes
com CA 125 maior que 30 U/ml tém uma chance de 17% de apresentar doenca em
linfonodos, mas pacientes com nivel inferior a 30 U/ml de CA 125 tém uma chance
de doenca restrita ao Utero maior que 97%. Em estudo publicado em 2011,
Goksedef e cols. (88) determinaram que valor de CA 125 maior que 35 U/ml tem
sensibilidade de 75% e especificidade de 84% para a presenca de doenca
linfonodal. O mesmo autor encontrou sensibilidade semelhante, porém menor

especificidade (54%), utilizando um ponto de corte de 20 U/ml.

Até onde temos conhecimento, ndo existem estudos cientificos brasileiros
gue tenham definido um valor de CA 125, como o de melhor sensibilidade e
especificidade para presenca de doenca linfonodal.

2.5.2 Gene e proteina p53

O p53 é um gene (TP53) localizado no brago curto do cromossoma 17 e
codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons (kda), a proteina p53. E
considerado um gene supressor tumoral, uma vez que, frente a agressoes a célula,
determina parada do processo de divisdo celular e, em situagdes de dano grave,
induz a morte celular programada (MCP) ou apoptose (89).

As transicdes do ciclo celular sdo reguladas por uma ampla variedade de
sinais que desencadeara o prosseguimento do ciclo de determinada célula. Os
controladores dos pontos de checagem informam sobre a integridade do genoma.

Quaisquer danos ou mutagbes, sejam ocasionados por fatores externos, como
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drogas, irradiacéo ou infecgdo viral ou por falhas intrinsecas no mecanismo mitético,
sdo sinais de alerta que levam a parada na progresséao do ciclo. O TP53, através do
seu produto protéico (a proteina p53), é considerado essencial na deteccdo de
eventuais falhas existentes no DNA da célula prestes a se dividir, impedindo que
estas se propaguem a linhagem celular subsequente. Uma vez identificada a
existéncia de uma anormalidade no DNA da célula em divisdo, a proteina p53
promove uma parada do ciclo celular na fase G1, bloqueando a entrada na fase S. A
partir deste momento, dois caminhos poderdo ser seguidos: o0 reparo da lesdo no
DNA ou, havendo dano grave ao genoma, a p53 pode entdo acionar eventos
apoptoticos e levar a célula danificada a destruicao (89).

O TP53 encontra-se mutado em aproximadamente 50% das neoplasias
humanas (89). As mutacdes parecem inativar o efeito regulador negativo do TP53
sobre a proliferacéo celular conferindo maior poder de divisdo a estas células (90). A
perda da funcdo do gene TP53 estd associada, portanto, a aumento da atividade
proliferativa e progressao tumoral. Aproximadamente 80% destas muta¢des sado do
tipo missense. Estas determinam a alteragcdo estrutural da proteina p53 em razéo da
substituicdo de um aminoacido por outro com perda funcional e acimulo no nucleo
das células afetadas (91). Estas mutacBes sdo frequentemente associadas com
delecé@o do outro alelo p53 (92). A mutacdo do TP53 podera ocorrer precocemente
na tumorogénese (p.e, displasia leve de es6fago, mama e pulméao), mas a fracédo de

tumores com TP53 alterado € predominante nos estadios avancados (91).

Existem dois métodos principais para deteccdo da proteina p53 e para a
determinacdo de mutacdes no gene TP53 comercialmente disponiveis: o0 método de
imuno-histoquimica (IMH) e a amplificacdo do DNA pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), respectivamente (89). Cabe salientar que a IMH ¢é a técnica mais
utilizada. E de facil execucdo, baixo custo e permite o aproveitamento de material
bioldgico conservado em parafina. A imunopositividade para p53 ocorre no nucleo
das células afetadas que se coram em marrom. A forma de leitura é semi-
quantitativa, por vezes quantitativa, quando do uso da analise digital de imagem (26,
27, 93, 94). Existe uma variedade de critérios de positividade descritos na literatura,
gue variam de 5 a valores superiores a 50% (19, 90,(90, 95-97) . Outros estudos
trabalham com indice de positividade, levando em consideracao além da frequéncia

de reacdo, a intensidade da reacdo nuclear (fraca, moderada ou forte) (98, 99).
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Alkushi e cols. (97) consideram a positividade baseada em mais do que 50% das
células tumorais coradas , como de maior poder discriminatoério e relevancia clinica,

possibilitando separar os tumores endometriais em bom ou mau prognaostico.

A proteina p53 (selvagem/normal) é expressa em niveis baixos na maioria
dos tecidos fetais e adultos normais e tem uma meia vida de somente 5 a 45 min,
nao se acumulando em niveis detectaveis por métodos de IMH. Mutacdo missense
no gene TP53 resulta em proteina com meia vida de 4 a 8h, portanto, muito mais
longa do que a meia vida normal. O aumento da meia vida permite que esta proteina
se acumule no nudcleo das células afetadas e, portanto, que seja detectavel na
avaliacdo IMH. Células normais tém niveis baixos da p53 selvagem que sao
indetectaveis por métodos correntes de IMH. A p53 somente é detectavel em células
malignas (27). Ocasionalmente, identificam-se tumores que sdo p53 positivos a
leitura IMH, mas ndo carregam mutacdes génicas do tipo missense, sendo a
estabilidade da p53 resultante de outros mecanismos, tais como a ligacdo a
proteinas celulares. Kounelis e cols. (33) confirmaram esta hipotese ao observar
que, nos AE, a expressao (acumulo) da proteina p53 ocorreu sem a presenca de
mutacdo no gene. Houve positividade IMH em 21 a 52% destes tumores, mas
somente em 14 a 23% evidenciou-se a alteragdo génica. Em estudo de Tashiro e
cols. (100), a expressao da p53 correlacionou-se diretamente & mutagcédo génica nos
adenocarcinomas de endométrio do tipo papilar seroso, naturalmente de
comportamento mais agressivo. Entre 53 e 90% destes carcinomas apresentavam
mutacdes no gene, inclusive ja detectadas na forma de lesdes intraepiteliais. Além
disto, a presenca de uma forte reacdo nuclear em mais do que 75% das células
tumorais se relacionou, mais especificamente, a presenca da mutacdo génica.
Sakuragy e cols. (101), demonstraram a presenca de mutacdo no TP53 em 38,9%
dos AE e em 60% dos tumores serosos. Os niveis de p53 sdo indetectaveis com
mutacdes do tipo frameshift ou nonsense, uma vez que estas alteracdes produzem
proteinas truncadas ou instaveis. Entretanto, esta categoria de mutacdes constitui
menos de 20% das mutacdes do TP53 descritas nos tumores humanos. Portanto, o,
diante dos dados expostos, ndo é claro que o acumulo de proteina p53 relacione-se
perfeitamente a mutagdo génica ou que de uma maneira inversa, a auséncia de
imunorreatividade exclua mutagcdes no gene, principalmente quando estas referem-

se as dos tipos nonmissense.
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O papel da acumulo da proteina p53 detectada por IMH e sua utilidade como
fator progndstico na neoplasia maligna endometrial ja foi bastante investigada,
especialmente no final da década de 90. Varios estudos demonstraram ser a
imunopositividade para p53, fator prognéstico independente para recidiva (19, 31,
34, 102) enquanto outros falharam em confirmar este achado em analise
multivariada (103, 104).

Geisler e cols. (27), investigando a expressdo da proteina p53 em 46
pacientes com neoplasia endometrial e sua relacdo com alguns indicadores
prognosticos, verificaram que a sua expressdo era mais frequente em subtipos
histolégicos mais agressivos, tumores mais indiferenciados e estadios mais
avancados da doenca. Este estudo ndo demonstrou uma relacéo entre expressao de
p53 e profundidade de invasdo miometrial. Hamel e cols. (93), analisaram 221
pacientes com neoplasia endometrial e demonstraram uma significante relacdo da
expressdo da p53 com fatores de mau prognostico (i.e. estadio avancado, maior
grau de diferenciacdo tumoral, invasdo miometrial profunda e tipo histolégico néo
endometrioide) e prejuizo na sobrevida livre de doenca. Kohler e cols. (19)
encontraram uma frequéncia da expressao da p53 em 20% do total dos casos (9%
nos estadios | e Il e 41% nos estadios Ill e IV) e uma associagdo direta com
indiferenciacdo tumoral, estadio avancado, tipo histolégico ndo endometrioide e
diminuicdo de sobrevida. Estudo de Zheng e cols. (92) encontrou 71,4% de
imunopositividade de p53 em tumores papilar serosos em comparacao com 38,1%
para tumores endometrioides, dados com significancia estatistica. Osmangaolu e
cols., em estudo de 2005, correlacionaram a expressdao de p53 com estadio
avancado de doenca, lesbes de alto grau e invasao linfovascular. Appel e cols. (29)
demostraram uma relacdo da  expressdo da p53 com tumores G3, néo

endometrioides e com extenséo linfonodal da doenca.

E importante ressaltar, que os resultados acima expostos est&o relacionados
a expressao IMH da p53 no endométrio da peca uterina. Mariani e cols. (94) foram
0S primeiros a reportar que a expressao IMH no fragmento endometrial diagndstico
poderia estar relacionada a chance de disseminacédo linfonodal da doencga. Desde
entdo, alguns poucos estudos tém sido conduzidos para definir o papel da IMH para

p53 no fragmento diagndstico e sua possibilidade de se correlacionar a fatores
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prognésticos adversos e, desta forma, selecionar um grupo de pacientes como

candidatas a linfadenectomia.

Em estudo de Fayallah e cols. (95), 38 pacientes com Est. clinico |, foram
avaliadas em tempo pré-operatério, para a expressdo da p53, no espécime
endometrial diagndstico. Foi reportada expressao da p53 em 18 pacientes (47% dos
casos). Houve uma maior frequéncia desta expressdo em tumores de tipo nao
endometrioide, especialmente nos de tipo seroso e, em tumores com estadiamento
cirdrgico mais avancado (Est. Il e Ill) . Nao houve uma correlacéo estatisticamente
significativa com profundidade de invasao miometrial e grau tumoral. Pacientes p53
positivas, tiveram menor sobrevida. Obeidat e cols.(105) analisaram varios
marcadores biomoleculares na peca de curetagem uterina, incluindo a p53, Her-2,
Ki-67, receptores de progesterona e de estrogénio. Demonstraram estar a expressao
da p53 associada a tumores ndo endometrioides e a tumores G3. Nado encontraram
diferenca significativa quando avaliados profundidade de invasdo miometrial e
estadiamento cirurgico. Neste ultimo caso, 32% dos tumores em estadio inicial foram
positivos para p53 e 38,5% foram positivos em estadio avancado (P= 0,748).
Concluiram que a determinagcdo IMH de marcadores biomoleculares na peca de
curetagem uterina pode ser util, quando avaliadas em associagdo com outros
fatores, para definir o planejamento cirargico. Em um estudo brasileiro, Bonfitto e
cols. (106) encontraram uma maior frequéncia da expresséo da p53 em tumores néo
endometrioides (71% X 16% em tumores endometriodes; P< 0,05), mas apesar de
encontrarem uma maior frequéncia em tumores em Est. Il e lll, esta diferenca n&do se

mostrou significativa.
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2.5.3 O uso da associacdo da expressdo imuno-histoquimica da p53 e do valor
sérico do Ca 125 obtidos no pré-operatdrio e o seu valor preditivo para a

doenca linfonodal

N&o ha na literatura estudos cientificos que utilizem estes dois marcadores,
em associagdo, para definicho da probabilidade de doenca linfonodal. O
conhecimento de que estdo, isoladamente, relacionados a fatores de mau
prognoéstico (tipo e grau histoldgico, invasdo miometrial profunda, estadiamento
cirurgico avancado e envolvimento linfonodal, p.e.), permite a hiptese de que o seu
uso, em associacao, forneca dados mais acurados sobre a extensdo da doenca
além do atero, mais especificamente para os linfonodos retroperitonias, jA em tempo
pré-operatorio. A partir deste conhecimento, estratégias terapéuticas poderdo ser
adotadas precocemente, visando oferecer o tratamento mais adequado,

selecionando um grupo de pacientes para realizar a linfadenectomia.
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3 OBJETIVOS

Estabelecer o valor preditivo do CA 125 para a doenca linfonodal;

Estabelecer valor preditivo da expressao imuno-histoquimica da p53

para a doencga linfonodal;

Estabelecer o valor preditivo da combinacdo das variaveis CA 125 e

expressao imuno-histoquimica da p53 para a doenca linfonodal.

3.2 Secundario

Determinar o valor mediano do CA 125 pré-operatdrio nas pacientes

com carcinoma endometrial;

Determinar a frequéncia de expressao imuno-histoquimica da proteina

p53 no fragmento endometrial diagndstico ;

Analise descritiva das variaveis clinicas e histoldgicas:
e Faixa etaria;

e status hormonal;

e tipo histolégico e grau de diferenciacdo celular na amostra

endometrial pré-operatéria;
e tipo histoldgico e grau de diferenciacéo celular na peca uterina;

e estadiamento cirdrgico
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ABSTRACT

Objective: To investigate the predictive value of preoperative CA 125 levels and p53
expression in detecting lymph node involvement in patients with endometrial
carcinoma. Method: The study was conducted on 111 patients who underwent
routine surgery and retroperitoneal lymphadenectomy in the same hospital. CA 125
levels were available for 90 cases, and the immunohistochemical analysis of p53
expression was performed in the endometrial samples of 73 patients. In 54 cases,
both CA 125 and p53 expression were assessed. A ROC curve was used to
determine the sensitivity (S) and specificity (Sp) of CA 125 cutoff points in detecting
lymph node metastasis. Results: The incidence of lymph node metastasis was
11.7%. A CA 125 level = 27 U/ml had the best S (84.6%), Sp (70.9%), PPV (32.4%)
and NPV (96.6%) to detect lymph node involvement. When the presence of CA 125
levels above the established cutoff were combined with positive p53 expression, the
PPV increased to 38.5%. CA 125 levels = 27 U/ml combined with the presence of G3
or non-endometrioid tumors had the highest PPV for lymph node metastasis (66.7%).
The presence of CA 125 levels < 27U/ml and negative p53 expression could exclude
the diagnosis of lymph node involvement with a sensitivity and NPV of 100%.
Conclusion: CA 125 levels in association with tumor histological type and grade had
the best S and PPV for detecting lymph node involvement, while the presence of CA
125 levels below the established cutoff and of negative p53 expression was able to
exclude the diagnosis of lymph node metastasis.

Keywords: endometrial carcinoma; lymph node metastasis; p53; CA 125;

endometrial biopsy.



54

INTRODUCTION

Endometrial carcinoma is one of the most commonly diagnosed gynecological
neoplasias in developed countries. In the United States, it is the most frequent
neoplasia of the inferior genital tract, with approximately 50,000 new cases and 8,000
deaths expected in 2013 [1]. Most patients (75%-88%) with endometrial carcinoma
are diagnosed at stage |, when the tumor is still confined to the uterus. Therefore,
their prognosis is generally good, with a five-year survival rate of 80 to 85% [2].

The primary treatment for endometrial carcinoma is surgery. According to the
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO 2009), the optimal
surgical treatment for this condition consists of total hysterectomy with bilateral
salpingo-oophorectomy and pelvic and para-aortic lymphadenectomy. [3,4].
However, the use of systematic lymphadenectomy has been contested, as the
procedure is associated with significant morbidity (lymphedema and lymphocele),
and its therapeutic benefits are likely to be restricted to patients whose risk of
lymphatic dissemination is high [5].

The inclusion of tumor markers in the preoperative assessment of endometrial
neoplasias may help identify these patients. The evaluation of markers such as p53
expression and CA 125 levels may prove especially useful in this regard due to their
significant correlations with indicators of negative prognosis and advanced disease
(non-endometrioid and poorly-differentiated tumors and lymph node involvement )
[6-12].

The goal of the present study was to verify whether the positive expression of p53
in the diagnostic endometrial sample and preoperative CA 125 levels could be used

to detect lymph node metastasis in patients with endometrial carcinoma.

METHODS

This was a cross-sectional, approved by the Ethics Committee of the Porto Alegre
Clinical Hospital's (HCPA) Research and Graduate Studies Group (GPPG) under
protocol number 110637.

The study included all patients with endometrial carcinoma who received primary
surgical treatment at the Genital Oncology Department of the HCPA, in Brazil,

between January 1996 and December 2012.
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Histological diagnoses were made by blind or oriented endometrial biopsy or
uterine curettage. The preoperative assessment included chest X-rays, abdominal
ultrasound, or total abdominal computerized tomography scan. No patient had
metastasis at initial assessment. Of the 164 patients initially included in the study, 24
were excluded because their histological diagnosis had been made in another
hospital or because their paraffin blocks could not be found in the hospital's
Pathology Department and, additionally, their preoperative CA 125 levels had not
been assessed. Three cases were also excluded due to concomitant malignancy
(breast tumors with bone and liver metastasis, and synchronous endometrial and
ovarian tumor), and 26 patients were excluded for not having undergone
lymphadenectomy. The main reason for not performing this procedure was related to
technical difficulties due obesity or medical comorbidities.

Therefore, the final sample consisted of 111 participants, of whom 80
underwent pelvic lymphadenectomy alone, and 31 underwent both pelvic and para-
aortic lymphadenectomy. The number of dissected pelvic lymph nodes ranged from 1
to 40 (mean 16.6; standard-deviation (SD) 8.1) and the number of para-aortic lymph
nodes obtained per patient ranged from 1 to 8 (mean 3.27, SD 2.02). Of the 13
patients with lymph node metastasis (11.7%), seven (53.8%) had pelvic lymph node
metastasis and six (46.2%) had both pelvic and para-aortic metastases. All patients
also underwent total hysterectomy and bilateral salpingo-oophorectomy, with or
without peritoneal cytology.

CA125 levels were measured in 90 patients, and paraffin blocks containing the
endometrial samples of 73 of the individuals studied were available in the Pathology
Service of the hospital where the study was conducted. The combined analysis of
these markers and their association with lymph node involvement was performed on
data from the 54 patients whose CA 125 levels had been measured and whose
paraffin blocks were available for imnmunohistochemical study.

Study variables

The variables studied included age, hormone status, histological type and
degree of tumor differentiation in the diagnostic endometrial sample, histological
type, degree of tumor differentiation and depth of myometrial invasion in the uterus,
as well as lymph node metastasis. Data on these variables and on CA 125 serum

levels were obtained from patient records.
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When the histological type and degree of tumor differentiation in the diagnostic
endometrial sample were unclear, slides were reexamined using hematoxylin-eosin
stain. Paraffin-embedded endometrial biopsy samples were obtained from the
hospital's Pathology Department to conduct immunohistochemical analyses. The
slides were independently examined by two pathologists. However, some cases with
type and grade were not described could not be reviewed because their paraffin
blocks could not be found or were not available.

Endometrial lesions were divided into two groups: endometrioid and non-
endometrioid (papillary serous, clear cell, mucinous, undifferentiated and mixed
carcinoma) adenocarcinomas [13]. As in previous studies, adenosquamous
carcinoma was considered a non-endometrioid tumor [12,14-16].

Endometrioid adenocarcinomas were classified according to their histological
architecture into the following groups: well-diferentiated (G1), moderately
differentiated (G2), and poorly-differentiated tumors (G3). Undifferentiated, serous
and clear cell carcinomas were considered poorly differentiated tumors (G3).
Mucinous and mixed tumors were classified according to tumor grade into G1, G2
and G3 [3,13].

According to current FIGO guidelines, the depth of myometrial invasion is
classified as follows: A — no invasion (confined to the endometrium), or myometrial

invasion less than 50% and B — invasion equal to or greater than 50% [3,13].

Immunohistochemical analysis

Immunohistochemistry was performed using the mouse monoclonal anti-p53
antibody [BP53-12-1 clone] marketed by Biogenex , which recognizes the mutated
p53 protein. One section from each paraffin block underwent routine
immunohistochemical tests at the HCPA Research Center. External positive controls
(breast cancer) were performed in all cases.

After deparaffinization and rehydration, antigen recovery, endogenous
peroxidase inactivation and blocking of nonspecific reactions, sections were
incubated for 2 hours at room temperature with a diluted solution of primary

antibodies at a concentration of 1:50 for the p53 protein. The location of the primary
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antibody was detected using the streptavidin-biotin peroxidase technique
(LSAB,Dako), followed by tetrahydrochloride diaminobenzidine (DAB kit, Dako).

P53 expression was assessed by counting at least 100 tumor cell nuclei at
400x magnification. Tumors were considered p53 positive if at least 50% of nuclei
were stained brown. The intensity of the nuclear reactions was not analyzed.

Slides were independently examined by two pathologists in the HCPA
Pathology Department, who had no knowledge of histological findings. The inter-rater
agreement was satisfactory (kappa 0.73; p<0.001). Discordant cases were re-

evaluated, and concordance was eventually reached in all cases.

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as mean and standard deviation, or as
median and interquartile range. Categorical variables were analyzed as absolute
frequencies and proportions.

The association between p53 expression, CA125 levels and the presence of
lymph node metastasis was examined using the chi-square test, or, when required,
Fisher's exact test.

The Mann-Whitney test was used to evaluate the relationship between the
CA125 levels and lymph node disease. Poisson multivariate regression was used to
examine the independent effects of CA 125 and p53 on the presence of lymph node
involvement.

An ROC curve was constructed to determine the sensitivity and false-positive
rates of different CA 125 values in screening for lymph node metastasis. An optimal
value was chosen based on the combination of sensitivity and false-positive rates
(=1-specificity).

The diagnostic properties (S, Sp, PPV, NPV, RV+, RV-) of histological
parameters (histological type and tumor degree), CA 125 levels, p53 expression and
combined tests were assessed.

Results were considered significant at 5%. Statistical analyses were
conducted using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows,

version 18.0
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RESULTS

The sample comprised 111 patients aged between 35 and 95 years (mean = SD,
63.5+ 10.3 years). Seventy four patients (66.7%) were 60 years or older and 37
patients (33.3%) were younger than 60 years. Ninety nine patients (89.2%) were
postmenopausal.

The main histopathological findings are listed in Table 1.

CA 125 levels were available for 90 patients (81.1%). The median CA 125 level
was 15.9 U/ml (10.9 to 45 U/ml), and minimum and maximum values were 2.1 and
1513 U/ml, respectively. The median interval between CA 125 assessment and
surgery was 21 days (2.5-58 days). CA 125 levels were significantly higher in
patients with lymph node involvement. The median CA 125 level for patients with
compromised lymph nodes was 53.1 U/ml, while the median CA 125 value for
individuals without lymph node involvement was 14.5 U/ml (p<0.001).

The ROC curve analysis (Fig. 1) showed that a CA 125 cutoff value of at least 27
U/ml had the highest sensitivity (84.6%) and lowest false-positive rates (E-70.9%) for
detecting lymph node disease, with a PPV of 32.4% and a NPV of 96.6%, and an
area under the curve of 0.826 (95%CI = 0.726-0.926; p<0.001).

Twenty eight (38.4%) of the 73 cases immunohistochemically investigated were
found to be p53 positive. The association between p53 expression, CA 125 levels
and lymph node involvement according to the cutoff value is displayed in Table 2.
Both markers were significantly associated with lymph node metastasis.

A multivariate analysis showed that p53 expression was no longer associated
with lymph node involvement after adjusting for the confounding factors histological
type and degree of tumor differentiation (RR=2.23;95%CI = 0.44 to 11.4). However,
the association between lymph node metastasis and CA 125 = 27U/ml remained
significant even after adjusting for confounders (RR=14.5;95%CI = 2.0 to 103.5).

The combined use of CA125 levels, p53 expression and preoperative histological
type and tumor differentiation to detect lymph node involvement was also analyzed
(Table 3).

Discussion
The preoperative identification of patients at risk for lymph node involvement is
an important step in planning the surgical treatment of endometrial carcinoma.

Retroperitoneal (pelvic and para-aorctic) lymphadenectomy does not appear to be
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necessary in patients at low risk for lymphatic metastases [17]. Only high-risk
patients, which comprise up to 19% of cases, should undergo more extensive
surgeries [5,18,19]. However, identifying these patients has proved to be an
exceedingly difficult task.

Current preoperative assessments, which evaluate the histological type and
grade of tumor differentiation of the diagnostic endometrial sample, do not seem able
to exclude or confirm the presence of lymph node involvement. The risk of metastasis
is directly related to increases in tumor grade and/or the presence of non-
endometrioid tumors [18]. One of the problems with this approach is the discordance
between the initial diagnostic test and the final examination of the endometrium.
High-grade tumors are frequently misdiagnosed in the initial evaluation [20-22]. The
presence of deep myometrial invasion, another high-risk criterion for lymph node
metastasis, could also be preoperatively investigated by a pelvic MR scan, although
it can only be confirmed postoperatively. This method can detect deep myometrial
invasion with an accuracy of 70 to 97% [23], suggesting the need for other
preoperative methods to help identify these patients in a more effective manner.

The individual analysis of CA 125 levels or the expression of p53 in the
diagnostic endometrial sample have already been suggested as methods to detect
high-risk tumors and the presence of lymph node and/or extrauterine metastasis [7-
9,11,24,25]. However, the combined use of these variables has not yet been
explored in the literature. It is important to note that the assessment of CA125 serum
levels is already a widely used routine technique for the diagnosis and treatment of
patients with epithelial ovarian tumors. Immunohistochemical methods are low-cost,
easy to execute, and allow biological material to be used for an indeterminate time,
due to paraffin embedding [26-28]. Furthermore, this marker is easy to read,
minimizing the limitations of traditional histological methods [29]. This observation is
supported by the high inter-rater agreement observed between pathologists in the
present study (0.73; p<0.001).

Serum CA125 levels are elevated in a number of gynecological (ovarian,
fallopian, endometrial and endocervical) and non-gynecological (colon, pancreatic,
breast and lung) neoplasias. There is still no consensus as to the role of this marker
in the preoperative assessment of patients with endometrial neoplasia. However,
some studies suggest that elevated CA 125 levels are associated with negative

prognostic indicator [19,30].
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In the present study, the median CA125 level was found to be 15.9 U/ml.
Patients with compromised lymph nodes were also found to have significantly higher
CA125 levels than the remaining individuals (53.1 U/ml x 14.5 U/ml). These results
are in agreement with other publications on the topic [11,25]. A multivariate analysis
showed that CA 125 levels were a significant predictor of lymph node metastasis.

ROC curve analyses (Fig. 1) suggested that a cutoff value of CA 125 of at
least 27 U/ml had the highest sensitivity (84.6%) and specificity (70.9%) for detecting
lymph node metastasis. The incidence of lymph node metastasis in the present
sample was found to be 11.7% (Table 1). This finding is concordant with the
literature, which shows an incidence of 5 to 19% (18, 19). Based on these findings,
the positive predictive value (PPV) of the cutoff score was found to be 32.4%, while
its negative predictive value (NPV) was calculated to be at 96.6%. In a study of 254
patients, Sebastianelli et al. [11] found that a CA 125 cutoff value of 25 U/ml had the
greatest sensitivity (67.2%) and specificity (77.2%) for detecting lymph node
involvement, and its PPV was 49% when the incidence of metastasis was 15.7%.
Hsieh et al., on the other hand, [19], found that a cutoff value of 40 Ul/ml had the best
S (77.8%), Sp (81%), PPV (48.3%) and NPV (94.1%) when the incidence of
metastasis was 19%. The present findings, therefore, confirm the results of these
studies. Table 2 displays the association between the CA125 cutoff and the presence
of lymph node involvement.

Studies have shown that p53 is generally expressed in 21 to 49% of cases of
endometrial carcinoma [12, 31] and reflects either the functional inactivation of this
protein (mutated p53) or alterations in the TP53 gene or in its interaction with other
nuclear proteins [31, 32]. In these situations, a protein with an abnormally long half-
life is formed. It accumulates in the nuclei of affected cells and can be detected by
immunohistochemistry.

Few studies have examined the immunohistochemical analysis of uterine
curettage or endometrial biopsy samples. A study by Mariani et al. [9] using this
method found that the expression of p53 may be associated with retroperitoneal
lymph node involvement. Diagnostic samples positive for p53 have also been found
to be associated with negative prognostic factors such as poorly differentiated and
non-endometrioid tumors, and deep myometrial invasion [7,9,10,33].

In the present study, 38.4% of the endometrial samples were positive for p53.

Other studies of endometrial biopsy have obtained p53 immunopositvity rates of 23
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to 47.4% [7,24,34]. However, positivity criteria varied widely between studies. Some
investigations used more lenient criteria, according to which positivity was considered
when at least 5% of tumor cell nuclei were colored brown. However, other studies
used far more stringent criteria, considering only cases where over 50% of cell nuclei
were colored, and assessing the intensity of reactions in the nucleus (weak,
moderate, or strong) [7,9,24,33-36]. This limits the comparison between the present
findings and those of other studies in the literature. Nevertheless, the use of more
stringent parameters is more likely to guarantee an accurate result and to have better
discriminatory power [35].

The frequency of p53 expression was found to be higher in patients with lymph
node involvement (p=0.048) (table 2). p53 positivity was found in the histological
samples of 75% of these individuals. As shown by Mariani et al. [9], p53 positivity
may be associated with a higher risk of lymph node metastasis.

A statistical model using preoperative variables to estimate the probability of
lymph node metastasis is displayed in table 3. When only traditional histological
variables were used (type and grade), PPVs of 16.9 and 23.3% were obtained.
These results were approximately 1.5 to 2 times higher than the pretest probability of
11.7%. Similar results were obtained in analyses using only p53 expression (21.4%).
When only CA125 levels were used, the PPV increased to 32.4%. These results
suggest that patients with CA125= 27 U/ml are approximately three times more likely
to develop lymph node metastasis than individuals below this cutoff point. When
CA125 levels and the presence of non-endometrial and G3 tumors are considered, a
PPV of 66.7% is obtained. Analyses combining CA125 levels with p53 positivity also
increased the PPV from 32.4% to 38.5%, showing higher specificity, but lower
sensitivity.

Tests with high sensitivity and NPV are important to exclude a diagnosis of
lymph node metastasis. A number of such tests were found in the present study
(Table 3). CA 125 values below the established cutoff and the absence of p53
expression had a sensitivity of 100% and a NPV of 100%. These results were similar
to those obtained when histological type or grade were used in combination with
CA125 levels to investigate the presence of lymph node involvement.

To the authors' knowledge, this is the first study in the literature to investigate
the use of preoperative CA125 levels and the immunohistochemical analysis of the

p53 protein in the diagnostic endometrial sample to detect lymph node metastasis. A
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CA125 level greater than or equal to 27 U/ml was strongly associated with the
presence of metastatic lymph nodes. The PPV increases significantly when other
predictors are added to the calculation, such as the presence of G3 and non-
endometrioid tumors. p53 positivity did not outperform other variables (CA125,
histological type and degree) in detecting the presence of lymph node involvement.
CA125 values lower than 27U/ml combined with the negative expression of p53 were
able to accurately exclude a diagnosis of lymph node metastasis. Given the
discordance in the literature regarding the use of preoperative histological analyses,
the present study also included immunohistochemical analysis to exclude the
presence of metastatic lymph nodes.

The present results must be interpreted in light of the following limitations:
retrospective design, small sample size and the fact that not all patients underwent
para-aortic lymphadenectomy. However, the study was still able to identify which
patients would not benefit from lymphadenectomy and which displayed risk factors
for lymph node metastasis. Additional studies should be conducted so as to confirm

these findings and investigate their applicability to clinical settings.
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Table 1. Histopathological features of endometrial tumors.

Characteristics

Number of patients (%)

Preoperative histological subtype® (n=107)

Endometrioid

Non-endometrioid

Atypical hyperplasia

Atypical cells
Preoperative differentiation® (n=98)

Gl

G2

G3
Postoperative histological subtype®(n=111)

Endometrioid

Non-endometrioid

Atypical hyperplasia
Postoperative differentiation®(n=107)

Gl

G2

G3
Depth of myometrial invasion® (n= 111)
No invasion or invasion < 50%
Invasion equal to or greater than 50%
Lymph node involvement (n=111)
Positive

Negative

79 (73.9)
25 (23.4)
1(0.9)
2 (1.8)

40 (40.9)
36 (36.7)
22 (22.4)

87 (78.4)
23 (20.7)
1(0.9)

39 (36.4)
43 (40.2)
25 (23.4)

79 (71.2)
32 (28.8)

13 (11.7)
98 (88.3)

& According to CAP, 2013.
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Table 2. Association between the immunohistochemistry of p53 expression, CA 125
levels (cutoff point) and lymph node involvement

Lymph node involvement

Positive (n%) Negative (n%) P
p53 expression
Positive 6 (75) 22 (33.8) 0.048
Negative 2 (25) 43 (66.2)
CA 125
> 27U/ml 11 (84.6) 23 (29.9) 0.001
< 27U/ml 2 (15.4) 54 (70.1)




Table 3. Variables used to determine the probability of lymph node metastasis

69

_ Sensitivity ~ Specificity PPV' NPV? LR-® LR+
Test/Variables
% % % %
1 - G2 or G3 or non-
o 84.6 44.9 16.9 95.7 0.34 154
endometrioid tumors
2 - Positive p53 expression 75 66.2 21.4 95.6 0.38 2.22
3 - G3 or non-endometrioid
58.3 75.8 23.3 93.5 0.55 241
tumors
4 -Ca125 = 27U/ml 84.6 70.9 324 96.6 0.22 291
5-Ca125= 27 U/ml + G2 or
G3 or non-endometrioid 69.2 81 375 94.1 0.38 3.64
tumors
6 -Cal125=z 27 U/ml +
N . 62.5 82.6 38.5 92.7 0.45 3.59
positive p53 expression
7 -Ca125=2 27 U/ml +
positive p53 expression+ G3 33.3 95.7 60 88 0.70 7.74
or non-endometrioid tumors
8 - Ca125= 27 U/ml + G3 or
o 50 96.1 66.7 96.1 0.52 12.8
non-endometrioid tumors
9 - Ca 1252 27 or positive
_ 100 50 25.8 100 0 2.0
p53 expression
10 - Ca125= 27 U/ml or G3
100 57.9 27.3 100 0 2.38

or non-endometrioid tumors

1 PpV: Positive Predictive Value

2NPV: Negative Predictive Value

3 LR-: Negative likelihood ratio

4 LR+: Positive likelihood ratio



Figure Legend
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Figure 1. ROC curve to determine the cutoff value of CA 125 in relation to the

detection of lymph node involvement.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O carcinoma de endométrio € a doenca neoplasica do trato genital inferior
com maior prevaléncia nos paises desenvolvidos. No Brasil, € menos frequente que
os tumores de colo uterino. A maioria dos tumores de endométrio s&o
diagnosticados em estadio | ( doenca restrita ao Utero) e apresentam evolucao
clinica e prognostico favoraveis. No entanto, em cerca de 5 a 19% dos casos, 0S
linfonodos retroperitoniais terdo comprometimento secundario pela doenca,
constituindo-se em fator progndstico adverso, relacionado a risco de recorréncia e
morte.

A FIGO recomenda a realizacao rotineira da linfadenectomia retroperitonial no
tratamento cirargico do carcinoma de endométrio. Apesar disto, existe um debate
continuo sobre o papel terapéutico de tal pratica. Hoje acredita-se que a disseccéo
linfatica pode ter impacto, sobre a sobrevida total e tempo livre de doenca, apenas
nas pacientes com alto risco para disseminacdo linfonodal. No entanto, a
identificacdo deste grupo de pacientes, em tempo pré-operatorio, ndo tem sido
suficientemente acurada.

Marcadores pré-operatorios com valor preditivo para a presenca de doenca
além do utero tém sido investigados. Nosso trabalho utilizou o CA 125 sérico e a
dosagem IMH para p53 na amostra endometrial. Concluimos que o valor de CA 125
maior ou igual a 27 U/ml tem forte relacdo com a presenca de linfonodos
metastaticos. Se associarmos a este valor, outras varidveis, como por exemplo,
tumores G3 e de tipo ndo endometrioide, elevamos consideravelmente o VPP. N&o
comprovamos que a expressao positiva para p53, seja superior as demais variaveis
(CA 125, tipo e grau histologico) para definir a presenca de doenca linfonodal. Por
outro lado, valores de CA 125 inferiores a 27 U/ml associados a expressao negativa
para p53 excluiram a metastase em linfonodos.

Baseado nestes achados, temos a perspectiva de incorporar a avaliacao pré-
operatoria das pacientes com carcinoma de endométrio, a dosagem sérica de CA
125. Também poderemos solicitar, junto ao servico de Patologia do HCPA, a
incorporacao da andlise IMH para p53 na amostra endometrial diagnéstica, visto que
isto ndo confere aumento significativo de custos e tem leitura simples, ja sendo de
uso sistematico na avaliacao progndstica de alguns tumores, como 0os de mama, por

exemplo.
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A partir deste estudo, outros idéias e projetos surgiram, alguns ja em

execugao:

CA 125 pré-operat6rio no carcinoma de endométrio: correlagdo com risco de
morte;

Expressdo da p53 na amostra endometrial e sua correlacdo com fatores
prognaosticos no carcinoma de endométrio;

Comparacdo dos resultados da leitura IMH na amostra endometrial
diagndstica e na peca uterina contendo a area tumoral,

Avaliacdo da Concordancia Histologica (tipo histolégico e grau tumoral) entre
a amostra endometrial pré-operatéria e a peca uterina nos carcinomas de

endométrio.
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