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RESUMO

Os carcinomas mucinosos do ovario sao raros e representam apenas 3% dos
carcinomas. Diante deste diagnodstico, € preciso descartar a possibilidade de
metastase para o ovario, principalmente de neoplasia primaria do trato
gastrointestinal. Apesar de a avaliagdo morfolégica, macro e microscopica e de as
reagdes imunoistoquimicas contribuirem para o diagnéstico diferencial, existem
casos de dificil diferenciagcdo. Um algoritmo para separar os carcinomas
mucinosos primarios dos metastaticos no ovario foi proposto na literatura e
determina que sdo metastaticos os tumores bilaterais ou unilaterais menores que
13cm, classificando as neoplasias com acuracia de quase 90%. Objetivos:
comparar 0s aspectos macro e microscopicos aliados a avaliagao
imunoistoquimica para a diferenciagdo entre tumores mucinosos primarios e
metastaticos no ovario, avaliando a acuracia do algoritmo nos casos, os dados
clinicos e sua evolugcdo. Métodos: Todos os laudos de tumores mucinosos
envolvendo o ovario, dos arquivos do Laboratério de Anatomia Patologica da
UNICAMP no periodo de 1994 a 2009, foram compilados. Feita revisdo dos
prontuarios com descrigcdo dos dados clinicos, evolugao das pacientes, revisdo de
ldminas para avaliagdo de dados histopatolégicos e selegdo dos blocos de
parafina para a construgdo de microarranjo de tecidos, sendo realizadas as
reagcdes imunoistoquimicas para: CK7, CK20, B-catenina, WT-1, CDX-2, Dpc-4,
CA125, RE e RP. Resultados: dos 76 casos selecionados, 35 eram carcinomas
mucinosos primarios do ovario, 33 eram metastaticos e em oito casos o primario
nao foi definido, sendo excluidos da analise estatistica. A sobrevida média foi
maior nos primarios (65 x 35 meses; p<0.0001). A acuracia do algoritmo foi de
82,1%. A maioria dos metastaticos originou-se do colon ou reto (54%). Dos
primarios, 85% eram unilaterais >13cm; e, dos metastaticos, 61% eram bilaterais e
18% unilaterais <13cm. Entre as caracteristicas histologicas, émbolos
carcinomatosos e auséncia de gradiente morfolégico foram mais observados nos
metastaticos. Na analise bivariada dos marcadores, apenas CK7, CK20 e CDX2
mostraram diferengas significantes entre os grupos, entretanto houve recorrente
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sobreposicdao de resultados. Apos analise multivariada foram selecionados:
gradiente histolégico e CK7 para formac&o de um novo algoritmo que definiu, com
acuracia de 91%, que um tumor é metastatico quando apresenta qualquer um dos
aspectos: bilateralidade; unilateralidade com didmetro <13cm; auséncia de
gradiente histolégico; ou gradiente histologico presente com falta de expresséo do
CK7. Conclusao: tanto o algoritmo como as reag¢des imunoistoquimicas e o0s
aspectos morfolégicos sdo uteis no diagnostico diferencial entre primario e
metastatico, porém ndo ha nenhum dado discriminatério; e, em alguns casos,
somente a analise com equipe multidisciplinar pode definir o primario,

reconhecendo as peculiaridades deste diagndstico desafiador.
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ABSTRACT

Primary ovarian mucinous carcinomas are uncommon and the most important
differential is metastatic adenocarcinoma, mainly from gastrointestinal origin.
Besides immunohistochemical profile, an algorithm determines, with a high
accuracy, that unilateral and >13cm tumors are primary carcinomas and all the
others, metastasis. Objective: to describe clinical and histopathological aspects of
mucinous carcinomas, assessing the algorithm accuracy and
immunohistochemical markers contributory to diagnosis. Methods: 76 mucinous
carcinomas from our files (1994-2009) were revised; immunohistochemical
reactions for CK7, CK20, Ca125, hormonal receptors (ER, PR), WT1, SMAD4, 3-
catenin, CDX2 were performed by TMA. Results: 35 were ovarian primary tumors
(group 1), 33 were metastasis (group 2). In eight cases the primary was not
identified, wich were excluded from statistic analysis. Most of the metastasis were
from colorectal cancer (54%). Mean survival differed between the groups (65X35
months; p<0.0001). Agreement with the algorithm was 82.1%. In group 1, 85%
were unilateral >13cm; in group 2, 61% were bilateral and 18% unilateral tumors
<13cm. Different from group 1, common features in group 2 were vascular invasion
and tumors without histological gradient. Bivariate analysis pointed out CK7, CK20
and CDX2 as main markers to distinguish both groups, but overlapping of the
results was observed. After multivariate analysis, two aspects were selected:
histological gradient and CK7; a new algorithm was designed and established with
an accuracy of 91%, that a mucinous carcinoma is metastatic to the ovary when it
shows one of the aspects: bilateral, or unilateral and <13cm, or without histological
gradient, or presence of histological gradient but CK7 is negative. Conclusion:
algorithm and immunohistochemistry are useful, but there is no gold-standard
marker. In some cases, only multidisciplinary evaluation can achieve reliable

anatomo-clinical diagnosis in this challenging situation.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias de ovario sao pouco frequentes e apresentam muitos
tipos histolégicos, contudo, constituem um grupo de lesbdes cujo diagndstico
precoce é dificil de ser feito, com baixo potencial de cura entre os tumores
ginecologicos (1). Dentro do aparelho genital feminino, a incidéncia do cancer de
ovario s6 € menor que do carcinoma do colo de utero e do endométrio, sendo
responsavel por 6% de todos os canceres que atingem as mulheres (2). No
entanto, comumente ¢é diagnosticado em estadios avangados ou tem
comportamento persistente ou recorrente, responsavel por grande numero de
casos fatais, representando quase metade das mortes por carcinoma do aparelho
genital feminino (2-3).

Segundo dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA), a estimativa
para o ano de 2012 foi de 6.190 casos novos de cancer do ovario no Brasil com
risco estimado de seis casos a cada 100.000 mulheres, e, a excecido dos tumores
de pele ndo melanoma, o cancer do ovario seria o sétimo de maior incidéncia na

maioria das regides do pais (4).

Em recente relato internacional, previram-se 225.000 casos novos de
cancer do ovario associados a 140.000 6bitos no mundo no ano de 2008 (5), com
risco estimado de 6,3 casos a cada 100.000 mulheres (4). Nos Estados Unidos,
para o ano de 2008, os dados mostraram 21.650 diagndsticos e 15.520 obitos por
cancer de ovario, e, para o ano de 2009, incidéncia em torno de 12,7/100.000
mulheres, com mortalidade em torno de 8,2/100.000 mulheres (6).

Nas ultimas décadas tém ocorrido aumento significativo nas taxas de
sobrevida em cinco anos em decorréncia de quimioterapia mais efetiva e avangos
nas técnicas de cirurgia e tratamento de suporte (7). A sobrevida em cinco anos
para todos os estadios e tipos histolégicos em conjunto vem crescendo e teve, nos
Estados Unidos, aumento significativo em dois periodos avaliados: de 37%, entre

1974-1976, para 52%, entre 1992-1998 (p<0,05) (7).
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Os tumores ovarianos sao, na maioria dos casos, oligossintomaticos,
até atingir grandes volumes, justificando estadios mais avangcados no diagndstico
(2). Os sintomas mais comuns sdo aumento do volume abdominal e dor, além de
queixas urinarias ou intestinais associadas a compressdao e sangramento

abdominal ou vaginal decorrentes de invaséo.

Segundo a classificagdo internacional de tumores da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), com base nas caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas, as neoplasias de ovario podem ser divididas em trés categorias
de acordo com a célula de origem: 1) do epitélio de superficie e do estroma, 2) de
células germinativas e 3) derivados dos corddes sexuais (8-9). Além disso, sabe-
se que cerca de 10% dos tumores malignos do ovario sdo metastaticos (10), o que
confere comportamento clinico, prognodstico e tratamento completamente
diferenciado. Estima-se que a metastase oriunda de sitios ndo ginecolégicos seja
onze vezes mais comum que aquela originada nos orgdos do trato genital
feminino, sendo os adenocarcinomas do trato gastrointestinal mais comuns (11-
14). Além disso, muitas ocorréncias de metastase para os ovarios sao de origem
indeterminada, e, em alguns casos, o acometimento ovariano metastatico pode

ser a primeira manifestacdo de um tumor primario oculto (7,15-16).

A maior incidéncia dos carcinomas de ovario ocorre em mulheres acima
dos 40 anos. Entre os tipos histologicos mais comuns de carcinoma se encontram

0S serosos, os endometrioides e os mucinosos (2).

A embriologia do aparelho genital feminino é de extrema relevancia no
entendimento da histogénese das varias neoplasias do ovario, na avaliagdo da
morfologia e na expressao de diferentes marcadores (17). Os tumores epiteliais
sdo mais comuns e responsaveis por cerca de 90% das neoplasias malignas

ovarianas (2).

Do ponto de vista embriologico, a via de patogénese dos carcinomas
esta associada a invaginagéo e a fusao do epitélio de revestimento celémico que

forma os ductos mullerianos, que penetram na pelve e se fundem com o seio
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urogenital para formar as tubas uterinas, o utero e o tergo superior da vagina.
Dessa forma, todo o mesotélio que reveste a superficie dos ovarios deriva, em
ultima analise, do epitélio celédmico. Tal relagdo entre o mesotélio (ou peritbnio
pélvico) e o sistema mulleriano explica a histogénese de lesbes benignas, como a

endometriose, e malignas, como os carcinomas do ovario (2,18).

A teoria inicial e mais amplamente difundida sobre a origem dos
tumores epiteliais do ovario consiste em sua relagcdo com o mesotélio celémico e a
capacidade de se diferenciar nos elementos celulares que se originam a partir dos
ductos mullerianos, podendo resultar em neoplasias com varios tipos de epitélio:
seroso (que se assemelha a tuba), endometrioide (endométrio) e mucinoso
(endocérvice). Assim, os chamados cistos de incluséo epitelial superficial do
ovario que resultam da invaginagdo do mesotélio que reveste o ovario teriam a
capacidade de diferenciar-se nos variados tipos epiteliais mullerianos e originar as

varias neoplasias epiteliais (2).

Mais recentemente, novas teorias tém surgido para explicar a
patogénese dos carcinomas do ovario. Estes estudos, avaliando diferentes
caracteristicas morfolégicas, alteragdes genéticas e a expressao de distintos
biomarcadores, tém proposto que os varios tipos histologicos epiteliais sejam
entidades distintas, com vias de patogénese, comportamentos e quadros clinicos
diferenciados (19-20). A literatura tem indicado que a origem de alguns tipos de
carcinoma pode ndo estar no ovario, sendo determinadas alteracbes genéticas
associadas a tipos histologicos especificos (21). Também tem sido proposto que o
carcinoma seroso se origina a partir da porgdo distal da tuba na maioria dos
casos; o carcinoma endometrioide e o de células claras parecem crescer em focos
de endometriose. A origem do carcinoma mucinoso primario do ovario ainda nao
estda completamente elucidada, no entanto, estudos recentes indicam a relagao

com a regiao de juncéao tuboperitoneal (22).

Pelo estudo da expressao imunoistoquimica de varios marcadores,

ficou caracterizado o perfil diferente das neoplasias epiteliais do ovario, o que
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apoia a teoria de entidades separadas, com vias distintas de patogénese (23). O
carcinoma seroso, tipo mais comum, frequentemente expressa os marcadores
WT1, p53 e receptores de estrogeno; o carcinoma endometrioide expressa
receptores de estrogeno; o mucinoso nao costuma expressar WT1, p53 e
frequentemente é negativo para receptores de estrogeno. Esse distinto perfil de
expressdo também auxilia no diagnostico diferencial nos casos em que a

morfologia possa trazer duvidas entre os diversos tipos histologicos (23).

E nesse cenario de heterogeneidade e controvérsia que se destacam
0s carcinomas mucinosos do ovario, cujo diagnostico e vias de patogénese tém
sido extensamente discutidos e revistos. Os tumores mucinosos primarios do
ovario estdo entre as neoplasias de maior grau de dificuldade de diagnostico entre
os patologistas (24), além de representar problemas para o oncologista clinico,
pois n&o respondem bem a terapia atualmente utilizada para carcinoma né&o

mucinoso de ovario (24).

Estudos recentes tém demonstrado que, diferente do que se pensava,
0S carcinomas mucinosos primarios do ovario sao raros, correspondendo a cerca
de 3% das neoplasias ovarianas, e devem ser diferenciados dos carcinomas
mucinosos metastaticos no ovario, mais comuns, correspondendo de 8% a 10%
do total (23,25-26).

Diante de um carcinoma mucinoso no ovario, € imperativo descartar a
possibilidade de tratar-se de metastase ovariana, principalmente de neoplasia
primaria do trato gastrointestinal, como regido colorretal, apéndice cecal,
estdbmago, vesicula biliar e pancreas. Além disso, mais raramente, metastases de
adenocarcinomas do colo uterino, endométrio e até pulmdo podem ser
consideradas (23). O diagnostico diferencial entre carcinoma mucinoso primario e
metastatico no ovario tem importantes implicagées no tratamento e progndstico
das pacientes, sendo tema relevante tanto para a investigagdo do patologista
como para a orientacdo do cirurgido e do oncologista, evitando tratamento
equivocado (27).
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A distingdo entre os carcinomas mucinosos primarios e os metastaticos
para os ovarios €, comumente, desafiadora ndo apenas no momento da
abordagem cirurgica, mas também para o diagnostico patologico definitivo e na
escolha de terapéuticas especificas (28). Essa dificuldade € conhecida e bem
discutida em recente editorial de importante revista (24), em que o autor comenta
que, diante de um carcinoma mucinoso, somente afirmaria ter certeza de concluir
como primario do ovario se estivesse associado a um teratoma, a um tumor de

Brenner ou de células de Sertoli e Leydig (24).

1.1  Apresentagao clinica, macro e microscopia

Os carcinomas mucinosos primarios do ovario se apresentam em mais
da metade dos casos em estadio inicial (Estadio 1) (10,29). S&o classicamente
unilaterais e volumosos, com superficie externa lisa e raramente associados a
doenga extraovariana (30-31). Do ponto de vista histolégico, apresentam mucina
intracitoplasmatica em quantidade variada, sendo que, em alguns casos, a mucina
nao € tao evidente, quando podem ser confundidos com carcinoma do tipo
endometrioide (23). A maioria apresenta células caliciformes, semelhantes ao
epitélio intestinal, e mostra um espectro de alteragdes morfolégicas, com areas
benignas de adenoma, de tumor mucinoso borderline do tipo intestinal e de
adenocarcinoma no mesmo tumor. Esse gradiente morfolégico se assemelha a
tumorigénese com a sequéncia adenoma-carcinoma observada nos carcinomas

colorretais (8,27).

Mais raramente, carcinomas mucinosos podem nao apresentar células
caliciformes, mas, sim, epitélio do tipo endocervical ou mdulleriano; neste caso,
diferentemente do tipo intestinal, podem ser bilaterais e frequentemente sao
associados a endometriose e a areas de tumor mucinoso borderline do tipo

endocervical (18).
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Os carcinomas mucinosos primarios do ovario apresentam mais
comumente invasdo estromal expansiva, com padrao confluente de glandulas
(glandulas lado-a-lado, sem estroma entre elas). Outros aspectos morfologicos
mais observados nos carcinomas primarios do ovario sdo: grande volume tumoral
(>10cm), capsula externa lisa sem implantes, padrao papilifero e nédulos murais
(areas sdlidas na parede do cisto que podem conter componentes de carcinoma
anaplasico ou sarcomatoide) (28,32-33).

Por outro lado, favorece o diagnostico de carcinoma mucinoso
metastatico para os ovarios a evidéncia de doenga extraovariana ou estadios
avancgados, histéria concomitante ou prévia de carcinoma em outro local, tumor
bilateral, lesbes menores que 10cm, aspecto macroscépico multinodular,
comprometimento macro ou microscopico da superficie externa do ovario por
implantes ou mucina livre na superficie, padrao infiltrativo de invasdo do estroma,
infiltrac&o por células isoladas ou células em anel de sinete, presenca de mucina
extracelular dissecando o estroma ovariano e conferindo padrao coloide, €mbolos
carcinomatosos frequentes, neoplasia com pequenas glandulas ou tubulos e
envolvimento do hilo (7,15-16,23,25,32).

Apesar de as caracteristicas morfolégicas sugerir uma ou outra
entidade, elas ndo sao exclusivas, de modo que € possivel a uma lesao
metastatica exibir o gradiente de aspectos histolégicos e lesbes primarias se
apresentar em estadio avangado ou com invaséo do tipo infiltrativa, principalmente

aquelas de mais alto grau histologico (28,33).

1.2 Algoritmo

Ante as dificuldades no diagndstico diferencial entre carcinoma
mucinoso primario e metastatico no ovario, alguns estudos tém mostrado que a

utilizacdo de um algoritmo simples, que considera o tamanho do tumor e a
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lateralidade, pode classificar a maioria desses carcinomas no exame
intraoperatorio (10,25,28,30), orientando o patologista e a conduta do cirurgido. De
acordo com o primeiro algoritmo descrito (10), se o carcinoma mucinoso for
bilateral ou unilateral e menor que 10cm de didametro, seria metastatico; ao passo
que, se for unilateral e maior que 10cm de diametro, seria primario do ovario. Com
essa regra simples, os autores conseguiram diferenciar cerca de 80% desses
carcinomas (10). Estudos posteriores mostraram que, em tumores com diametro
de 12cm, 13cm ou 15cm, a acuracia do diagnostico pode atingir valores maiores,
como 86%, 87% e 89% respectivamente (25,28,30).

1.3 Imunoistoquimica

Muitos estudos com varios marcadores tém sido publicados na busca
da melhor caracterizagdo de carcinomas primarios ou metastaticos. Existem
alguns marcadores imunoistoquimicos que podem contribuir para o diagndstico

diferencial dos carcinomas mucinosos do ovario (10).

Pela maior frequéncia, deve-se excluir a possibilidade de metastase de
carcinoma colorretal para o ovario, que pode ter aspecto mucinoso entre 4% e
11% dos casos (33) e, quando metastatico, acomete os ovarios em cerca de 30%
(34). Algumas vezes, o adenocarcinoma colorretal também pode ser confundido
com o carcinoma endometrioide primario do ovario, quando as células n&ao forem

tdo ricas em mucina (10).

As metastases ovarianas provenientes de carcinoma colorretal podem
mimetizar lesdes primarias por apresentar areas com gradiente morfoldgico,
semelhantes ao adenoma ou ao tumor borderline, além de os tumores poderem

ser volumosos e cisticos (34).

A maioria dos casos € geralmente submetida, na rotina diagndstica, a

analise imunoistoquimica das citoqueratinas 7 e 20 (CK7 e CK20) (28).
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Tanto o CK7 quanto o CK20 auxiliam no diagndstico diferencial, pois os
carcinomas mucinosos primarios do ovario expressam CK7 difusamente no
citoplasma, enquanto CK20 & negativo ou focalmente positivo. De forma inversa,
as metastases colorretais expressam CK20 difusamente, e o CK7 é negativo ou
focalmente positivo. Assim, a distribuicdo da expressao do CK7 e do CK20 é mais

importante do que a positividade absoluta da reagéao (35).

Outro marcador que auxilia o diagnéstico é o Cdx2, com expressao
nuclear difusa nos carcinomas do trato gastrointestinal, enquanto é negativo ou
focalmente positivo nos primarios do ovario, contribuindo para o diferencial. Deve-
se lembrar que alguns tumores do colon direito podem expressar CK7, o que

dificulta a avaliagdo do local de origem pela sobreposi¢ao dos resultados (36).

Varios outros marcadores sdo avaliados na literatura, como a
expressao nuclear da B-catenina resultante de mutagdes em genes CTNNB1 ou
APC. Essa positividade ocorre em apenas 9% dos carcinomas mucinosos
primarios do ovario, enquanto € bem mais comum nos carcinomas colorretais
(cerca de 88%), embora menos expressa (cerca de 24%) nos carcinomas
colorretais mucinosos (37-38).

Diferente dos carcinomas mucinosos primarios do ovario do tipo
intestinal, que sdo os mais comuns, os mucinosos do tipo mdulleriano ou
endocervical ndo reagem ao CK20 e podem expressar receptores de estrogeno e
progesterona, bem como Ca125 (39).

z

E preciso observar que, raramente, ha carcinomas mucinosos primarios
do ovario que crescem a partir de teratomas e apresentam o perfil
imunoistoquimico de CK7 negativo e CK20 positivo, podendo confundir a
interpretacéo diagnostica (36).

Por outro lado, os adenocarcinomas da endocérvice, quando
metastaticos para os ovarios, podem cursar com aspecto morfolégico misto,

mostrando caracteristicas mucinosas e endometrioides ou epitélio mucinoso com
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nucleos pleomorficos, mitoses frequentes e corpos apoptoéticos. A expressédo do
CK7 e a negatividade para o CK20 nao auxiliam no diagnéstico diferencial, pois o
perfil € semelhante ao do carcinoma mucinoso primario do ovario. Nestes casos, a
positividade do p16 sugere a origem endocervical, pela correlagdo com a infecgéo
por HPV (10,32,40).

Uma situagdo mais problematica é o diagnostico diferencial com
carcinoma das vias pancreato-biliares, pois ha sobreposi¢cdo de resultados de
muitos marcadores entre os carcinomas do ovario e do pancreas. Os carcinomas
mucinosos primarios do ovario e o0s primarios do trato pancreato-biliar
compartilham caracteristicas: ambos apresentam positividade difusa para CK7,
por vezes positividade para Ca19.9 e Cdx2 e podem exibir variados padroes de
expressdo do CK20. Alem disso, sdo carcinomas frequentemente silenciosos e
cursam com acometimento secundario ovariano, com grande volume, por vezes
unilateral, dificultando muito o diagndstico de doenga metastatica (31-32). Os
tumores pancreaticos sdo responsaveis por cerca de 14% dos carcinomas
mucinosos metastaticos para os ovarios (28), sendo as metastases provenientes
do trato biliar mais raras (41-43). Em uma série recente coma descricdo de 35
casos de metastases ovarianas de carcinomas pancreaticos, foi observado que
em 43% dos casos os tumores eram sincrénicos, porém, houve casos em que a
manifestagcdo ovariana foi descoberta antes da lesdo pancreatica. Além disso,
ressalta-se no estudo que 69% das metastases pancreaticas apresentaram
padrao morfolégico espectral, com areas de aspecto benigno e borderline (31),

sugerindo tumor ovariano primario.

Ha relatos de que os carcinomas pancreaticos podem apresentar
positividade para Ca125, diferindo dos carcinomas mucinosos primarios do ovario
do tipo intestinal, que sdo negativos (35,44-45). Esse dado € mais um fator de
confusdo para a interpretagcdo das reacdes imunoistoquimicas. Recentemente foi
descrito que os carcinomas mucinosos primarios do ovario do tipo intestinal
recorrentes ou metastaticos podem passar a expressar Ca125, mesmo quando o

tumor primario se mostrava negativo para este marcador (39). Como agravante, os
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carcinomas pancreaticos podem ser focalmente positivos para receptor de

progesterona (35).

Atualmente, o marcador que mais contribui para diferenciagcdo entre
carcinoma mucinoso primario do ovario e primario do pancreas € o DPC4 (deleted
in pancreatic carcinoma 4), também conhecido por SMAD4, MADH4 (35). O gene
DPC4, localizado no cromossomo 18q, € supressor de tumor e codifica um fator
de transcricdo nuclear. E geneticamente inativado por perda de alelos em 55%
dos carcinomas ductais do pancreas e em 10% a 50% dos carcinomas do trato
biliar (10,31,46-47). Segundo a literatura, o estudo imunoistoquimico € sensivel e
especifico na determinagédo de perda genética (48), de modo que a negatividade
para DPC4 sugere origem pancreato-biliar, ao passo que sua expressao pode ser
encontrada tanto em carcinomas mucinosos primarios do ovario do tipo intestinal

(31,35) quanto em outros primarios, como colorretais (10,36).

Os carcinomas do apéndice cecal de baixo grau, quando metastaticos
para os ovarios, frequentemente apresentam glandulas com pouca atipia,
simulando adenoma ou tumor borderline primario do ovario, € mucina extracelular
no estroma ovariano, aspecto conhecido como pseudomixoma ovarii. A metastase
ovariana pode ser volumosa, bilateral ou unilateral, mais comum a direita, e o
material mucinoso pode acometer difusamente o peritbnio, formando o
pseudomixoma peritonei (32). O painel imunoistoquimico do carcinoma do
apéndice cecal comumente mostra positividade para CK20, CDX2, MUC2 e CEA;
ja CK7 geralmente € negativo, embora possa ser observada positividade focal em
até 30% dos casos (35,49). Quando existe o quadro clinico de pseudomixoma
peritonei associado a tumor de ovario, o apéndice cecal deve ser totalmente
amostrado para estudo histologico, pois geralmente € a sede do carcinoma
primario. Outras vezes, o pseudomixoma peritonei pode se associar a carcinoma
em outro local no trato gastrointestinal. Existe ainda uma variante mais rara de
pseudomixoma associado ao carcinoma mucinoso primario do ovario originado em
teratoma com disseminacédo peritoneal, com perfil imunoistoquimico CK20 positivo

e CKY negativo, conforme descrito previamente (50-52).
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As metastases ovarianas de adenocarcinomas gastricos s&o bilaterais
em até 80% dos casos (10) e, na maioria, exibem células em anel de sinete em
meio a um estroma hipercelular, correspondendo ao tumor de Krukenberg. Os
aspectos morfolégicos macro e microscépicos geralmente contribuem mais para o
diagnostico diferencial do que o perfil imunoistoquimico, que €& extremamente
semelhante ao tumor primario do ovario, com positividade para CK7 superior a
positividade do CK20, além de negatividade para receptores de hormoénio e
positividade para DPC4 (10,32,35,53). O tumor de Krukenberg € a forma mais
comum de acometimento metastatico dos ovarios em mulheres jovens e, por
definicdo, é constituido por mais de 10% de células em anel de sinete que infiltram
o estroma ovariano densamente celular (54). Sdo geralmente tumores grandes,
bilaterais com superficie bosselada e lisa (54). Segundo as séries mais recentes,
dois tergos dos tumores de Krukenberg sao provenientes de carcinomas primarios
do estbmago, mas também podem ser oriundos de carcinomas do apéndice cecal,
colon, mama, intestino delgado, reto, vesicula biliar e bexiga (32,54).

Outras técnicas moleculares sao ainda utilizadas na tentativa de
classificar e diferenciar os carcinomas mucinosos do tipo intestinal primarios do
ovario dos colorretais. A instabilidade de microssatélites (MSI-H) foi descrita em
20% dos carcinomas mucinosos ovarianos e em 31% dos colorretais (55-56). Os
primarios ovarianos expressam mais comumente mutagbes no Kras do que os
primarios colorretais (43% x 30% respectivamente). Por outro lado, os primarios
colorretais podem expressar mais mutagées em BRAF (cerca de 20%), ao passo
que estas sao virtualmente negativas nos carcinomas mucinosos do tipo intestinal
primarios do ovario (57,58). A amplificacdo de HER-2 também tem sido descrita
em cerca de 18% dos carcinomas mucinosos primarios do ovario, enquanto é
muito rara nos colorretais (33). A determinagao de tais alteragbes moleculares tem
implicacdo ndo somente na contribuigdo para o diagndstico e para o conhecimento
da via de patogénese, mas também pode influenciar nas opgdes de tratamento,
visando a terapia alvo-molecular, cada vez mais presente na individualizacdo da

terapéutica oncologica.
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Pela revisdo da literatura, observa-se que os dados morfoldgicos,
macro e microscopicos, bem como as reag¢des imunoistoquimicas, contribuem
para o diagnostico diferencial, entretanto ha alguns casos em que ndo se
consegue definir com certeza se o carcinoma mucinoso € primario ou metastatico

no ovario.

1.4 Microarranjo de tecidos ou tissue microarray (TMA)

As analises histologicas e imunoistoquimicas deste trabalho foram

feitas por meio da técnica de microarranjo de tecidos (TMA).

A técnica de TMA, introduzida em 1998 (59), tem sido amplamente
utilizada para facilitar estudos retrospectivos por meio da analise simultanea de
varios casos em um s6 bloco, mantendo-se as mesmas condi¢des técnicas, além
de ser mais econémica. Apesar de os carcinomas do ovario apresentar grande
heterogeneidade, a utilizacdo do TMA foi validada em 2004 com estudos em
carcinomas de ovario (60). Tal validagdo mostrou que a analise de duas amostras
de 1Tmm de cada neoplasia forneceu informagao suficiente para atingir resultado

similar quando comparada a avaliagao de todo o fragmento.

Apos revisdo de todos os casos de adenocarcinoma mucinoso,
primarios ou metastaticos, no ovario diagnosticados em nosso servigo nos ultimos
quinze anos, avaliou-se a aplicabilidade do algoritmo proposto na literatura para o
diagnostico diferencial entre eles, utilizando tamanho do tumor e lateralidade e
comparando-o com o0s outros aspectos macro e microscopicos e

imunoistoquimicos, bem como com os dados clinicos e sua evolugao.

Com isso, realizou-se uma revisdo critica destas caracteristicas
diagnosticas, pretendendo melhorar a acuracia, indicando os melhores
marcadores que contribuam efetivamente para o diagnostico diferencial, bem

como reconhecendo os limites da morfologia para esse diagnostico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Revisar os diagnosticos de carcinoma mucinoso no ovario, visando ao
diagnodstico diferencial entre tumores primarios e metastaticos por meio de

parametros anatomopatoldgicos e imunoistoquimicos.

2.2 Especificos

1. Comparar os dados de tamanho e lateralidade baseando-se em
informagdes clinicas e morfolégicas com o algoritmo usado na literatura para o

diagnéstico diferencial entre carcinomas mucinosos primarios e metastaticos.

2. Comparar os aspectos histopatologicos que contribuam para o

diagndstico diferencial entre carcinomas mucinosos primarios e metastaticos.

3. Analisar o valor da expressdo de alguns marcadores
imunoistoquimicos selecionados no diagnostico diferencial e sua aplicagdo na

rotina diagndstica.

4. Determinar, entre todas as variaveis clinicas e morfologicas,
imunoistoquimicas e microscépicas, quais apresentam relevancia estatistica na
determinacdo do diagnostico diferencial entre primarios e metastaticos formando

um novo algoritmo.

5. Avaliar e comparar as caracteristicas clinicas e laboratoriais e a

sobrevida nos dois grupos.
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3 SUJEITOS E METODOS

3.1 Desenho

Trata-se de uma pesquisa que engloba duas analises distintas. Um
estudo transversal para avaliagdo de acuracia diagndstica e um estudo de coorte
longitudinal, observacional, retrospectivo para analise dos desfechos
apresentados pelas duas populagdes analisadas — pacientes com carcinoma
mucinoso primario do ovario e pacientes com carcinoma mucinoso metastatico

para os ovarios.

3.2 Tamanho amostral

Foi feita busca de dados no nucleo de informatica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP para levantamento dos laudos histopatolégicos utilizando as
palavras-chave: ovarios, adenocarcinoma SOE, adenocarcinoma mucinoso,
carcinoma, mucina, adenocarcinoma metastatico, cistadenocarcinoma mucinoso,
para o periodo de 1994 a 2009, obtendo-se laudos de 126 casos para analise
preliminar, selecionando-se a seguir apenas 0s casos de carcinoma mucinoso em

ovario para estudo.

3.3 Variaveis e conceitos

Foram analisadas as seguintes variaveis:
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3.3.1 Variaveis demograficas e referentes a paciente

° Idade ao diagndstico — de acordo com a idade mencionada na
consulta de caso novo e a data do diagnostico do carcinoma no ovario.

) indice de massa corpérea (IMC) — avaliagdo do grau de obesidade
calculado pela férmula: IMC = peso da paciente (em kg) dividido pelo quadrado da
altura (em metros), segundo informagdes do prontuario médico na data da
primeira consulta. As pacientes foram avaliadas de acordo com os valores de IMC
pela seguinte escala: a) baixo peso (<20); b) peso ideal (20-25); sobrepeso (25-
30); d) obesidade moderada (30-35); e) obesidade severa (35-40); f) obesidade
morbida (40-50); g) superobesidade (>50).

) Estado menopausal — dado obtido da historia clinica segundo
informagdes do prontuario médico na data da primeira consulta. As pacientes
foram divididas em dois grupos: pos-menopausa (intervalo maior que 365 dias da
ultima menstruagcdo em pacientes que apresentaram ao menos uma menstruacao
durante a vida ou pacientes com idade de 50 anos previamente
histerectomizadas); pré-menopausa (pacientes que ndo se enquadravam na
classificagdo acima).

) Antecedente familiar de cancer — dado obtido da histéria clinica
segundo informag¢des do prontuario médico quanto a existéncia de familiares
consanguineos da paciente com diagnostico conhecido de céancer (sim x néo) e

tipos de neoplasia relatados.

3.3.2 Variaveis referentes a doencga

Todos os dados foram obtidos pela revisao do prontuario médico.
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3.3.3 Apresentacéo inicial

° Sintomatologia — foram registrados os sintomas iniciais da doenca
mais comumente relatados e coletados do prontuario por meio da busca da
“queixa principal e duragcdo” na anamnese feita na consulta inicial.

° Estadio — os carcinomas primarios do ovario foram divididos de
acordo com o estadio da FIGO (61) para neoplasias epiteliais do ovario (Quadro
1). Todos os carcinomas metastaticos no ovario sdo estadio V.

° Marcadores seéricos — para os casos em que foram dosados
marcadores séricos, foi anotado o valor de Ca125 e CEA dosados ao diagndstico
clinico antes da intervengdo cirurgica. Com relacdo a dosagem sérica de
marcadores tumorais, para o Cal125 os valores abaixo de 35U/ml foram
considerados normais; para o CEA foram considerados normais os valores abaixo
de 3,4ng/ml; e, caso a paciente fosse tabagista, abaixo de 4,3ng/ml.

° Tamanho do tumor — foi anotado o maior diametro descrito na
macroscopia do laudo anatomopatologico e os casos foram divididos em dois
grupos: tumores iguais ou maiores que 13cm e menores que 13cm. O valor de
13cm para os unilaterais foi escolhido para determinar a diferenga entre primario e
metastatico conforme sugerido pelo mesmo grupo que incialmente definiu a
medida de 10cm (10) ap6s reavaliagdo, mostrando aumento na acuracia de 84%
para 87% levando-se a essa modificagdo do algoritmo (28).

Quadro 1 — Estadio das neoplasias epiteliais do ovario segundo a FIGO

Estadio Descrigéo

| Tumor limitado aos ovarios

IA — tumor limitado a um ovario, auséncia de células malignas no lavado peritoneal ou liquido
ascitico, auséncia de tumor em superficie externa de ovario e capsula ovariana intacta

IB —igual a IA bilateral

IC — estadio IA ou IB com tumor na superficie externa do ovario, ruptura de capsula ovariana,
presencga de células malignas no lavado peritoneal ou liquido ascitico

Il \ Tumor invadindo um ou dois ovarios com extensao para cavidade pélvica;

lIA — invasdo das tubas uterinas ou Utero com auséncia de células malignas no lavado peritoneal
ou liquido ascitico

[IB — extens&o para outros 6rgéos pélvicos com auséncia de células malignas no lavado peritoneal
e liquido ascitico

IIC — estadio IlA ou IIB com células malignas no lavado peritoneal ou liquido ascitico.
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1] Tumor invadindo um ou dois ovarios com comprometimento peritoneal
extrapélvico ou comprometimento de linfonodo retroperitoneal ou inguinal.

[lIA — invasdo microscoépica de peritbnio da cavidade abdominal, auséncia de tumor em linfonodos
[lIB — implantes em peritdnio da cavidade abdominal < 2cm, auséncia de tumor em linfonodos.

llIC — implantes em peritbnio da cavidade abdominal > 2cm ou comprometimento de linfonodo
retroperitoneal ou inguinal (IIC/N1).

IV — invaséo a distancia excluindo metastase peritoneal, invasdo de parénquima hepatico. Invasao
de pleura somente se for positivo para células malignas.

e |ateralidade — os casos foram divididos conforme a lateralidade em
bilaterais ou unilaterais. Esse dado foi retirado do laudo anatomopatoldgico
nos 63 casos em que houve ressec¢do de ambos os ovarios. Em 13 casos
houve ressecc¢ao de apenas um ovario, porém, em todos foi possivel inferir
tratar-se de neoplasia unilateral devido as caracteristicas do ovario
remanescente descritas no inventario da cavidade, exames de imagem e

dados da evolugao dos casos.

e Variaveis — tamanho do tumor e lateralidade foram utilizados para a

comparagao com o algoritmo proposto na literatura e descrito a seguir.

TUMOR OVARIANO
LATERALIDADE
\s
BILATERAL UNILATERAL
|
METASTATICO TAMANHO
< 13cm =o0u=13cm
METASTATICO PRIMARIO

Figura 1 — Algoritmo para diferenciagédo entre carcinomas mucinosos primarios e metastaticos do
ovario segundo caracteristicas macroscoépicas
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° Grau histologico — dado fornecido pelo laudo anatomopatolégico do
exame de bidpsia ou pega cirurgica. De acordo com critérios morfolégicos da
diferenciagdo do tecido, as neoplasias epiteliais malignas sao classificadas pela
International Federation of Gynecology and Obstetrics (61) em trés graus,
dependendo da organizagéo arquitetural, com formagao de glandulas e das atipias
citolégicas: Grau | ou tumores bem diferenciados — predominio de formagao de
gléandulas e com até 5% de areas solidas; Grau |l ou tumores moderadamente
diferenciados — quando ha até 50% de areas sélidas dentro do tumor; Grau Ill ou
tumores pouco diferenciados — quando mais de 50% do tumor tem arranjo solido.

° Avaliagdo imunoistoquimica — os marcadores estudados foram as
citoqueratinas CK7 e CK20, betacatenina, WT1, Cdx2, DPC-4, CA 125 e os
receptores de estrogeno e progesterona (RE e RP). Quanto a expressdo dos
marcadores, foi avaliada a expressdo de cada anticorpo pela reacao

imunoistoquimica em cada tipo de tumor.

) Avaliagdo de dados da microscopia — além do grau histologico,
mencionado acima, foram analisados os seguintes aspectos histopatologicos do
tumor: presengca de necrose do tipo sujo ou dirty necrosis; padrdo de invasao
infiltrativo ou expansivo; émbolos carcinomatosos; infiltracdo do estroma por
células isoladas; presenca de células em anel de sinete; mucina extracelular

dissecando o estroma; e gradiente histologico.

3.3.4 Tratamento e evolugao

) Tipo de tratamento — foi feita revisdo dos tipos de tratamento
recebidos: a) cirurgia completa com ou sem doenga macroscopica residual; b)

quimioterapia adjuvante ou paliativa.

° Respostas terapéuticas — classificadas de acordo com o RECIST 1.1

(Response evaluation criteria in solid tumors: revised Recist Guideline — version
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1.1) (62) e que, em conjunto com os dados obtidos das descricdes das cirurgias,
foram divididas em cinco categorias: 1) cirurgia completa, sem doenca residual,
com ou sem quimioterapia adjuvante; 2) cirurgia com doenga residual e remissao
completa apos quimioterapia; 3) cirurgia com doenga residual e resposta parcial
apos quimioterapia; 4) cirurgia com doenga residual e doenga estavel apos

quimioterapia; 5) doenga em progressao.

° Recidiva — dentre as pacientes que apresentaram remissdo completa
apos o tratamento, foi anotado se, até aquele momento do seguimento, a paciente
apresentou recidiva (sim x ndo), o local da recidiva e o tempo entre a cirurgia e o

diagndstico da recidiva.

° Evolugédo/sobrevida meédia global — por meio da analise dos
prontuarios, determinaram-se quantas pacientes ainda estavam vivas, com ou
sem doencga; quantas haviam falecido em decorréncia do carcinoma mucinoso; e,
considerando um tempo de avaliagéo entre 0 e 6 anos (72 meses), foi feito estudo
da sobrevida média global.

3.4 Selecao dos sujeitos

Todos os casos foram laudados pelo Departamento de Anatomia
Patolégica do HC Unicamp e selecionados apds analise dos laudos obtidos a
partir da pesquisa no nucleo de informatica do Hospital de Clinicas da Unicamp,
em que foram selecionados todos os casos de carcinoma mucinoso acometendo

ovario.

° Critérios de inclusdo — adenocarcinomas mucinosos pertencentes ao
arquivo do Departamento de Anatomia Patoléogica do HC/UNICAMP e que
possuiam blocos de material em parafina localizaveis em adequado estado de

conservacao.
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° Critérios de exclusédo — ter recebido quimioterapia neoadjuvante, ou

seja, previamente a retirada cirdrgica do ovario. Ndo ter bloco de parafina
localizavel ou em adequado estado de conservagéo.

Foram considerados carcinomas mucinosos primarios dos ovarios 0s
casos que, na auséncia de um carcinoma mucinoso primario de outra topografia,
apresentavam, pelo laudo histopatologico e dados descritos no intraoperatério,

caracteristicas de primarios dos ovarios.

Foram considerados carcinomas mucinosos metastaticos para os
ovarios todos os casos com diagndstico, quer seja prévio ao diagndstico da lesao
no ovario, quer concomitante, quer posterior de carcinoma mucinoso primario de
outra topografia e aqueles que, a despeito da nao localizagdo de um primario de
outra topografia, foram classificados como metastaticos pelo laudo histopatoldgico

registrado no prontuario.

3.5 Tratamentos, técnicas, testes e/ou exames

3.5.1 Diagnéstico histolégico

As léaminas em hematoxilina e eosina (H&E) do arquivo do
Departamento de Anatomia Patolégica da FCM/UNICAMP foram separadas,
revisadas pelo patologista e escolhidas as melhores com os respectivos blocos de
parafina para a confec¢ao do TMA.

e TMA

ApOs revisdo das laminas de HE, foram escolhidas e demarcadas as
areas de melhor representacédo do tumor, que foram extraidas para elaboragdo do
bloco de TMA.
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Os TMAs foram montados com amostras em duplicidade de cada caso.
Para a realizagdo da técnica de TMA, foi utilizado o equipamento manual da
marca Sakura® — Tissue Microarray System.

Para cada caso foram coletados, do bloco doador, dois fragmentos de 2
mm de didmetro cada um, que foram inseridos no bloco receptor. Cada bloco de
TMA continha 30 amostras com distancia entre si de 0,5mm. No total foram
confeccionados sete blocos de TMA.

Fragmentos de diferentes tecidos (figado, baco, coragdo) foram
também colocados nos blocos, a fim de guiar a confecgdo do mapa de TMA para

que fosse feita a leitura e identificagdo dos casos em cada lamina.

Cortes de 4um foram obtidos de cada bloco de TMA para confecg¢ao
das laminas em H&E a fim de confirmar a presenca de tumor em cada fragmento.
Em seguida, foram feitos mais nove cortes para realizagdo das reagdes
imunoistoquimicas. Os cortes de 4um de espessura foram colocados em laminas
previamente tratadas com solugdo de organosilano a 4% em acetona (3-
aminopropiltrietoxisilano — SIGMA — codigo A3648) e deixados em estufa a 110°C

durante uma hora para melhor fixagao as laminas.

Para os casos em que o fragmento no TMA ndo estava dentro do
padrdao desejado, foram selecionados novos blocos para confeccdo de Iaminas

seguindo os mesmos passos descritos acima.

e Reacao Imunoistoquimica

As reacbes foram processadas em cortes de parafina, segundo a
técnica do Complexo Avidina-Biotina Peroxidase (ABC), com os anticorpos: CK7,
CK20, betacatenina, WT1, Cdx2, DPC4, Ca125, RE e RP. Os detalhes dos
anticorpos utilizados nas reacdes estéo listados no Quadro 2.
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Quadro 2 — Anticorpos utilizados e detalhes da reagado imunoistoquimica

Anticorpo Clone Produtor Solugado tampao | Diluigéo Polimero

CK7 Ov- DAKO Tris-Edta 1:100 Advance™
TL12/30 Dako

CK20 KS20-8 DAKO Tris-Edta 1:100 Advance™
Dako

Cail125 M11 DAKO Citrato 1:25 Advance™
Dako

RE 1D5 Diagnostic Tris-Edta 1:100 Advance™
Biosystems Dako

RP PGR-1a6 Diagnostic Tris-Edta 1:400 Advance™
Biosystems Dako

DPC4 B8 SANTA CRUZ Tris-Edta 1:100 Advance™
Dako

CDX2 CDX2-88 BIOGENEX Citrato 1:25 Advance™
Dako

Beta- B-catenin 1 | DAKO Tris-Edta 1:100 Advance™
catenina Dako

WT1 6F-H2 DAKO Tris-Edta 1:100 Advance™
Dako

As seccgdes dos tecidos foram desparafinizadas em banho de xilol a
110° C e a seguir submetidas a dois banhos subsequentes em xilol a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram hidratadas em alcool etilico em
concentragdes decrescentes (100%, 80% e 50%) e lavadas em agua corrente e
agua destilada. A atividade da peroxidase enddégena foi bloqueada com ftrés
banhos de trés minutos cada um em peroxido de hidrogénio 0,3%, seguidos de
lavagem em agua corrente e agua destilada. A recuperacéo antigénica foi feita em
micro-ondas, com as laminas imersas em tampé&o citrato (10mmol/L, pH 6,0) ou
em Tris-EDTA (10 mmol/L, 95°C por 30 minutos), para desmascaramento dos
antigenos. A seguir, as laminas foram resfriadas a temperatura ambiente durante

20 minutos e depois lavadas em agua corrente e agua destilada.

ApOs essa etapa, os cortes foram incubados em camara umida com o
anticorpo primario especifico a 4°C, overnight. Depois da incubagéo, as laminas
foram submetidas a trés lavagens em tampédo fosfato (PBS: solugdo salina
tamponada com fosfato pH 7,4 a 7,6), sob agitagdo. A seguir, foram secas e
incubadas com Advance™ (DAKO, cédigo K4067) a 37°C durante 30 minutos e

entdo lavadas em agua corrente e contracoradas com hematoxilina de Harris
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durante 30 segundos. Os cortes foram desidratados em banhos de alcool etilico
em concentragdes crescentes diafanizadas em trés banhos de xilol e a seguir
montados em Entellan. Todas as rea¢des imunoistoquimicas foram realizadas

utilizando controles de reagado sabidamente positivos.

e Diagnéstico imunoistoquimico

As laminas das reagcdes imunoistoquimicas foram avaliadas
conjuntamente pela pesquisadora e pela orientadora por meio de observagao

concomitante em microscopio com cabegote de multipla observacéo.

Laminas-controle com antigenicidade positiva reconhecida para cada
um dos marcadores foram avaliadas para garantir a eficacia da reagdo de cada
lote de reacdo. Controles negativos e positivos também foram processados para
validagao dos resultados.

Para interpretacao e quantificacdo das reagdes imunoistoquimicas, pelo

menos 10% do fragmento corado devia conter amostra tumoral.

As reagbes foram interpretadas como positivas segundo a expresséo
nuclear e/ou citoplasmatica de cada reagente. Cada resultado foi baseado na
porcentagem de células positivas e agrupado segundo a expressdo, sendo
considerado: negativo <5%; positivo focal: <60%; e positivo difuso: > 50%.

A intensidade da reacgao foi avaliada em todos os casos, mas nao foi
utilizada em termos de classificacao.

A leitura da reagdo dos receptores hormonais (RE e RP) seguiu a
graduagdo de acordo com a porcentagem estimada de células positivas: negativo
<5%; 1+: 6-25%; 2+: 26-50%; 3+: 51-75%; 4+: 76-100%.

Os anticorpos e a interpretacao da leitura das reagdes imunoistoquimicas
estao detalhados no Quadro 3.
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Quadro 3 — Leitura e quantificagdo das reagdes imunoistoquimicas

Anticorpo

Sitio de expressao

Porcentagem de células
positivas

Intensidade

Ca 125

Citoplasma e
membrana

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

RE/RP

Nuclear

0<5%
1+:6-25%
2+:26-50%
3+:51-75%
4+:76-100%

Fraco/Moderado/Forte

CK7 / CK20

Citoplasma

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

WT1

Nuclear

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

DPC4

Nuclear

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

CDX2

Nuclear

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

Betacatenina

Nuclear

<5% = negativo
5 —-50% = focal
51 — 100% = difuso

Fraco/Moderado/Forte

e Processamento e plano de analise dos dados

1. Separagédo dos casos segundo resultado da histologia

Inicialmente os

foram

separados em dois

grupos:

adenocarcinomas mucinosos primarios do ovario e adenocarcinomas metastaticos
para o ovario. A divisao fora feita de acordo com os laudos da histologia que
constavam dos registros do Departamento de Anatomia Patolégica do
HC/UNICAMP.

2. Montagem do painel de imunoistoquimico para cada caso

Os casos foram analisados apds todas as reag¢des imunoistoquimicas
ter sido realizadas, de modo que, para cada um, foi montado um perfil de acordo

com a expressao de cada marcador.
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3. Montagem da ficha de coleta de dados

Para cada caso foi utilizada uma ficha com todos os dados obtidos com
as reagdes imunoistoquimicas e dados dos prontuarios (Apéndice 1).

4. Analise dos perfis imunoistoquimicos em cada grupo

Ap6s a anadlise individual de cada caso com relacdo ao perfil
imunoistoquimico, foi feita analise dos perfis mais comuns em cada grupo na
tentativa de determinar o perfil que melhor caracterizasse o grupo dos carcinomas

primarios, diferenciando-o do grupo dos carcinomas metastaticos para o ovario.

5. Aplicacdo do algoritmo de diferenciagdo entre carcinomas primarios e

secundarios e determinacéo de acuracia

Apos a realizagdo da coleta dos dados nos prontuarios foi aplicado o
algoritmo para diferenciar carcinomas primarios e secundarios, analisando
tamanho do tumor (< ou =213cm) e lateralidade, calculando a porcentagem de
casos em que o algoritmo foi capaz de realizar corretamente o diagndstico

diferencial entre carcinomas primarios ou metastaticos.

6. Analise clinica dos casos e do comportamento de cada grupo

Apos a coleta dos dados nos prontuarios e a montagem da ficha de
cada paciente, foi feita analise dos dados clinicos e principais caracteristicas de
cada grupo no que diz respeito a resposta ao tratamento, evolugéo e tempo de
sobrevida de cada caso.
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e Analise estatistica

Realizado inicialmente o calculo das incidéncias de cada tumor nesta
amostra. Todos os casos revisados foram divididos em dois grupos: carcinomas
mucinosos primarios do ovario e carcinomas mucinosos metastaticos para os

ovarios.

A anadlise da acuracia do algoritmo de diferenciagdo entre carcinomas
primarios e secundarios dos ovarios foi feita por meio do calculo da porcentagem
de casos em que o algoritmo foi capaz de realizar corretamente o diagndstico

diferencial entre carcinomas sabidamente primarios ou metastaticos.

Os resultados foram avaliados de forma bivariada por meio de
estatisticas pertinentes a avaliagdo de seguranga e concordancia dos algoritmos,
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,

acuracia e kappa, bem como os respectivos intervalos de confianca.

A avaliacdo da associacdo de cada uma das caracteristicas com o
grupo foi realizada por meio do teste de qui-quadrado e do calculo do odds ratio e
respectivo intervalo de confianga. Em seguida, devido ao tamanho da amostra,
para analise multivariada dividiu-se a analise no que diz respeito aos dados da
avaliacdo de microscopia e marcadores imunoistoquimicos. Foi realizada
regressao logistica com critério de selegdo de variaveis stepwise, e as variaveis
selecionadas foram estudadas pelo método de arvore de decisao para a formagao

de um algoritmo de decisdo (Algoritmo 2).

Os dois algoritmos, o previamente descrito na literatura e o criado com
as variaveis selecionadas pelas analises multivariadas, foram unidos em um unico

algoritmo (Algoritmo 3), sendo avaliada sua acuracia.

Foi feita comparagdo estatistica dos valores de sensibilidade,
especificidade e acuracia entre o algoritmo previamente descrito na literatura e o

novo algoritmo encontrado (Algoritmo 3).
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A sobrevida foi estimada pelo método de Kaplan-Meier e comparada

segundo os grupos pelo teste de log-rank.

O nivel de significancia foi assumido em 5%, e o programa utilizado
para a analise foi o SAS versao 9.2.
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4 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Foram respeitados os principios da Declaracdo de Helsinque (World
Medical Association, 2000), que orientam a pesquisa médica envolvendo seres
humanos. Os blocos de parafina, de onde foram obtidas as laminas, estdo
identificados pelo numero de bidpsia. Com a finalidade de manter em sigilo a
identidade das mulheres, as laminas de cada bloco receberam um numero
correspondente ao caso no estudo. Também, os dados do prontuario médico
utilizados para selecionar os blocos pelos critérios de inclusdo e exclusao foram
mantidos em sigilo. O numero de registro do hospital e o numero da bidpsia que
poderiam identificar as pacientes foram destacados da ficha de registro de
informagdes antes da digitagdo em planilha.

As andlises realizadas neste estudo ndo implicaram mudanca da
terapéutica nem foram realizadas coletas de material adicional. Nao ocorreram
quaisquer riscos ou transtornos as mulheres, uma vez que toda pesquisa foi
realizada em material biologico retirado previamente por necessidade de

tratamento.

N&o foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) das
mulheres das quais foi retirado cada um dos tumores por se tratar de estudo
retrospectivo, realizado exclusivamente com blocos de parafina e prontuarios

médicos.

Este projeto foi aprovado com dispensa do TCLE e homologado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
em 22 de setembro de 2009 (Parecer CEP numero 845/2009).
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5 ORGAO FINANCIADOR

A instituicdo que patrocinou esta pesquisa foi o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), cujo numero de processo €&
473101/2008-4, tendo sido aprovado um valor final de R$ 37.200,00 (trinta e sete
mil e duzentos reais). Todo e qualquer custo que ultrapassou o valor aprovado foi

financiado com recursos proprios do pesquisador.
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6 RESULTADOS
6.1 Determinagao da amostra

Encontrados 126 laudos e analisados, sendo 27 casos excluidos, pois ndo
se tratava de carcinoma mucinoso, restando, apos revisdo, 99 casos, conforme

Figura 2, abaixo.

Palavras-chave ™ 125 laudos

Excluidos 27 laudos —_— 99 casos

revisdo histologica e de prontuarios

!

Excluidos 23 casos

n=76

Figura 2 — Esquema de selegdo dos laudos

Foram excluidos 23 dos 99 casos selecionados por variados motivos:
pacientes que receberam quimioterapia neoadjuvante, ou seja, antes da cirurgia
para tratamento do cancer de ovario (um caso); casos onde os blocos de parafina
nao foram localizados ou nao apresentavam condigdes de manuseio para
aplicacao das técnicas de TMA e estudo imunoistoquimico (dez casos); casos que

apos revisao histolégica ndo eram do tipo mucinoso ou ndo eram do ovario (dez
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casos); casos de teratoma com areas de diferenciagdo para carcinoma mucinoso
(um caso); um caso apresentava dois primarios, um carcinoma endometrioide com
areas mucinosas do endométrio com provavel metastase para o ovario direito e
um primario mucinoso do ovario esquerdo, e, ante a dificuldade de definir o

acometimento ovariano, optou-se pela exclusao.

Os 76 casos incluidos foram agrupados de acordo com o diagndstico
fornecido por ocasido da cirurgia e apos o resultado do anatomopatologico e
divididos em dois grupos:

Grupo 1 — carcinoma mucinoso primario do ovario (35 casos);
Grupo 2 — carcinoma mucinoso metastatico para o ovario (41 casos).

Dentre os 76 casos, a anadlise dos prontuarios medicos ficou
prejudicada em trés: um deles tratava-se de caso externo, de paciente operada
em outro servico e encaminhada para revisdo, sem condicbes de acesso a
informagdes clinicas; e em dois casos os prontuarios mais antigos nao foram

localizados no servigo de arquivo médico do HC/UNICAMP.

Dos 76 casos selecionados para estudo, 41 estavam inicialmente
descritos nos prontuarios como sugestivos de metastaticos, porém, em oito deles
nao foi possivel determinar qual seria o tumor primario, ndo havendo comprovacgao

de que eram realmente metastaticos.

Devido a impossibilidade de confirmar o primario visto ndo haver dados
suficientes nos prontuarios, estes casos foram excluidos das analises estatisticas.
Desse modo, estatisticamente, foram avaliados 68 dos 76 casos: 35 de
carcinomas mucinosos primarios do ovario e 33 de carcinomas mucinosos

metastaticos para o ovario com primario determinado.

A partir da analise preliminar dos resultados de 25 tumores metastaticos
no ovario, com o sitio primario conhecido, foi elaborado um artigo, que foi
publicado recentemente (Apéndice 2).
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6.2 Avaliagao do algoritmo, aspectos macroscopicos, lateralidade e
tamanho

Com relagdo a avaliagdo do algoritmo, em apenas um caso do grupo
dos carcinomas mucinosos primarios ndo houve informacdo com relacdo ao
tamanho do tumor, mas foi possivel saber tratar-se de tumor unilateral; dessa
forma, o caso foi retirado da analise de acuracia. Houve ainda um caso do grupo
dos metastaticos em que nido constavam as medidas dos ovarios, porém se
tratava de tumor bilateral, de modo que a falta de informacgao sobre o tamanho nao
interferiu na avaliagado pelo algoritmo e na classificagdo como metastatico, tendo

assim sido mantido nos calculos de acuracia.

Dos 67 casos com informagao suficiente para analise pelo algoritmo, 21
(31%) eram bilaterais, sendo um primario (4%) e 20 metastaticos (96%); 36 (54%)
eram unilaterais = 13cm, sendo sete metastaticos (19%) e 29 primarios (81%); e
dez (13%) eram unilaterais e menores de 13cm, sendo seis metastaticos (60%) e
quatro primarios (40%). Isso conferiu acuracia de 82,1% (IC 95% 72,9 — 91,3 %)
com kappa de 0,64 (IC 95% 0,46 — 0,82) e valor-p (teste de qui-quadrado)
<0,0001, além de sensibilidade de 78,8% (IC 95% 64,8 — 92,7) e especificidade de
85,3% (IC 95% 73,4 — 97,2) (Tabela 1). Nesta analise, o valor preditivo positivo foi
de 83,9%, e o valor preditivo negativo foi de 80,6%.

Ao analisar apenas os carcinomas mucinosos metastaticos, observou-
se que 20 eram bilaterais (61%), sete (21%) unilaterais maiores de 13cm e seis
(18%) unilaterais menores de 13cm, revelando concordancia com o algoritmo de
79%. No grupo dos carcinomas mucinosos primarios, apenas um era bilateral
(83%), 29 (85%) eram unilaterais e 213cm e quatro (12%) unilaterais <13cm,
revelando concordancia com o algoritmo de 85,3%.
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Tabela 1 — Analise do algoritmo no diferencial entre primarios e metastaticos na amostra com n

=67
Bilateral UNI UNI <13cm Concordancia IC 95%
213cm

Primarios 01 29 4 85,3% (especificidade) 73,4-97,2
n=234

Metastaticos 20 07 6 78,8% (sensibilidade) 64,8-92,7
n =233

TOTAL 21 36 10 82,1% (acuracia) 72,9-91,3
n= 67

Entre os carcinomas mucinosos metastaticos, o tamanho dos ovarios
variou de 2,8cm a 38cm (média 12,34cm), e entre os carcinomas mucinosos
primarios o tamanho variou de 8,5cm a 35cm (média 20,07cm). O menor tumor
unilateral foi um primario do célon com metastase para ovario esquerdo de 5,5cm,;
e 0 maior tumor unilateral também foi do grupo dos metastaticos, primario da
vesicula biliar com metastase para o ovario esquerdo, de 38cm. As excegdes ao

algoritmo estdo na Tabela 2, abaixo.

Além dos 12 casos que nao foram corretamente classificados pelo
algoritmo, houve oito de tumores bilaterais metastaticos, que, apesar da
concordancia com o algoritmo, apresentaram diametro = 13cm em pelo menos um
dos ovarios muito maior que o esperado para tumores metastaticos (Tabela 2).

Tabela 2 — Descri¢cao dos 12 casos discordantes do algoritmo avaliado segundo lateralidade,
volume do tumor e sitio de origem

Lado | Lateralidade | Tamanho (cm) | Tumor primario

Esquerdo Unilateral 23,0 Gastrico
Esquerdo Unilateral 38,0 Vesicula biliar
Direito Unilateral 20,0 Coélon sigmoide
Direito Unilateral 19,0 Ceco
Esquerdo Unilateral 16,0 Coélon direito
Esquerdo Unilateral 19,0 Cérvice uterina
Direito Unilateral 18,0 Cérvice uterina
Direito Unilateral 9,0,0 Ovario llIC
Esquerdo Unilateral 8,5,0 Ovario IA
Direito Unilateral 10,0 Ovario I1A
Direito Unilateral 11,0 Ovario IC

- Bilateral Esq: 17,0/Dir: 4,0 Ovario IC
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Tabela 3 — Carcinomas mucinosos bilaterais metastaticos para o ovario concordantes com o
algoritmo, mas com didmetro acima de 13cm

Tamanho (cm) esq. /dir. | Tumor primario

7,5/25,5 Coélon sigmoide
5,5/25,0 Apéndice
20,0/11,0 Reto

27,0/26,0 Colon esquerdo
15,5/14,5 Colon esquerdo
3,5/14,0 Gastrico
15,5/14,5 Cérvice Uterina
17,0/10,0 Colon esquerdo

Entre os 33 casos de carcinoma metastatico para o ovario, 18 eram
primarios da regido colorretal, cinco eram gastricos, um do apéndice cecal, um do
intestino delgado, dois da vesicula biliar, quatro da cérvice uterina, um da mama e
um da bexiga (Tabela 4). E, entre eles, apenas 11 pacientes (33%) tinham
diagnostico prévio de cancer, sendo quatro do estémago, dois do colon, trés do

colo uterino, um da mama e um da bexiga.

Tabela 4 — Sitio primario dos carcinomas mucinosos metastaticos para o ovario

Sitio Primario Casos (n/%)
Colon / reto 18 / 54%
Gastrico 05/15%
Apéndice 01/3%

Intestino Delgado 01/3%
Vesicula biliar 02 /6%

Cérvice 04 /12%
Mama 01/3%
Bexiga 01/3%
Total 33/100%

Conforme mencionado previamente, houve oito casos que, segundo os
dados de prontuario, foram caracterizados inicialmente como metastaticos ou
sugestivos de metastaticos, porém, o tumor primario ndo foi detectado. Alguns
apresentavam outras caracteristicas de doenga metastatica, como acometimento
metastatico disseminado, pseudomixoma peritoneal, baixa sobrevida ou
bilateralidade. No entanto, a paciente ou perdeu seguimento, ou faleceu antes do

término da investigagédo, ou n&do foram feitos todos os exames na busca de um
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outro primario, ou nao foi descrita analise histolégica do apéndice cecal no

anatomopatologico.

Sendo assim, apesar de descritos como metastaticos, ou como suspeita

de metastaticos, no laudo do anatomopatoldgico da pega cirurgica o primario nao

foi determinado, podendo, inclusive, tratar-se de primario do ovario. Todos os

casos de primario indeterminado e suas principais caracteristicas estdo descritos

no Quadro 4, a seguir.

Quadro 4 — Descri¢do dos carcinomas metastaticos de primario indeterminado

Caso Bilateral Tamanho | Imunoistoquimica* | Microscopia (dados | Obito | Sobrevida
(cm) presentes)
1 Sim 12e 10 CK7+ DPC4 - Crescimento Sim 3m
infiltrativo, @mbolos,
células isoladas, anel
de sinete.
2 Nao 23 CK20+ DPC4+ Crescimento Sim 3m
CDX2+ infiltrativo, @mbolos,
mucina extracelular,
gradiente histoldgico.
3 Sim NM CK20+ DPC4+ Crescimento NM NM
CDX2+ infiltrativo, @mbolos,
gradiente histoldgico
4 Sim 16e5 CK7 + DPC4 +
CDX2 Crescimento Sim 3m
+ infiltrativo,
émbolos,
células
isoladas, anel
de sinete.
5 Nao 20 CK7 + CK20 + Crescimento Sim 3m
Cal125 + DPC4 + infiltrativo, @mbolos,
CDX2 + células isoladas,
mucina extracelular.
6 Nao 30 CDX2 + Crescimento Nao Perdeu
expansivo, mucina seguimento
extracelular, gradiente 46m
histolégico,
pseudomixoma.
7 Nao 25 CK7+Fc CK20 + Necrose, crescimento Nao Perda de
CDX2 + DPC4 - infiltrativo, mucina seguimento
extracelular, gradiente
histolégico
156m
8 Sim 3e9 CK7 + Ca125 +
RE Necrose, Sim 22m
1+ crescimento
infiltrativo,

células isoladas

*Quando néo descrito, 0 marcador é negativo, + Fc: positivo focal, +: positivo difuso.
NM: ndo mencionado.
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6.3 Analise imunoistoquimica

6.3.1 Expressao dos marcadores nos carcinomas metastaticos

Entre os carcinomas metastaticos para o ovario, as principais
caracteristicas encontradas foram: positividade difusa para CK20 (57,6%), DPC4
(75,8%) e CDX2 (55%); negatividade para Ca125 (78,8%), RE (93,9%), RP
(93,9%), WT1 (97%) e B-catenina (87,9%). A expressdo do CK7 (difuso 45,5%,
focal 6,1%) foi muito semelhante a negatividade (48,5%), de modo que este
marcador, isoladamente, nao foi capaz de caracterizar os casos metastaticos. Dos
15 casos metastaticos com positividade difusa para CK7, seis eram provenientes
do trato gastrointestinal inferior, cinco do trato gastrointestinal superior, trés do
colo uterino e um da mama. Dos dois casos metastaticos com positividade focal

para CK7, um era do colo uterino e um do trato gastrointestinal inferior.

Houve expressdo de Cal125 em sete carcinomas metastaticos, dos
quais dois eram do trato gastrointestinal baixo, um da vesicula biliar, um da
bexiga, dois do colo uterino, um da mama. A B-catenina foi expressa difusamente
em trés casos de carcinoma de célon metastatico para o ovario e focalmente em
um carcinoma do colo uterino. O Unico caso que apresentou positividade para
WT1 foi de uma paciente com metastase bilateral para os ovarios, sem
diagndstico do primario no momento da cirurgia e que apresentou positividade
difusa para CK7 e Ca125 além de positividade focal para DPC4 e para receptor de
estrogeno (1+), com os outros marcadores negativos. Esta paciente teve recidiva
locorregional em um ano e dois meses apos a cirurgia, quando foi feito o

diagndstico do tumor primario em ileo.

A expresséo de receptores hormonais foi baixa no grupo de carcinomas
metastaticos. Houve positividade para RE em dois casos, dos quais um tumor
gastrico (4+) e um de intestino delgado (1+). O RP foi expresso em apenas dois
casos: um do estdbmago (3+) e outro primario da mama (2+). A falta de expressao

63



do DPC4 ocorreu em oito carcinomas metastaticos para o ovario, dos quais trés
eram primarios do célon, um do estémago, um do colo uterino, um de mama, um

da bexiga e um do ceco.

6.3.2 Expressao dos marcadores nos carcinomas primarios do ovario

No grupo dos carcinomas mucinosos primarios do ovario, as caracteristicas
imunoistoquimicas mais comuns foram: positividade difusa para CK7 (97%),
negatividade para RE (89%), RP (80%), CDX2 (74%), betacatenina (100%) e WT1
(100%). A expressdo do CK20 foi focal em 31% e difusa em 31% dos casos,
enquanto a negatividade foi encontrada em 38% dos tumores primarios, valores
estes muito similares e pouco discriminatérios. Ca125 foi expresso em 40% e
DPC4 em 54% dos carcinomas primarios (Tabela 5). As principais reagdes

imunoistoquimicas estao na Figura 3.

Figura 3 — Reagdes imunoistoquimicas. A) Ca125 positivo em primario da vesicula biliar; B) 8-
catenina positiva em primario do célon; C) Ca125 positivo em primario do ovario; D) DPC4 positivo
em primario do ovario; E) RP positivo 4+ em primario do ovario; F) RE positivo 4+ em primario
gastrico; G) CK20 positivo difuso em primario do ovario; H) CDX2 positivo em primario do ovario; I)
CKY7 positivo difuso em primario da vesicula biliar.
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Tabela 5 — Comparacgéo da expressédo dos marcadores entre 0s grupos

GRUPO DOS GRUPO DOS valor-p ORIC(95%)
METASTATICOS  PRIMARIOS
(n =33) (n =35)
n % n %
CK7 <0.0001*
NEGATIVO 16 48,5% 1 2,9% 1,0
POSITIVO DIFUSO 15 455% 34 97,1% 0,03 (0,00 0,23)
POSITIVO FOCAL 02 6,1% 0 0,0% 0,45 (0,01 14,55)
CK20 0,0154**
NEGATIVO 12 36,4% 13 37,1% 1,0
POSITIVO DIFUSO 19 57,6% 11 31,4% 1,87 (0,64 5,51)
POSITIVO FOCAL 2 6,1% 11 31,4% 0,11 (0,02 0,56)
Cal25 0,0937*
NEGATIVO 26 78,8% 21 60,0% 1,0
POSITIVO 7 212% 14 40,0% 0,40 (0,14 1,18)
RE 0,6737*
NEGATIVO 31 93.9% 31 88,6% 1,0
POSITIVO 2 6,1% 4 11,4% 0,50 (0,09 2,93)
B_catenina 0,0502*
NEGATIVO 29 87,9% 35 100,0% 1,0
POSITIVO 4 121% 0 0,0% 10,83 (0,56 209,49)
DPC4 0,0641**
NEGATIVO 8 242% 16 45,7% 1,0
POSITIVO 25 75.8% 19 54,3% 2,63 (0,93 7,43)
WT1 0,4853*
NEGATIVO 32 97,0% 35 100,0% 1,0
POSITIVO 1 3,0% 0 0,0% 3,28 (0,13 83,32)
RP 0,1515*
NEGATIVO 31 93,9% 28 80,0% 1,0
POSITIVO 2 6,1% 7 20,0% 0,26 (0,05 1,35)
CDX2 <0.0001*
NEGATIVO 13 394% 26 74,3% 1,0
POSITIVO DIFUSO 18 545% 2 5,7% 18,00 (3,61 89,64)
POSITIVO FOCAL 2 6,1% 7 20,0% 0,03 (0,00 0,27)

*Teste Exato de Fisher ** Teste de qui-quadrado

Considerando a expressdao conjunta dos marcadores mais
frequentemente usados na rotina diagnostica CK7/CK20/CDX2, neste estudo o
perfil mais comum foi CK7+/CK20-/CDX2-, observado em 23 tumores, dos quais:

13 primarios do ovario (57%), oito metastaticos (um gastrico, trés da cérvice
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uterina, um da vesicula biliar, um do ileo, um da mama, um do cdlon) e dois do

grupo indeterminado.

Em segundo lugar, o perfil CK7+/CK20+/CDX2+ foi observado em 22%,
encontrado em oito primarios do ovario, em sete carcinomas metastaticos (quatro
colorretais, um gastrico, um do apéndice, um da cérvice) e em dois do grupo
indeterminado. Ja a sequéncia CK7+/CK20+/CDX2- ocorreu em 18% dos casos:
em 13 primarios do ovario e em um metastatico do célon. O perfil CK7-
/CK20+/CDX2+ ocorreu em 14 casos (18%), sendo nove colorretais, um gastrico,

um da bexiga, dois de primario indeterminado e um caso primario do ovario.

Os resultados mais frequentes observados entre os metastaticos foram:
CK7-/CK20+/CDX2+ (32%); CK7+/CK20-/CDX2- (24%); e CK7+/ CK20+/CDX2+
(22%). Entre os carcinomas primarios os perfis mais comuns foram: CK7+/CK20-
/ICDX2- (37%) e CK7+/CK20+/CDX2- (37%), seguidos de CK7+/ CK20+/CDX2+
(23%) (Tabela 6).

Tabela 6 — Expressao do perfil CK7/CK20/CDX2 nos carcinomas primarios e metastaticos

PERFIL Metastaticos (n= Primarios do Total
33) ovario (n =68)
(n = 35)

CK7+ CK20+ CDX2+ 07 (21%) 08 (23%) 15 (22%)
CK7- CK20- CDX2 - 02 (6%) 0 02 (3%)
CK7+ CK20- CDX2- 08 (24%) 13 (37%) 21 (31%)
CK7- CK20+ CDX2- 02 (6%) 0 02 (3%)
CK7- CK20- CDX2+ 02 (6%) 0 02 (3%)
CK7+ CK20+ CDX2- 01 (3%) 13 (37%) 14 (20%)
CK7- CK20+ CDX2+ 11 (33%) 01 (3%) 12 (17%)
CK7+ CK20- CDX2 + 0 0 0

A Figura 4 exemplifica dois casos em que o perfil CK7/CK20/CDX2 nao
contribuiu para o diagnéstico diferencial: um carcinoma primario da vesicula biliar
expressou CK7+/CK20-/CDX2-, sugestivo de carcinoma mucinoso primario do
ovario; outro exemplo € o carcinoma mucinoso primario do ovario com perfil CK7-
/ICK20+/CDX2+, sugerindo metastase de primario colorretal; o perfil do ultimo
caso, CK7+/CK20-/CDX2-, é tipico do carcinoma mucinoso primario do ovario.
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Figura 4 — Expressao do perfil CK7/CK20/CDX2. )C7+/CK20-/CDX2- em carcinoma primario da

vesicula biliar; B) CK7-/CK20+/CDX2+ em carcinoma primario do ovario, sugerindo metastase
intestinal; C) CK7+/CK20-/CDX2- em carcinoma mucinoso primario do ovario.

6.4 Analise microscopica — avaliagdo dos dados histopatolégicos

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas histopatologicas dos
carcinomas: grau histolégico, presenca de necrose do tipo sujo ou dirty necrosis,
padrdao de invasao infiltrativo ou expansivo, presenca de frequentes émbolos
carcinomatosos, infiltracdo do estroma por células isoladas, presenca de células
em anel de sinete, mucina extracelular dissecando o estroma, presenca de
gradiente histologico dentro do tumor. Quanto ao grau histolégico, observou-se
que a maioria dos carcinomas primarios do ovario € Grau 1 ou bem diferenciado

(77%), enquanto a maioria das pacientes do grupo dos metastaticos tem tumor de
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p<0,001*

Grau 2 ou Grau 3 (75%). A comparagdao entre os dois grupos de tumor
demonstrou diferengas estatisticamente significativas (p<0,001) (Tabela 7).

Tabela 7 — Grau histologico em relagao aos grupos de estudo

Grau Primarios Metastaticos OR IC (95%)
(n = 35) (n =33)
1 27 (77%) 08(24,2%) 1,0
2 8 (23%) 17 (51,5%) 7,17 (2,26 — 22,7)
3 0 08 (24,2%) 55,00 (2,87 — 1055,16 )

* Teste exato de Fisher
Diferengas entre carcinoma mucinoso grau histolégico 1 e 3 (Figura 5).

GRAU 1 GRAU 3
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Flgura 5 Hlstologlco dos carcinomas mucinosos

As caracteristicas mais encontradas entre os carcinomas metastaticos
foram: padréo infiltrativo de invasao (95%), émbolos carcinomatosos frequentes
(66,7%) e invasao do estroma por células isoladas (69,7%). Houve um caso de
carcinoma metastatico primario da cérvix com crescimento expansivo. Entre os
primarios do ovario, o gradiente histolégico foi encontrado em 83% dos casos; e,
neste grupo, a auséncia de émbolos carcinomatosos e de infiltracdo do estroma
por células isoladas (95% em ambos) e a auséncia de células em anel de sinete
(98%) foram aspectos observados. Entretanto, o padrdo de invasao expansivo
ocorreu em 34%, enquanto em 66% foi infiltrativo (Tabela 8).

Entre todas as caracteristicas histoldgicas avaliadas pela analise estatistica
bivariada, houve diferenga entre os dois grupos com relagdo a: tipo de invaséo

(expansivo x infiltrativo), presenca ou auséncia de émbolos carcinomatosos,
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infiltragdo por células isoladas, células em anel de sinete e gradiente histoldgico.

(Tabela 8). Os caracteres histolégicos avaliados estdo exemplificados na Figura 6.

:ﬂ E é‘. o CH -1"3 u-h o7 Ry SR - 75 2

Figura 6 — Caracteres histolégicos analisados: A) gradiente histoldgico; B) necrose suja; C) muco
extracelular dissecando o estroma; D) invasdo expansiva; E) invaséo infiltrativa; F) Invaséo por

células isoladas; G) células em anel de sinete; H) @mbolos carcinomatosos
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Tabela 8 — Caracteristicas histopatoldgicas nos carcinomas primarios e metastaticos

Caracteristica
microscoépica

Dirty necrosis

PADRAO
INFILTRATIVO x
EXPANSIVO
EMBOLOS
CARCINOMATOSOS
CELULAS
ISOLADAS
CELULAS EM ANEL
DE SINETE
MUCINA
EXTRACELULAR
GRADIENTE
HISTOLOGICO
AUSENTE

Metastaticos Primarios

(n= 33)
12 (36,4%)

32 (97%)
X 01 (3%)

22 (66,7%)
23 (69,7%)
09 (27,3%)
15 (45,5%)

23 (69,7%)

do ovario
(n = 35)
10 (29%)
23 (66%)
X12
(34%)
02 (5,7%)
02 (5,7%)
0 (0%)
13 (32%)

01 (2,9%)

Valor-p

0,6023*

0,0011*
<0.0001*
<0.0001*
<0,0001**

0,4864*

<0.0001*

1,43

16,70

33,00

37,95

27,53
1,41

78,20

OR (IC 95%)

(0,52

(2,03

(6,66
(7,59
(1,53
(0,53

(9,36

3,96)

137,60)

163,50)

189,64)

495,41)
3,72)

653,24)

*Teste qui-quadrado ** Teste Exato de Fisher

6.5 Analise multivariada

Feita inicialmente analise por regressdao multipla unindo todas as

variaveis, ou seja, dados da macroscopia (tamanho, lateralidade), da microscopia

(grau histologico, presenca de necrose do tipo sujo ou dirty necrosis, padréo

infiltrativo de invasdo, padrao expansivo de invasdo, presenga de émbolos

carcinomatosos, infiltracdo do estroma por células isoladas, células em anel de

sinete, mucina extracelular dissecando o estroma, presenca de gradiente

histologico) e resultados da imunoistoquimica.

Houve, por meio da regressdo multipla, selegdo das variaveis:

bilateralidade, auséncia de gradiente, negatividade para CK7, favorecendo o

diagnostico de carcinoma metastatico no ovario conforme ilustrado na Tabela 9.
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Tabela 9 — Analise multivariada incluindo todas as variaveis analisadas para distingao entre
metastaticos x primarios por meio de regressdo multipla

Variaveis selecionadas Odds Ratio IC95%
Bilateralidade 37,04 2,63 - 500
(sim x n&o)
Gradiente Histologico 73,24 5,80 — 924,52
(n&o x sim)
CK7 53,45 3,19 - 729,90

(negativo x positivo)

Variavel dependente avaliada: metastatico x primario. Método: Regresséo Logistica com critério de
selecdo de variaveis stepwise. Variaveis analisadas: todas (tamanho, bilateralidade, grau
histoldgico, necrose, crescimento, émbolos, células isoladas, células em anel de sinete, mucina
extracelular, gradiente, CK7, CK20, Ca125, RE, RP, betacatenina, DPC4, WT1, CDX2).

Diante do objetivo de definir outros critérios além das variaveis ja
analisadas no algoritmo previamente descrito na literatura (lateralidade e
tamanho), e considerando o tamanho amostral incluido neste trabalho, optou-se
por dividir a regressdo multipla em duas partes (dados de microscopia e de
imunoistoquimica) para depois utilizar as variaveis selecionadas para compor um

novo algoritmo.

A analise multivariada entre os dados de microscopia (grau histolégico,
presenca de necrose do tipo sujo ou dirty necrosis, padrao infiltrativo de invaséo,
padrao expansivo de invasao, preseng¢a de émbolos carcinomatosos, infiltragao do
estroma por células isoladas, presenca de células em anel de sinete, mucina
extracelular dissecando o estroma, presenca de gradiente histologico) mostrou
significancia para presenga de émbolos e auséncia de gradiente como
favorecendo o diagnostico de carcinoma metastatico com valores de odds ratio de
18,52 (IC 95% 2,98 — 111,11) e 40,19 (IC 95% 4,22 — 382,87) respectivamente
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Analise multivariada incluindo as variaveis de microscopia analisadas para distingéo
entre metastaticos x primarios por meio de regressdo multipla

Variaveis selecionadas Odds Ratio 1C95%
Embolos 18,52 2,98 — 111,11
(sim x n&o)
Gradiente histolégico 40,19 4,22 — 382,87
(ndo x sim)

Variavel dependente avaliada: metastatico x primario. Método: Regresséo Logistica com critério de
selecdo de variaveis stepwise. Variaveis analisadas: grau histolégico, necrose, crescimento,
émbolos, células isoladas, células em anel de sinete, mucina extracelular, gradiente.

A anadlise multivariada entre os dados de imunoistoquimica mostrou
significancia para negatividade de CK7 como favorecendo o diagndstico de
carcinoma metastatico com valor de odds ratio de 33,98 (IC 95% 4,14 — 278,97).
(Tabela 11).

Tabela 11 — Analise multivariada incluindo as reagdes de imunoistoquimica para distingdo entre
metastaticos x primarios por meio de regressdo multipla

Variavel selecionada Odds Ratio 1C95%

CK7 33,98 4,14 — 287,97
(negativo x positivo)

Variavel dependente avaliada: metastatico x primario. Método: Regresséo Logistica com critério de
selegdo de variaveis stepwise. Variaveis analisadas: CK7, CK20, Ca125, RE, RP, betacatenina,
DPC4, WT1, CDX2.

ApoOs selegao das variaveis gradiente histoloégico e CK7, foi montado um
segundo algoritmo (Algoritmo 2) por arvore de decisdo que definiu que:

v 0s carcinomas mucinosos sem gradiente histologico sé&o
metastaticos;

v 0s carcinomas que apresentam gradiente histologico com
positividade para CK7 sao primarios;

v 0s carcinomas mucinosos com gradiente histolégico e negatividade
para CK7 s&o metastaticos (Figura 7).
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p<0,0001

CARCINOMA MUCINOSO NO OVARIO

l

GRADIENTE HISTOLOGICO

/\
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| |

PRIMARIO METASTATICO

Figura 7 — Algoritmo por arvore de decisao utilizando as variaveis gradiente histolégico e CK7

Isso conferiu acuracia de 91,2% (IC 95% 84,4%-97,9%) com kappa de
0,82 (IC 95% 0,69%-0,96%) e valor-p (teste de qui-quadrado) <0,0001, além de
sensibilidade de 87,9% (IC 95% 76,7%-99%) e especificidade de 94,3% (IC 95%
86,6%-102,0%) (Tabela 12).

O valor preditivo positivo deste novo algoritmo foi de 93,5% e o valor
preditivo negativo foi de 89,2%.

Tabela 12 — Analise do Algoritmo 2 considerando gradiente histologico, CK7 e @mbolos no
diferencial entre primarios e metastaticos

Metastatico Primario TOTAL Concordancia IC 95%
Metastatico 29 2 31 94,3% 86,6 — 102,0
pelo Algoritmo 2 (especificidade)
Primario pelo 04 33 37 87,9% 76,7 — 99,0
Algoritmo 2 (sensibilidade)
TOTAL 33 35 68 91,2% (acuracia) 84,4 -97,9
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p<0,0001

Visando criar um novo algoritmo com multiplas variaveis e analisar se
tal algoritmo conferia maior acuracia na distingdo entre primarios e metastaticos,
foi feita a unido do Algoritmo 2 (Gradiente histolégico, CK7) com o Algoritmo da
literatura (lateralidade e tamanho).

Com o novo algoritmo (Algoritmo 3), definiu-se que um carcinoma
mucinoso que apresente qualquer uma dessas caracteristicas € metastatico:
bilateral, ou unilateral menor de 13cm, gradiente histolégico ausente, ou gradiente
histolégico presente com CK7 negativo. Isso conferiu acuracia de 88,2% (IC 95%
80,6%-95,9%) com kappa de 0,76 (IC 95% 0,61%-0,97%) e valor-p<0,0001 (teste
de qui-quadrado), além de sensibilidade de 93,9% (IC 95% 85,8%-100%) e
especificidade de 82,9% (IC 95% 70,4%-95,3%) com valor preditivo positivo de
83,8% e valor preditivo negativo de 93.5% (Tabela 13).

Tabela 13 — Analise do Algoritmo 3 considerando bilateralidade, tamanho, gradiente histolégico e
CKZ7 no diferencial entre primarios e metastaticos com n =67 *

Metastatico  Primario TOTAL Concordancia IC 95%
Metastatico 31 5 36 82,9% 70,4 - 953
pelo (especificidade)
Algoritmo 3
Primario 02 29 31 93,9% 85,8 — 100
pelo (sensibilidade)
Algoritmo 3
TOTAL 33 34 67 88,2% (acuracia) 80,6 — 95,9

* Excluido caso primario unilateral sem dado da medida do didmetro

Ao comparar o algoritmo descrito na literatura com o Algoritmo 3 (formado
pelos dados da analise multivariada), determinou-se haver diferenca
estatisticamente significativa quanto a sensibilidade (p=0,0435), no entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa no que diz respeito a acuracia
(p=0,1165) ou especificidade (p=0,7436), conforme mostrado na Tabela 14 e
Figura 8.
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Tabela 14 — Comparacgéo dos dados de sensibilidade, especificidade e acuracia, do algoritmo
proposto pela literatura x Algoritmo 3, bem como seus intervalos de confianga

Método Sensibilidade Especificidade Acuracia
IC 95% IC 95% IC 95%
Algoritmo descrito na 78,8% 85,3% 82,1
literatura 64,8%-92,7 % 73,4 %-97,2% 72,9%-91,3%
Algoritmo 3 93,9 82,9 88,2
(literatura + multivariada) 85,8%-100% 70,4%-95,3% 80,6-95,9
Comparagao (valor p) 0,0270 1,0 0,0626

Teste de qui-quadrado

Sensibilidade Especificidade
78,8% 85,3%
64,8% - 92,7% 73,4% v 97.2%
85,3%
97.0% ,
3 oz i l
91,1% 100,0% 73,4% 97,2%
40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0%
Acuracia
Legenda:
—&—Literatura
82,1%
72.9% ) 913%
91,0% - iteratura +
e I—_ | . i
84.2% 97,9% multivariada
60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0%

Figura 8 — Comparagéo dos valores de sensibilidade, especificidade e acuracia, bem como
intervalos de confianga 95% entre o algoritmo da literatura e o Algoritmo 3 (literatura +
multivariada)

6.6 Avaliagao de dados clinicos retirados da revisao dos prontuarios

Avaliando a série de 76 casos globalmente, verificou-se que a idade
das pacientes ao diagnostico variou de 14 a 78 anos (média de 51,1 anos).
Entretanto, no Grupo 1 (primarios) foi de 14 a 78 anos (média 50 anos); e no
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p<0,5064

Grupo 2 (metastaticos), de 31 a 70 anos (média 51,3 anos), sendo que em trés
casos a idade nao foi informada. Apos comparagdo entre os grupos, foi
encontrado o valor de p=0,7070, ndo havendo diferenga significativa entre os

grupos com relagéo a idade.

Com relacao ao IMC, obteve-se esse dado em 58 casos, distribuidos na
Tabela 15: 48% das pacientes apresentaram IMC<25, sendo 13 delas do grupo
dos metastaticos (uma com IMC inferior a 20) e 15 do grupos dos primarios (uma
com IMC inferior a 20); 12 pacientes apresentavam IMC acima de 30, sendo a
maioria do grupo dos metastaticos (uma com IMC>40); 18 com sobrepeso, sendo
dez do grupo dos primarios. Apdés comparagdo entre os grupos, o valor de
p=0,5064 mostrou ndo haver diferenca significativa para a variavel IMC (Tabela
15).

Tabela 15 — Distribuicdo dos tumores primarios e metastaticos de acordo com o IMC

IMC Primarios (n=29) Metastaticos (n=29) Total (n=58)

>30 4 8 12 (21%)
25-30 10 8 18 (31%)

<25 15 13 28 (48%)

IMC: indice de massa corpdrea, Grupo 1: primarios, Grupo 2: metastaticos

Em relacdo a menopausa (Tabela 16), obteve-se informacdo em 57
casos: 30 (53%) apresentavam-se na pré-menopausa, sendo 14 do grupo dos
metastaticos; e 27 pacientes (47%) na pos-menopausa, sendo 12 do grupo dos
metastaticos. Em 11 casos este dado n&o estava disponivel.

Tabela 16 — Distribuicdo dos casos em relagdo a menopausa

Menopausa Primarios (n=31) Metastaticos (n=26) Total (n=57)
Pré 16 (52%) 14 (54%) 30 (53%)
Pés 15 (48%) 12 (46%) 27 (47%)

Grupo 1: primarios, Grupo 2: metastaticos
Pelo historico familiar, 30 (45%) pacientes apresentavam antecedente
familiar para cancer, 29 (43%) nao apresentavam; e em oito casos (12%) esta
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informagdo ndo estava disponivel. As neoplasias citadas como antecedentes
familiares foram: gastrica (oito), colorretal (oito), mama (sete), cabeca e pescogo
(seis), sistema nervoso central (trés), figado (quatro), pulm&o (quatro), prostata
(trés), hematologico (trés), utero (trés), eséfago (duas), ovario (duas), pancreas

(uma), ossos (uma).

Os sintomas referidos como queixa principal entre as pacientes do
grupo dos carcinomas primarios foram: aumento do volume abdominal (22), dor
(nove), perda de peso (quatro), sangramento vaginal (quatro), alteracdo menstrual
(trés), astenia (uma) e dispneia (uma), assintomaticas (trés) e em seis casos esta

informagéo nao estava disponivel.

No grupo dos metastaticos os sintomas referidos como queixa principal
foram: dor abdominal ou pélvica (13), aumento do volume abdominal (13), perda
de peso (oito), sangramento vaginal (uma), astenia (uma), vOmitos (uma),
constipagdo (uma), dispneia (uma), ndédulo inguinal (uma), hematuria (uma) e
edema (uma), quatro pacientes eram assintomaticas tendo o diagndstico sido feito
através de exames de rotina, e em cinco casos esta informagcdo ndo estava

disponivel (Tabela 17).

Tabela 17 — Relagéo entre os sintomas relatados e os grupos estudados

Sintoma Grupo dos Grupo dos
primarios metastaticos
n= 29 n= 28
Dor abdominal ou pélvica 09 (31%) 13 (46%)
Aumento volume abdominal 22 (76%) 13 (46%)
Perda ponderal 04 (14%) 08 (29%)
Sangramento vaginal 04 (14%) 01 (3%)
Astenia 01 (3%) 01 (3%)
Vémitos 0 01 (3%)
Constipagéo 0 01 (3%)
Dispneia 0 01 (3%)
Nédulo inguinal 0 01 (3%)
Hematuria 0 01 (3%)
Edema 0 01 (3%)
Alteragdo menstrual 03 (10%) 0

Assintomatica 03 (10%) 04 (14%)
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Pela Tabela 18, observa-se que no grupo dos metastaticos dezoito
pacientes (55%) apresentavam Ca125 aumentado, nove (27%) estavam com
Ca125 normal e em seis (18%) o valor n&o foi mencionado. Notou-se que o maior
valor de Ca125 foi detectado neste grupo, sendo de 23623U/ml.

Ainda no grupo dos metastaticos, o CEA estava elevado em nove
pacientes (27%), normal em sete (22%) e desconhecido em 17 casos (51%). O
maior valor de CEA neste grupo foi 4200 ng/ml. Em seis pacientes (18%), houve
elevagdo de ambos os marcadores; em dois (6%) ambos eram normais e em 14

casos (42%) apenas um marcador estava elevado.

No grupo dos primarios, dez pacientes (29%) tinham Ca125 elevado;
em 16 (45%) era normal e em nove casos (26%) n&o foi mencionado. O maior
valor de Ca125 foi de 2090 U/ml. O CEA estava alto em cinco pacientes (14%)
com carcinoma primario do ovario; normal em nove (26%); n&do sendo mencionado
em 21 casos (60%). O maior valor de CEA no grupo dos primarios foi de 81,6
ng/ml. Notou-se também que no grupo dos primarios quatro pacientes (11%)
apresentaram elevagdo de ambos os marcadores; sete (20%) tinham elevacao de

apenas um marcador; sendo que em cinco pacientes (14%) ambos eram normais.

Dos 35 casos de carcinoma mucinoso primario do ovario, duas
pacientes (5%) nao foram submetidas a cirurgia de estadiamento; e, das outras 33
pacientes, 28 (85%) apresentaram estadio |, sendo 19 pacientes estadio IA, uma
estadio 1B e oito estadio IC; apenas uma paciente apresentou estadio IIB (3%), e
houve quatro casos (12%) de estadio patologico Ill, sendo um deles IlIA, um 1lIB e
dois estadio IlIC (Tabela 18).

Tabela 18 — Marcadores séricos Ca125 e CEA em relagao aos grupos de tumores

Marcador Primarios Metastaticos
Ca125 aumentado 10 18
Ca 125 normal 16 09
CEA aumentado 05 09
CEA normal 09 07
Ambos aumentados 04 06
Ambos normais 05 02
Somente um aumentado 07 14
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Tabela 19 — Estadio cirurgico-patologico dos carcinomas primarios do ovario (n=33)

Estadio Casos
| 28/ 85%
IA 19
1B 01
IC 08
Il (IB) 01/3%
1] 04 /12%
A 01
1B 01
nc 02
TOTAL 33

Com relagcdo a conduta pds-operatéria, das 33 pacientes com
carcinoma metastatico para o ovario, sete (21%) ndo receberam tratamento pds-
operatorio, trés (9%) perderam o seguimento, uma (3%) recebeu hormonioterapia
(primario em mama) e apresentava doenca estavel na ultima consulta com
sobrevida de 89 meses. Vinte e duas (67%) pacientes se submeteram a
quimioterapia pos-operatoria, sendo quatro sem doenca residual pds-cirurgia e 18
com doenga residual pos-cirurgia. Destes 18 casos, trés (16%) apresentaram
remissao completa da doenga com a quimioterapia, um (6%) remisséo parcial, um
(6%) doencga estavel, 12 (66%) estavam com a doenga em progressédo e um (6%)

evoluiu para ébito durante a quimioterapia.

Das oito pacientes com tumor primario indeterminado, cinco (63%)
receberam quimioterapia, sendo uma apos ressecgao completa e quatro com
doenga residual apds a cirurgia — destas, uma (25%) apresentou remissao parcial
apos a quimioterapia e trés (75%) estavam com a doenga em progressao. Duas
(24%) nao receberam tratamento apos a cirurgia, e uma (13%) perdeu

seguimento.

Das pacientes com carcinoma primario do ovario, 20 (57%) n&o
receberam tratamento poés-operatorio, uma (3%) apresentava doenga residual
extensa sem condigdes clinicas para quimioterapia tendo perdido seguimento e 14
pacientes (40%) se submeteram a quimioterapia, das quais 12 em carater
adjuvante (apods ressecgao completa da doenga) e duas em carater paliativo (apds
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ressecgdo parcial da doenga), sendo que destas duas uma apresentou doenca

estavel apos a quimioterapia e uma doenga em progressao.

Quanto a evolugdo apdés o tratamento das pacientes com doenca
metastatica, 18 (55%) faleceram da doenca; 12 (36%) perderam seguimento
(todas com doengca em atividade) e trés (9%) permaneciam vivas quando da
revisdo dos prontuarios. Destas, uma, cujo primario era do apéndice, estava com
sobrevida sem doencga de 58 meses e duas apresentavam doenga em atividade:
numa delas o primario era da cérvice uterina e vinha em terceira linha de
quimioterapia paliativa com sobrevida de 94 meses, e na outra o primario era da
mama, sendo que ela se encontrava em hormonioterapia paliativa por metastase

o0ssea com doenca estavel e sobrevida de 102 meses.

Das oito pacientes com primario ndo determinado, cinco (63%)
faleceram da doenca, uma (12%) permanecia viva quando da revisdo do
prontuario com doenga em atividade e aumento de marcador tumoral (CEA), para
uma (12%) n&o havia dados de prontuario e uma (12%) perdeu seguimento.

Das pacientes com carcinoma primario do ovario, dez (29%) faleceram
(cinco por recidiva ou progressdo da neoplasia de ovario, uma por segunda
neoplasia de reto, uma por segunda neoplasia de pulmdo 15 anos apos
tratamento do carcinoma de ovario e trés sem evidéncia da neoplasia, porém sem
a causa do oObito descrita no prontuario), 13 (37%) perderam seguimento (sendo
nove sem doenga, trés com doenga e uma com segundo tumor primario,
diagnosticado na mama); e 12 (34%) permaneciam vivas quando da revisdo do
prontuario, sendo 11 sem doenga em seguimento e uma em tratamento

quimioterapico por recidiva.

Considerando um tempo de avaliagdo entre 0 e seis anos (72 meses), o
estudo da sobrevida média global foi de 51,1 meses +/- 3,46. No grupo dos
metastaticos, a sobrevida média foi de 35,3 meses +/- 4,68, e no grupo dos
primarios foi de 65,3 meses +/- 3,70, de modo que as curvas apresentaram

diferenca significativa com p=0,0003 (Teste Log. rank) (Figura 9).
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Figura 9 — Diferengas na sobrevida global das pacientes com carcinoma mucinoso primario e
metastatico no ovario
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7 DISCUSSAO

Conforme mostrado nesta série de casos, o diagndstico de
adenocarcinoma mucinoso ovariano traz consigo um leque heterogéneo de
opg¢des diagnosticas, cuja suspei¢ao clinica de doenga metastatica para os ovarios

deve sempre existir entre as hipoteses diagnosticas.

As possiveis limitagées deste trabalho residem no fato de se tratar de
estudo retrospectivo, com dados clinicos e de evolugao nem sempre completos,
obtidos de prontuarios das pacientes, e do numero de casos da amostra, que pode
nao permitir o esperado impacto estatistico relacionado as variaveis estudadas.
Entretanto, comparado a outros trabalhos na literatura sobre neoplasias

mucinosas no ovario, o tamanho amostral aqui € bem semelhante.

Por meio desta analise retrospectiva, foi possivel notar que, entre os
casos de carcinoma metastatico para ovario, nem sempre existe diagndstico
prévio da neoplasia primaria; e, conforme ja descrito previamente, o acometimento

ovariano pode ser a primeira manifestagdo da doenga metastatica (7,15,16).

A analise dos resultados apresentados permite afirmar que o algoritmo
utilizado no exame intraoperatério considerando lateralidade e tamanho teve a
acuracia confirmada, sendo a bilateralidade a principal caracteristica dos
carcinomas mucinosos metastaticos para o ovario. Além disso, a auséncia de
gradiente histologico ou a presenga associada a negatividade de CK7 sdo dados
que apontam para o diagnostico de carcinoma mucinoso metastatico para o ovario

com acuracia de 91,2%, sendo este algoritmo recomendado.

Dentre os 76 casos estudados nesta série, 46% eram carcinomas
mucinosos primarios do ovario, 43% eram carcinomas metastaticos para o ovario
com primario determinado; e, em 11% dos casos, embora descritos nos laudos da
patologia como sugestivos de metastase, ndo foi possivel determinar qual seria o

primario. Assim, nesta amostra, ndo houve superioridade no numero de casos
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metastaticos sobre os primarios, ao contrario do descrito em outras séries
(30,25,28,63,64) embora n&do se tenha avaliado a frequéncia de todos os tipos
histolégicos de carcinoma durante o periodo.

Considerando ser o tabagismo conhecido fator de risco para os
carcinomas mucinosos (33) e que, segundo alguns trabalhos (65,66), pacientes
tabagistas teriam risco duas vezes aumentado de apresentar carcinomas
mucinosos comparado aos tipos ndo mucinosos, foram pesquisadas entre as
histérias das pacientes referéncias sobre tabagismo; no entanto, esses dados n&o
estavam disponiveis na maioria dos prontuarios. Em cinco casos havia registro de
que a paciente afirmava ser tabagista; dentre estas, um carcinoma era metastatico

de primario do ceco.

Embora a maioria dos estudos avalie os fatores de risco em carcinoma
colorretal ndo mucinoso, ha dados que sugerem que, além do tabagismo, o
aumento do IMC possa cursar com aumento do risco de carcinoma colorretal
mucinoso (67,68). O aumento do IMC também foi relacionado a risco aumentado
para carcinoma da vesicula biliar (67). Neste estudo, o valor de IMC n&o foi capaz
de diferenciar os grupos (p= 0,5064).

Os dados com relagcao ao status menopausal foram muito semelhantes
entre os dois grupos, de modo que esta variavel ndo foi incluida na analise

bivariada e multivariada.

Observou-se que a idade ao diagnostico variou de 14 a 78 anos (média
51,1), ocorrendo de 31 a 70 anos (média 51,3) no grupo dos carcinomas
metastaticos e de 14 a 78 (média 50) no grupo dos carcinomas primarios. Em
outras séries, a idade média variou de 42 a 56 anos nos primarios e de 47 a 70
nos metastaticos (25,30,69). Segundo dados obtidos no estudo de Taniguchi et al
(69), a idade das pacientes apresentou diferenga estatistica entre o grupo primario
e o metastatico, sendo mais avancada no metastatico. Estes autores também
associaram a idade de 50 anos ao tamanho do tumor de 10cm na tentativa de

distinguir entre carcinoma mucinoso primario (menos de 50 anos ou tumor maior
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de 10cm) e carcinoma mucinoso metastatico para o ovario (mais de 50 anos e
tumor menor de 10cm). Porém, concluiram que a distribuicdo etaria poderia variar
entre as populagdes estudadas, refletindo, caracteristicas raciais. Na nossa
amostra, no grupo dos metastaticos 61% das pacientes estavam acima de 50
anos (em trés casos o dado ndo estava disponivel), e no grupo dos primarios 51%
também eram superior a 50 anos. Com relagao a idade ao diagndstico, ndo houve
diferencga estatistica entre os dois grupos (p=0,7070), e tanto a paciente mais nova
(14 anos) quanto a mais velha (78 anos) eram do grupo dos primarios.

Sabe-se que alguns carcinomas mucinosos ovarianos podem ocorrer
em pacientes portadoras da Sindrome de Lynch, doenga hereditaria relacionada
ao carcinoma de célon ndo associado a polipose (24); em nossa casuistica houve
uma paciente diagnosticada aos 14 anos de carcinoma primario do ovario, grau
histolégico 1, estadio IA, tratada com cirurgia radical. No seguimento, apresentou
diagndstico carcinoma primario do colon ndo associada a polipose 52 meses apos
o tratamento do primario do ovario. Embora n&do tenha sido feito estudo genético,
ha suspeita de tratar-se de um caso sindrémico.

Das 33 pacientes com carcinoma metastatico para os ovarios, apenas
11 apresentavam diagnostico prévio da neoplasia primaria: trés na cérvice uterina,
um na mama, dois no coélon, quatro gastricos e um na bexiga. Os outros 22 casos
mostraram primeiro a manifestacdo da metastase ovariana ou tiveram o

diagnostico concomitante do tumor primario e da metastase.

Entre as 76 pacientes avaliadas, em 11% nao foi possivel afirmar qual
seria o primario, dados que corroboram outras séries que incluiram tumores
tipicamente metastaticos, em que o primario ndo foi determinado de 6% a 13%
dos casos (25,64,69). E importante destacar que, neste grupo, em cinco casos
nao se encontraram nos prontuarios estudos complementares para a investigagéo
da topografia do tumor primario. Conforme mencionado previamente, no momento
da revisdo dos prontuarios, destas oito pacientes, cinco haviam falecido da

doenca, em um caso nao havia dados de prontuario, uma paciente estava viva
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com recidiva da doenga, com o marcador CEA em ascensdo, em progresséo de
doenga apos trés linhas de quimioterapia (sobrevida de 49 meses), e outra perdeu
seguimento, em remissao completa apos cirurgia radical seguida de quimioterapia
por seis meses, com sobrevida de 152 meses. A longa evolugdo desta ultima
paciente ndo se enquadra na maioria dos casos de tumores metastaticos, nao
sendo possivel excluir que se trate de primario do ovario, embora apresente
algumas caracteristicas que possam sugerir doenga secundaria no ovario: 1)
painel imunoistoquimico diferente do primario de ovario (CK7 positivo focal, CK20
positivo difuso forte, CDX2 positivo difuso forte, DPC4 negativo, além de
negatividade para os demais marcadores testados); 2) aspectos microscopicos
(invasao do tipo infiltrativo, necrose extensa e presenca de mucina extracelular).
Além disso, neste caso também ndo foi mencionada a avaliagdo histolégica do
apéndice cecal e pode tratar-se de um caso de remissdo completa apds cirurgia
radical seguida de quimioterapia adjuvante, a exemplo do caso de primario do
apéndice descrito.

Entre os carcinomas metastaticos que apresentavam primario
conhecido, a maioria foi proveniente do trato gastrointestinal baixo, concordando
com a literatura (16,29,70-72). Os tumores primarios do trato gastrointestinal
superior (das vias pancreato-biliares e gastricos) corresponderam a segunda

topografia mais comum.

Embora os dados da revisdao dos prontuarios ndo tenham fornecido
todas as informacdes necessarias, € notdria, conforme esperado, a baixa
sobrevida e a alta morbidade entre as pacientes com carcinoma metastatico para
0s ovarios, visto que mais da metade havia falecido da doenga (55%). Outro dado
importante foi que, entre as 11 pacientes que ja possuiam histéria prévia de
cancer, apdés o diagnostico da metastase ovariana, seis faleceram, sendo que

quatro delas tiveram sobrevida curta, inferior a 12 meses.

Sobrevida mais curta foi observada em trés casos de metastase de

carcinoma do colon (periodo de um a quatro meses), um de metastase de

86



carcinoma da bexiga (trés meses) e em quatro casos de metastase de primario
indeterminado (trés meses). Pela avaliagcdo das curvas, houve diferengas
significantes entre os dois grupos (p=0,0002). Apesar destes casos de sobrevida
muita curta no grupo dos metastaticos, houve sobrevida média global de 33 meses
para o grupo dos metastaticos e de 61,7 meses para o grupo dos primarios,
diferindo dos valores de outra série da literatura (30), que encontrou sobrevida
global em cinco anos de 87% para o grupo dos primarios e 6% para o grupo dos
metastaticos.

A importancia em caracterizar a metastase ovariana se associa a maior
agressividade e ao comportamento diametralmente oposto a maioria dos
carcinomas mucinosos primarios do ovario. Torna-se fundamental procurar meios

que contribuam para o diagnostico diferencial.

Avaliando-se a elevacdo dos marcadores séricos Ca125 e CEA nos
dois grupos de nosso estudo, observou-se nao haver contribuicdo para o
diferencial, pois houve elevagdo do Ca125 em 55% dos metastaticos e também
aumento do CEA em 14% dos tumores primarios. Entretanto, em grande numero
de casos desta amostra (60%), n&o havia informac&o sobre a dosagem de pelo
menos um desses dois marcadores nos prontuarios. Pelos nossos resultados e
considerando ainda que o Ca125, quando usado isoladamente, ndo tem
sensibilidade nem especificidade suficientes para rastreamento de cancer de
ovario (73), o uso de marcadores tumorais ndo auxiliou na diferenciacdo entre
carcinoma primario ou metastatico para o ovario. Esta dosagem tem maior
importancia para seguimento e avaliagao de resposta ao tratamento e, no caso do
Ca125, como forma de avaliagdo prognostica em cancer de ovario (74-76).
Embora ndo se tenha avaliado o marcador Ca19.9, existem referéncias recentes
gque o0 associam nao s6 aos carcinomas do pancreas COmo aos MucCinOSos
primarios do ovario (77), o que também, isoladamente, n&o auxiliaria no

diferencial.
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Quanto a importancia da contribuicdo das reag¢des imunoistoquimicas
no diagnostico diferencial, é tentadora a hipotese de que amplos painéis com
varios anticorpos sejam capazes de permitir a diferenciagdo entre carcinoma
mucinoso primario ou metastatico, ou de prever qual seria o sitio primario, no caso

dos metastaticos.

Em nosso estudo, apds analise bivariada, os unicos marcadores que
mostraram diferenga estatistica significativa entre os grupos primario x metastatico
foram CK7 (p<0,0001), CK20 (p=0,0154) e CDX2 (p<0,0001).

O perfil da expressao dos marcadores CK7, CK20 e CDX2 é o mais
usado na rotina diagnostica (72,78,79) e pode auxiliar na diferenciagdo entre
carcinomas mucinosos primarios metastaticos. Porém, deve-se destacar que ha
sobreposigcao recorrente de resultados, dificultando a interpretacdo dos dados em
casos isolados.

Sabe-se que CK7+/CK20-/CDX2- sugere maior possibilidade de
carcinoma primario do ovario, poréem também pode ser encontrado em carcinomas
da cérvice uterina ou do trato gastrointestinal superior. Em nosso estudo, este foi o
perfil mais comum, observado em 23 tumores, dos quais 13 s&do primarios do
ovario (57%), oito metastaticos e dois do grupo indeterminado. Ja o perfil CK7-
/ICK20+/CDX2+ caracterizaria os carcinomas metastaticos no ovario com sitio
primario mais comum na regido colorretal. Nesta amostra, 14 casos (18%)
apresentaram essa expressao, e os tumores eram: nove colorretais, um gastrico,

um da bexiga, dois do grupo indeterminado e um primario do ovario.

Ja na analise multivariada, entre os marcadores imunoistoquimicos,
apenas o CK7 mostrou relevancia estatistica na caracterizacdo dos tumores
metastaticos, quando negativo, tanto na analise multivariada com todas as
variaveis (OR 53,45) quanto na analise multivariada dos marcadores

imunoistoquimicos (OR 33,98).
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Além da positividade da reacdo, o padrao da expressao do marcador,
focal ou difuso, deve ser considerado na avaliacido dos resultados, favorecendo

primario ou metastatico no ovario, conforme o marcador.

Nossa analise ratifica trabalhos da literatura em que as reacdes
imunoistoquimicas com varios marcadores ndo conseguem discriminar qual seria
a topografia do tumor primario em caso de doenga metastatica para os ovarios
(72,78,79). Embora a maioria dos carcinomas colorretais tenha mostrado
positividade para CK20 (77%) e para CDX2 (55%), este ultimo n&o foi exclusivo
dos carcinomas colorretais, sendo observado em carcinomas gastricos, do
apéndice cecal, da bexiga e também em nove tumores primarios do ovario, nos
quais a expressao foi difusa em dois casos. Segundo Logani e colaboradores (29),
quando ocorre a expressao de CDX2 em carcinomas mucinosos primarios do
ovario, o padrao morfologico de invaséo é infiltrativo e n&o expansivo. Nossos
resultados referendam essa observagcado; e, entre os nove tumores primarios
positivos para CDX2, oito mostravam padrao infiltrativo de invasdo. Tanto a
positividade do CDX2 como a invasao infiltrativa podem ser fonte de confusdo na
interpretacédo do diagndstico em casos isolados.

Como era esperado, todos os tumores primarios foram negativos para
WT1, que é um marcador caracteristico de carcinoma seroso do ovario. No
entanto, um caso de tumor do ileo metastatico para os ovarios apresentou

positividade para WT1, e ndo foram encontrados dados semelhantes na literatura.

Com relagao a expresséao de receptores hormonais (RE e RP), sabe-se
que usualmente s&o negativos nos carcinomas mucinosos primarios do ovario
(10), mas em carcinomas metastaticos para o ovario os dados da literatura s&o
heterogéneos no sentido de demonstrar a presenga ou auséncia de expressao
desses marcadores em carcinomas do trato gastrointestinal, da via pancreato-
biliar ou pulmonar (63,80-85). A expressao de receptores hormonais € frequente
em carcinomas de mama e do endométrio (86), e isso pode ser util na

diferenciagao entre os carcinomas metastaticos com células em anel de sinete,
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primarios do estdbmago ou do apéndice cecal (que sao geralmente negativos) e a
metastase da variante lobular do carcinoma de mama (que costuma ser positiva)
(63). Em nosso estudo, a positividade para receptores hormonais foi baixa, com
RE positivo em apenas dois carcinomas metastaticos (um gastrico e um de
intestino delgado) e em quatro casos primarios. O receptor de progesterona foi
expresso em apenas dois casos metastaticos (um gastrico e um da mama) e em
sete casos primarios do ovario. Diferente da literatura, o caso de carcinoma
metastatico primario do estdbmago, citado acima, apresentou forte expressao dos
receptores hormonais (RE 4+ e RP 3+): o adenocarcinoma era bilateral, com
células em anel de sinete, e foi confirmado por endoscopia, apos ooforectomia
bilateral. Além disso, também era positivo difuso para CK7 e DPC4; sendo que
pela microscopia apresentava crescimento infiltrativo, com células isoladas e
émbolos carcinomatosos, achados mais comuns de doenca metastatica e com

sobrevida de apenas sete meses apos o diagndstico.

Outro marcador que tipicamente se apresenta negativo nos carcinomas
mucinosos primarios do tipo intestinal € o Ca125, sendo descrito nos mucinosos
mdullerianos, que sdo mais frequentemente borderlines (10,39). Ha trabalhos
demonstrando variada positividade para Ca125 em primarios do ovario de 0% a
50% (44). Segundo Miller et al (39), embora os primarios sejam negativos, ha
evidéncias de que quando recidivam possam expressar o Ca125. Com relagao
aos carcinomas metastaticos, a expressdo do Ca125 pode ocorrer em primarios
do pancreas (35). No nosso estudo, foi encontrada positividade difusa para Ca125
em sete casos metastaticos: dois do colo uterino, um do cdélon, um da vesicula
biliar, um da bexiga, um do ileo e um da mama. Por outro lado, houve expresséo

em oito primarios do ovario, em cinco dos quais a positividade era focal.

O marcador DPC4 foi selecionado neste estudo para tentar diferenciar
os carcinomas metastaticos de origem pancreatica, que em 50% dos casos nao
expressam esse anticorpo (36) e se mostrou positivo na maioria dos casos
estudados (63%), tanto nos metastaticos (71%) quanto nos primarios (54%),

conforme esperado. Entretanto, sua falta de expressdo nao contribuiu para o
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diagnéstico diferencial entre carcinoma mucinoso primario e metastatico nem para
sugerir o sitio de origem. Nao foi expresso em 16 tumores primarios do ovario e
em metastases de varios locais como coélon, estbmago, colo uterino, mama,
bexiga e ceco. Vale a pena ressaltar que em um dos casos de tumor primario
indeterminado houve expressado do CK7 associada a falta de expressao do DPC4,
com doenga bastante agressiva, sobrevida de trés meses; e, apesar de nao haver
informacdes no prontuario, este caso poderia corresponder a um carcinoma
pancreatico metastatico para o ovario. Assim, nesta analise, a positividade ou a
falta de expressdao do DPC4 também n&o foram associadas a nenhum sitio

especifico de origem tumoral.

Alguns carcinomas do intestino metastaticos para o ovario se
assemelham morfologicamente ao carcinoma do ovario do tipo histologico
endometrioide. Isso é frequentemente uma dificuldade diagnodstica. A expressao
nuclear da betacatenina é descrita em cerca de 50% dos carcinomas
endometrioides, em alguns carcinomas serosos do ovario (87,88,89) e em 59%
dos carcinomas do colon (29), neste caso relacionada a inativagdo do gene APC,
que leva ao acumulo de betacatenina no nucleo (90,91). Nesta nossa série, a
betacatenina foi positiva em quatro carcinomas metastaticos, sendo trés do colon
(todos também positivos difusamente para CDX2) e um carcinoma da cérvice
uterina, este com positividade fraca para betacatenina e positividade focal para
CDX2. Tais dados sugerem que a betacatenina possa ter alguma utilidade para o
diagnostico diferencial do sitio primario quando analisada em associagdo com
CDX2 (29).

Pela analise dos resultados, pode-se inferir que tais marcadores nao

sdo capazes de, isoladamente, contribuir na distingdo entre primario e metastatico.

Se por um lado os painéis de reag¢des imunoistoquimicas ndo podem
isoladamente determinar a condicdo metastatica do tumor nem definir o sitio
primario, a aplicagdo do algoritmo descrito previamente, nos casos de tumores

metastaticos desta série, mostra que a bilateralidade pode ser considerada uma

91



das principais caracteristicas de metastase. Dentre os 21 casos de carcinoma
bilateral, 95% eram metastaticos e apenas um caso (5%) era primario do ovario.
Nossos dados mostraram concordancia com o algoritmo proposto para predizer
metastase em 79%, visto que, dos 33 casos de tumores metastaticos, 26

concordaram com o algoritmo (20 bilaterais e seis unilaterais e <13cm).

Com relagao aos tumores unilaterais, ha relatos de uma capacidade em
predizer metastase em torno de 80% quando se aplica no algoritmo tamanho
menor que 10cm (25,64). Em trabalho posterior, usando o valor de 13cm, a
capacidade de o algoritmo predizer metastase quando o tumor era unilateral e
menor de 13cm aumentou para 100% (30). Pelos nossos dados, considerando
tumores menores de 13cm, a capacidade de predizer metastase foi de 60%, visto
que, entre os dez casos de tumores <13cm, seis eram metastaticos e quatro
primarios (pelo algoritmo, falsos metastaticos). Outro trabalho comparou diferentes
niveis de corte para o tamanho dos tumores: 10cm, 13cm e 15cm, encontrando
incidéncia de metastaticos de 48%, 40% e 31% respectivamente, entre os
unilaterais menores que os valores acima propostos (30). Em nosso trabalho,
entre os 37 tumores = 13cm, sete (19%) eram metastaticos e 29 primarios (81%).
Assim, pelo algoritmo, avaliando apenas o tamanho, seriam 19% de diagndstico
de falsos primarios.

Pela analise de varios trabalhos com o uso de algoritmos, sabe-se que,
ao mudar o tamanho do tumor de 10cm para 12cm, 13cm ou 15cm, a acuracia do
diagnoéstico aumenta de 84% para 86%, 87% e 89,1% respectivamente (28,30).
Na nossa série, considerando o valor de corte de 13cm, a acuracia do algoritmo
em classificar corretamente os tumores entre primario ou metastatico foi de 82,1%;
entretanto, a classificagdo correta entre os primarios foi de 85% e entre os
metastaticos de 79%. Esses valores sao importantes, porém estdo abaixo dos
valores descritos por Yemelyanova et al (28) para os mesmos 13cm, em que
encontraram 87% de acuracia em todo o grupo, sendo 98% entre os primarios e
82% entre os metastaticos.
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Nosso estudo mostrou que os dados da macroscopia de tamanho e
lateralidade, quando analisados conjuntamente por meio do algoritmo,
demonstram diferenga estatistica significativa (p<0,0001) entre primarios e
metastaticos, dados semelhantes ao demonstrado por Yemelyanova et al (28).

Por meio da analise multivariada, incluindo todas as variaveis,
confirmou-se que a bilateralidade tem relevéancia estatistica em caracterizar os

tumores metastaticos com odds ratio de 37 ,4.

Por outro lado, nosso estudo encontrou 12 casos que diferem do
algoritmo, sendo sete tumores metastaticos unilaterais maiores que 13cm com
didmetro variando entre 16cm e 38cm, valores que sugerem tumores mucinosos
primarios do ovario. Yemelyanova et al mostraram que as metastases colorretais e
endocervicais cursaram com maior numero de excegdes ao algoritmo (28); e a
habilidade de estes dois tumores simular primarios ovarianos ja foi previamente
descrita (34,40,70). Os outros discordantes na nossa amostra estavam entre os
primarios do ovario: um caso primario bilateral, que apesar de pouco comum é
descrito em até 5% (92, 93), e quatro tumores primarios unilaterais, menores que

13cm, com didmetro variando de 8,5cm a 11cm.

De acordo com nossos resultados, a maior dificuldade de concordancia
com o algoritmo ocorre quando o tumor mucinoso € unilateral e tem volume
=13cm. Nessa situagéo, pode-se sugerir maior valor de corte para o tamanho do
tumor unilateral, superior a 13cm. Entretanto, deve-se ainda considerar que os
valores propostos ndo se aplicam a populacdo estudada, em que o numero de
casos ndo é grande ou o diagnostico pode ter sido mais demorado, permitindo
maior crescimento do tumor. Outro dado que corrobora a hipotese do diagndstico
tardio é que o maior didmetro encontrado foi de 36cm, sendo o tumor bilateral e
primario do colon. Considerando os cinco tumores de maior diametro, quatro
possuiam diagndstico prévio do tumor primario (dois do célon, um do apéndice e
um gastrico), sendo trés bilaterais. De qualquer forma, conforme afirmado por Lee
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et al (92), o tamanho, isoladamente, n&o diferencia entre primario ou metastatico

em um caso individual.

Diante de nossos resultados, pode-se afirmar que, além do algoritmo e
das reagdes imunoistoquimicas, as caracteristicas morfologicas, macroscépicas e
microscopicas do tumor, como multinodularidade, implantes na superficie do
ovario, émbolos carcinomatosos frequentes e células mucinosas em anel de
sinete, devem ser valorizadas e descritas no laudo anatomopatolégico dos

carcinomas mucinosos no ovario.

Neste estudo, os carcinomas primarios do ovario apresentaram grau
histologico mais baixo (77% grau 1), ao contrario dos metastaticos, que mostraram
grau histolégico maior (51,5% Grau 2 e 24,2% Grau 3), diferenga que foi
estatisticamente significativa (p<0,0001). Este dado corrobora alguns autores (32)
porém difere de outros, como Lee et al, que demonstraram que grau histoldgico 1

ou 2, isoladamente, n&o foram considerados discriminatorios (p = 0,680) (92).

Conforme descrito previamente (8,27), muitos carcinomas mucinosos
primarios apresentam gradiente histoloégico com areas benignas e borderline. No
entanto, esta caracteristica também pode ser vista em carcinomas metastaticos
para os ovarios (28,33, 92). Em nossa casuistica, o gradiente histologico foi visto
em 97,1% dos casos primarios e em 30,3% dos metastaticos, dados bastante
semelhantes aos descritos por Lee et al (92).

O aspecto de necrose suja (dirty necrosis) foi descrito inicialmente
como um padrao celular em guirlanda e arranjo cribriforme, margeando areas de
necrose central com muitos corpos apoptéticos, tipico de metastase ovariana de
tumor primario colorretal (94). Embora esse aspecto tenha sido também descrito
em carcinomas mucinosos primarios (95) e em outros tipos histologicos de
carcinomas do ovario (96) relacionado a alteragbes isquémicas em grandes
tumores (80), é ainda considerado forte indicio de doenca metastatica (43,92). No
presente estudo, esse padrdo de necrose foi encontrado em dez (29%) casos
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primarios, todos em estadio |, e em 12 (36,4%) metastaticos, sendo dez deles

colorretais, porém sem significancia estatistica (p=0,4924).

O padrao de invasdo expansivo vs infiltrativo tem sido usado para
caracterizar os carcinomas primarios e metastaticos. Algumas séries que
procuraram ressaltar esses aspectos mostraram incidéncia elevada do padrao
expansivo nos carcinomas mucinosos primarios ao redor de 88%, comparada a
18% nos metastaticos (29,44). Por outro lado, o padrao infiltrativo é observado em
90% dos metastaticos e em 16% nos primarios (92). Na nossa série, o tipo
expansivo puro foi raro, ocorrendo em 3% dos casos metastaticos, semelhante ao
descrito em outros trabalhos (29,44), e em 34% dos primarios do ovario. O padrao
infiltrativo foi observado, na maioria dos casos, em 97% dos metastaticos e em
66% dos primarios. Alguns trabalhos também mostraram incidéncia maior do
padrao infiltrativo em carcinomas primarios do ovario, variando de 25% a 53% (97-
99). Nossos dados mostram que o padrao de invasao expansiva foi um achado
discriminatorio (p<0,0011), concordando com outros autores (92).

Tanto a presenga de mucina extracelular quanto de células em anel de
sinete tém sido apontadas como dados quase exclusivos dos carcinomas
mucinosos metastaticos no ovario (32). A existéncia de mucina extracelular
associada a muco peritoneal, o chamado pseudomixoma do peritdnio, € sinal
sugestivo de doenga metastatica primaria do apéndice cecal, do colorreto ou ainda
de carcinoma mucinoso primario do ovario proveniente de teratoma (33). Em
nosso estudo, houve deteccdo de mucina extracelular no estroma ovariano em 15
casos metastaticos (45,5%), dos quais um era do apéndice e dez eram colorretais;
e em 13 primarios (37%), dos quais trés eram Grau histoloégico 2 e dois
apresentavam doenca avancada, em estadio Ill. A presengca de mucina
extracelular € um dado morfolégico que precisa ser avaliado com muito critério,
pois pode ser observada frequentemente em tumores mucinosos associada a
rotura de cistos. Na nossa amostra, esse dado morfolégico ndo exibiu diferencas
estatisticas para a distingdo entre carcinoma primario e metastatico (p=0,4864),

conforme também descrito em outra série da literatura (92).
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Houve um adenocarcinoma mucinoso primario, de Grau histolégico 1,
unilateral, com 15cm de diametro, em estadio IlIB (implantes peritoneais difusos
maiores que 2cm, sem doencga linfonodal), em que foi observada mucina
extracelular e outras caracteristicas microscopicas também pouco comuns aos
tumores primarios como émbolos carcinomatosos, padrao infiltrativo de invaséo e
auséncia de gradiente histologico. Apresentava porém um painel de
imunoistoquimica sugestivo de carcinoma primario (CK7 positivo difuso e CK20
positivo focal), evolugdo clinica desfavoravel (sobrevida de 12 meses) com doenca
resistente a platinas, compativel com carcinomas mucinosos primarios do ovario
em estadio avancado. Em estudo recente, constatou-se que, apesar de raro, o
carcinoma mucinoso primario pode apresentar-se em estadio avangado,
associando-se a mau prognostico principalmente pela baixa resposta a
quimioterapia vigente (100). Este caso exemplifica muito bem a dificuldade
diagnodstica ante um caso isolado, em que muitos aspectos morfolégicos sugerem

doenca metastatica para o ovario.

Nesta série, todos que apresentavam células em anel de sinete eram
metastaticos, de varias localizagdes. Tanto a presenga de células em anel de
sinete quanto a invasdo por células isoladas favoreceram o diagnostico de
metastase, com diferenga estatistica significativa (p<0,0001 para ambas as

variaveis).

A invasao hilar e a presenga de émbolos sdo achados comuns em
carcinomas metastaticos para os ovarios (92). Na nossa amostra, ndo foram
guantificados os casos com invasao hilar, mas a presenca de émbolos foi diferente
entre os grupos (p<0,0001), tendo ocorrido em 22 casos metastaticos (67%) e em
apenas dois casos primarios (6%), ambos em estadio Ill. Por outro lado, Lee et al
(91) descrevem que a invasdo do hilo foi discriminatoria (p=0.0105), favorecendo

metastase, mas a invas&o vascular ndo demonstrou diferencga (p=0,522).

E possivel que, em estadios mais avangados de carcinomas mucinosos

primarios do ovario, possam ocorrer caracteristicas que frequentemente s&o vistas
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em metastaticos (92) para o ovario, como bilateralidade, invas&o infiltrativa ou
implantes na superficie. Na nossa série, dos cinco casos primarios com estadio
mais avancgado, todos eram unilaterais, quatro apresentavam crescimento do tipo
infiltrativo, dois émbolos carcinomatosos, dois mucina extracelular e apenas um,
de estadio 1B, exibia crescimento expansivo e esbogava gradiente histolégico,

caracteristicas mais compativeis com primario do ovario.

Apesar de, pela analise bivariada, o grau elevado, o crescimento
infiltrativo, a presenga de émbolos carcinomatosos, de células isoladas e de
células em anel de sinete e a auséncia de gradiente histoldgico ter apresentado
diferenga estatistica em caracterizar os carcinomas metastaticos, apos analise
multivariada incluindo os dados de microscopia, foi selecionada a presenga de
émbolos (OR 18,52) e a auséncia de gradiente histologico (OR 40,19) como
preditivos de metastase. No entanto, pela analise multivariada incluindo todas as

variaveis, apenas a auséncia de gradiente foi selecionada (OR 73,4).

Por intermédio dos dados estatisticos extraidos deste trabalho, foi
possivel selecionar e destacar algumas variaveis para criagdo de um novo
algoritmo diagnostico de diferenciagdo entre primarios e metastaticos. Ao utilizar a
informagédo sobre gradiente histologico associada a analise do CK7, foi possivel
classificar corretamente 91% dos carcinomas, independente dos dados de
lateralidade e tamanho. E ao unir as principais variaveis (lateralidade, tamanho,
CKY e gradiente histolégico) em um unico algoritmo, péde-se aumentar a acuracia
de 82,1% para 88,2% e a sensibilidade de 78,8% para 93,9% (esta ultima com
significancia estatistica, p 0,0270).

Compartilha-se com Lee et al da ideia de que carcinomas mucinosos
disseminados associados a massa ovariana podem ser considerados primarios do
ovario somente apos completa investigacao e exclusdo de tratar-se de metastase
(32) e que, conforme afirmado previamente, o carcinoma mucinoso primario do

ovario € uma neoplasia rara, mais frequentemente de baixo grau histologico e em
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estadio inicial ao diagndstico com pouca propensao a comportamento clinico
agressivo (32,101,102).

Concorda-se com a afirmacgédo de Kelemen et al de que os carcinomas
mucinosos, independente do sitio primario, dividem entre si muitas similaridades
(33), mas a distingdo entre primario e metastatico deve ser buscada sempre para

que se defina o melhor manejo caso a caso.

O conjunto de informagdes formado pela histéria clinica, exames de
imagem e endoscopia digestiva, aspectos morfolégicos macro e microscopicos e
imunoistoquimicos deve ser analisado ante um diagndstico de carcinoma
mucinoso no ovario. E preciso reconhecer que os tumores mucinosos primarios do
ovario sdo atualmente considerados raros, e a possibilidade de metastase deve
sempre ser afastada. Dessa forma, ginecologistas, radiologistas, oncologistas e
patologistas devem trabalhar juntos, reconhecendo os limites e as peculiaridades
deste diagndstico desafiador.
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CONCLUSAO

. A distincdo entre carcinoma mucinoso primario e metastatico no ovario é
diagndstico reconhecidamente dificil, sendo que o algoritmo proposto na
literatura conseguiu classificar com acuracia de 82,1% os tumores
estudados.

Entre os marcadores imunoistoquimicos avaliados, houve diferente
expressdo do CK7, CK20 e CDX2 entre os dois grupos, indicando sua
contribuigdo para o diagnostico diferencial, principalmente nos carcinomas
com origem no trato gastrointestinal inferior. Pela analise multivariada dos
dados imunoistoquimicos, apenas a falta de expressdao do CK7 foi
significante para caracterizar carcinoma metastatico; porém, ndo houve
nenhum marcador especifico, sendo observada sobreposi¢céo recorrente de
resultados.

Do ponto de vista histopatolégico, a comparagdo entre carcinomas
primarios do ovario e metastaticos mostrou diferengas nos seguintes
aspectos avaliados: grau histologico, padrédo de invasdo (expansivo vs
infiltrativo), presengca de émbolos carcinomatosos, infiltracdo por células
isoladas ou por células em anel de sinete e gradiente histologico. Porém,
pela analise multivariada, apenas a presenga de émbolos carcinomatosos e
a auséncia de gradiente histologico favoreceram o diagndstico de
carcinoma metastatico no ovario.

Pela analise multivariada de todas as variaveis, foi construido neste estudo
um novo algoritmo, que define que um tumor é metastatico quando
apresenta qualquer uma das seguintes caracteristicas: bilateralidade,
unilateralidade e diametro menor de 13cm, gradiente histolégico ausente ou
gradiente histologico presente com falta de expressdo do CK7, com
acuracia de 88,2%.

Entre as caracteristicas clinicas, ndo houve diferencas entre os dois grupos
em relagdo a idade ao diagndstico, IMC, estado menopausal, dosagem

sérica dos marcadores CEA e Ca125. Destaca-se que 85% dos tumores
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primarios foram diagnosticados em estadio |, e a sobrevida média foi
diferente entre os grupos (65 meses nos primarios vs 35 meses nos

metastaticos).

A importéncia da caracterizagdo destes dois grupos de tumores é
fundamental para o prognéstico e tratamento adequado; entretanto fica
claro que, embora todos os critérios empregados sejam valiosos na
avaliacdo morfoloégica, existem alguns casos em que o diagndstico
diferencial s6 sera possivel com equipe multidisciplinar, reconhecendo os

limites da morfologia neste desafio diagnostico.
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Int J Gynecol Pathol. 2012 Jul;31(4):313-8. doi: 10.1097/PGP.0b013e31823f844d.
Metastatic mucinous carcinomas in the ovary: a practical
approach to diagnosis related to gross aspects and to

immunohistochemical evaluation.
Pinto PB, Derchain SF, Andrade LA.

Author information

* Departments of Pathology, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas
(UNICAMP), Campinas, Sao Paulo, Brazil.

Abstract

Ovarian mucinous carcinomas are uncommon, and the differential diagnosis is metastatic
carcinoma mainly from the gastrointestinal tract. The aim was to verify the importance of
immunohistochemical reactions and the algorithm described in literature on the basis of laterality
and tumor size. Twenty-five cases identified as metastatic mucinous adenocarcinomas were
reviewed, along with clinical records; a tissue microarray was created, and immunohistochemical
reactions for CK7, CK20, Ca125, hormonal receptors, WT1, DPC4, B-catenin, and Cdx2 were
determined. The median age was 51, and only 9 patients had a history of cancer. Sixteen patients
(64%) had bilateral tumors, with sizes ranging from 5 to 36cm (average, 20.5cm); 9 (36%) had
unilateral tumors varying from 5.5 to 38cm (average, 21.8cm). Algorithm agreement was 76%; most
unilateral tumors were >13cm. Common positive markers were Dpc4 (88%), Cdx2 (68%), CK20
(60%), and CK7 (44%). The useful markers were CK7, CK20, and Cdx2, although there were cases
with overlapping results. The most common primary tumor was of colorectal origin (14 cases). The
mean survival age was 32.6 mo. Although the proposed algorithm and immunohistochemical
reactions are useful tools for diagnosis, some mucinous tumors cannot be definitively classified as
primary or metastatic without further clinical evaluation, emphasizing the limits of this challenging
diagnosis.
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