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Tenha dnimo forte
Vo desista. Persista.
[mite a corrente da dgua gue escoa sem cessar.
apesar dos empectlhos da marcha.
Hgora, hope, ou amanhi, sorria sempre.
Sorrindo, nio hi mdgoa gue possa subsistir no seu coragdo.
Esforce-se,
Foecorde que a vitoria, para ser verdadeira, precisa ter sido dyficil,
Hma o mars gue possa.
Com amor, serd mas ficil vencer as dificuldades.
Lutar, continuar sempre,

& saber desfrutar o verdaderro valor da vida.

LourIvaL L.OPES
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a associagiio entre a angiogénese € as
caracteristicas anatomopatolégicas do carcinoma do colo uterino, através da densidade de
microvasos determinada pela técnica de imunoistoquimica com anticorpos monoclonais
anti-CD34, BNH9 e anti-CD31. Para tal, foi realizado um estudo observacional analitico do
tipo transversal, que incluiu 62 pacientes com carcinoma invasivo do colo uterino nos
estadios Ibl, Ib2 e Ua da FIGO, que foram submetidas a histerectomia radical com
linfadenectomia pélvica no periodo de janeiro de 2000 a fevereiro de 2002. A mensuragéo
da angiogénese foi feita através da densidade de microvasos que correspondeu a média de
microvasos por campo contados em dez campos. A densidade de microvasos foi maior
quando se utilizou o anticorpo monoclonal anti-CD34 ¢ BNH9 do que com anti-CD31. O
coeficiente de kappa foi de 0,74 (IC 95%=0,56-0,91) quando analisou-se a concordancia
entre CD34 ¢ BNHO e os coeficientes de kappa foram de 0,35 (IC 95%=0,12-0,59) ¢ de
0,29 (IC 95%=0,05-0,53), respectivamente, quando analisou-se a concordincia entre CD34
e CD31 e entre CD31 e BNH9. Maior densidade de microvasos determinada pelo anticorpo

anti-CD34 associou-se com carcinoma do colo uterino do tipo histolégico escamoso,
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enquanto que com o anti-CD31 associou-se com o carcinoma indiferenciado. Maior
densidade de microvasos determinada pelo anticorpo BNH9 associou-se com linfonodos
comprometidos no carcinoma escamoso do colo uterino. Quando se utilizou os anticorpos
anti-CD34 e BNH9 observou-se tendéncia de associagio com invasdo linfatica para o
carcinoma do colo uterino. Com bases nestes resultados, podemos concluir que a densidade
de microvasos ¢ maior quando utilizou-se os anticorpos monoclonais anti-CD34 ¢ BNH9
do que com anti-CD31. A concorddncia para determinar a densidade de microvasos ¢
meibor entre os anticorpos monoclonais anti-CD34 e BNH9. A atividade angiogénica €
mais alta nos carcinomas escamosos, nos carcinomas indiferenciados e nos casos de

carcinoma escamoso com linfonodos comprometidos.

RESUMO
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SUMMARY

The aim of this study was to analyse the association between angiogenesis and the
pathoanatomic features of cervical cancer through microvessel density, determined by an
immunohistochemical technique using anti-CD34, BNH9 and anti-CD31 monoclonal
antibodies. For this purpose, a cross-sectional analytical observational study was
conducted, including 62 patients with Stage Ibl, Ib2 and Ha cervical cancer as described by
FIGO. These patients underwent radical hysterectomy with pelvic lymph node ressection
from January 2000 to February 2002. Angiogenesis was measured through microvessel
density which corresponded to the mean number of microvessels per field in 10 fields.
Microvessel density was higher when using anti-CD34 and BNH® monoclonal antibodies
compared to using anti-CD31 monoclonal antibody (p<0,01). The kappa coefficient was
0.74 (CI 95%=0.56-0.91) when analysing agreement between CD34 and BNH9. Kappa
coefficients were 0.35 (CI 95%=0.12-0.59) and 0.29 (CI 95%=0.05-0.53), respectively,
when analysing agreement between CD34 and CD31 and beween CD31 and BNH9. Higher
microvesse! density determined by anti-CD34 antibody was associated with squamous cell
cervical carcinoma, whereas it was associated with undifferentiated carcinoma when
determined by anti-CD31 antibody. Higher microvessel density determined by BNH9

antibody was associated with lymph node involvement in squamous cell cervical
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carcinoma. When anti-CD34 and BNH9 antibodies were used, a trend towards lymphatic
invasion was observed in cervical carcinoma. Based on these results, we can conclude that
microvessel density is higher when using anti-CD34 and BNH9 monoclonal antibodies
compared to using anti-CD31. The agreeement between anti-CD34 and BNH9 monoclonal
antibodies is better for determining microvessel density. There is a higher level of
angiogenic activity in squamous cell carcinomas, undifferentiated carcinomas and

squamous cell carcinomas with lymph node involvement.

SUMMARY
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1.INTRODUCAO

W

A angiogénese ¢ o desenvolvimento de novos capilares a partir de vasos
preexistentes, podendo ocorrer nas neoplasias, processos inflamatorios e reag0es imunes.
Em neoplasias, a angiogénese € essencial para o crescimento e a progressdo dos tumores,
pois a proliferagdo e a sobrevida das células neoplasicas sdo dependentes do equilibrio
entre os fatores de crescimento e moléculas toxicas que devem ser removidas. Em tumores
solidos, o oxigénio pode difundir-se radialmente a partir do capilar por somente 150 a 200 um

(TOM et al,, 1995).

Os novos capilares formados nas neoplasias sdo estruturalmente semelhantes aos
capilares formados durante a neovascularizago fisiologica. Originam-se a partir de

capilares, vénulas, raramente de arteriolas e jamais de veias e artérias (W ARREN, efal., 1972).

O processo da angiogénese tem sido estudado nas Gltimas cinco décadas, porém
com metodologia mais precisa nos ltimos anos. COMAN, SHELDON (1946) observaram
que tumores implantados no tecido celular subcutineo de ratos apresentavam uma
hiperemia intensa em torno do implante tumoral. A hiperemia ocorria dentro de 18 horas
apos o implante, e cerca de 24 a 36 horas surgia uma zona avermelhada de 1 a 3 milimetros

envolvendo a area do implante. Esta zona de hiperemia consistia de pequenos

S$ABAS CARLOS VIEIRA - DISSERTACAC DE MESTRADO



capilares, os quais formavam uma densa rede de canais interligados. As alteragbes
vasculares no tecido adjacente ao implante tumoral ocorriam aparentemente antes da
neovascularizacdo e do crescimento dos vasos dentro e em torno do tumor. Observaram

também que o implante de tecido adulto normal néo induzia & hiperemia.

A maioria dos tumores humanos persiste i sify por meses Oou anos sem
neovascularizagio, mas tornam-se vascularizados gquando se inicia o fendmeno
angiogénico. Na fase pré-vascular, o tumor raramente € maior que 2 a 3 milimetros cubicos
¢ pode conter milhGes de células. Estas lesbes sdo geralmente assintomaticas, no entanto,

lesdes visiveis na pele e no colo do fitero podem ser detectadas nesta fase (FOLKMAN, 1995a).

Em outros relatos se afirma que um tumor com 10° células nio conseguira
expandir sua populagdo celular a menos que ocorra neoformagio vascular, fato que
aumenta também a possibilidade de células tumorais ganharem a corrente sanguinea

(LIOTTA et al., 1974).

As ¢éhulas de tumores pré-vasculares ou de micrometastases podem replicar-se tdo
rapidamente quanto & de tumores vascularizados, mas sem o crescimento de novos vasos, a
taxa de proliferagdo equilibra-se com a taxa de morte das mesmas (FOLKMAN, 1995b,
HOLMGREN, ef al., 1995). A maioria dos tumores torna-se sintomatica e clinicamente
detectavel somente apds a neovascularizagdo. Entretanto, os fendmenos angiogénicos nem
sempre resultam em proliferagio rapida do tumor. Alguns tumores, como os adenomas de
adrenal, nio apresentam crescimento correspondente 4 sua alta atividade angiogénica

(FOLKMAN, 1993a).

INTRODUGAC
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O primeiro relato da relag@o entre angiogénese e a probabilidade de metastase foi
em melanoma (SRIVASTAVA et al., 1988). E possivel que o alto risco de mestatase nos
tumores com alta densidade de microvasos deva-se ao aumento da superficie da érea

vascular, facilitando o escape de células tumorais para dentro da circulagio (FOLKMAN, 1995a)

A angiogénese € um processo complexo que envolve uma alteragio no equilibrio
local entre os fatores positivos e negativos que regulam o crescimento de microvasos. A
célula tumoral pode, expressar um ou mais fatores positivos reguladores da angiogénese,
mobilizar proteina angiogénica da matriz extracelular, recrutar macrofagos que produzem

suas proprias proteinas angiogénicas ou combinaggo destes processos (FOLKMAN 1995a).

O processo da angiogénese pode ser teoricamente dividido em quatro fases:
ativagdo, proliferagio e migragio das células endoteliais e, por iltimo, a formagio do

limen do novo vaso (SOLIMENE et al., 2001).

A ativagio das células endoteliais € a primeira fase da angiogénese e inicia-se pela
inibi¢go do gene supressor de tumor ¢ ativagio do oncogene. Este mecanismo foi sugerido
com base num estudo em pacientes com cdncer de pulmfo, em que a inibigio do gene
supressor de tumor p53 associou-se 3 angiogénese (YUAN ez al., 2002). A hipoxia ¢ a
acidose no ambiente microtumoral estimulariam a expressio de fatores de crescimento das
células endoteliais e de seus receptores, sendo que as citocinas e ¢ fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF) seriam fundamentais nesta fase da angiogénese.

INTRODUGAC
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A segunda fase ¢ a proliferacio das células endoteliais, que ¢ controlada por
mecanismos autécrinos e da expressdo de moléculas que medeiam as interagGes entre as

células endoteliais neoformadas e seu microambiente (SOLIMENE et al, 2001).

A terceira fase ¢ a migragio das células endoteliais, que ocorre apos a degradagdo
da matriz extracelular e da fibrindlise (McNAMARA ef al., 1998). Receptores alfavB3
medeiam a migragdo das células endoteliais por meio da interagio com componentes da

matriz extracelular, como colageno e fibronectina.

A altima fase da angiogénese é a formagio do limen do novo vaso, que €
determinada pela migragio das células endoteliais tipo I e Il em direcdo ao tumor, a0
mesmo tempo em que sdo induzidas a se dividir. A primeira a migrar € a célula endotelial
tipo II porque possui motilidade superior a do tipo 1. Além disso , esta célula é capaz de
secretar fibronectina ao longo do seu trajeto em diregio ao tumor, glicoproteina esta que
facilita a angiogénese e demarca o caminho a ser seguido pela célula endotelial tipo I, a
qual terd como fungdo o revestimento do vaso em formagiio (HANNAN, McAUSLAN,

1982; NICOSIA, et al., 1993).

O primeiro fator angiogénico tumoral foi isolado no inicio da década de 70, por
FOLKMAN (1971) a partir de extratos de sarcoma mamario de Walker, composto por
RNA, proteinas e carboidratos, constituindo-se, assim, em um preparado ndo-purificado

que foi inicialmente chamado de fator angiogénico tumoral (TAF).

A partir de entdio, varios fatores angiogénicos tém sido identificados. Dos 20

fatores angiogénicos conhecidos até o momento, aqueles mais freqientemente encontrados

INTRODUGAC
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em neoplasias malignas sdo o fator de crescimento do fibroblasto basico (bFGF) e o fator

de crescimento endotelial vascular (VEGF) ou fator de permeabilidade vascular (HARRIS, 1997).

Ja os fatores inibidores da angiogénese siio os que defendem o endotélio do
estimulo mitogénico e podem ser: sintéticos e semi-sintéticos (carboxiamidotriazol, CM
101, marimostat, pentosan, talidomida e TNP-470), inibidores endégenos (angiopoitina 2,
angiostatina, endostatina, IL -12, interferon-o e fator plaguetirio 4), antagonistas
biologicos (antagonista das integrinas o-vB3, bloqueadores dos receptores VEGF,
inibidores do VEGF e receptores soliveis); antagonistas vasculares (anticorpos

direcionados, terapia génica vascular e TNF-ct regional) (AUGUSTIN, 1998).

A principal metodologia empregada na quantificagiio da angiogénese em neoplasia
¢ a determinacdo da densidade de microvasos por meio de imunoistoquimica, utilizando
anticorpos monoclonais como marcadores da angiogénese (ABULAFIA, ef al, 1996;
BREMER ef al, 1996; KAKU et al, 1998, LENCZEWSKI er al., 2001; BENITEZ-

BRIBIESCA et al., 2001).

Como a angiogénese estd muito envolvida no crescimento tumoral, ¢ admissivel
considerar que a sua caracterizagio e quantificagdo possa ter aplicagbes clinicas em
oncologia, principalmente como fator prognodstico (FOLKMAN, 1995a). A angiogénese
parece estar associada com o prognostico de varios cénceres, avaliada com o risco de
metastase, sobrevida livre e sobrevida total (WEIDNER ef al., 1991; WEIDNER et ai,,
1992, Van HOEF er al, 1993 , TIALMA er al, 1998; AGUAYO er al, 2002;

DELMOTTE et al., 2002; GALLO ef al., 2002).

INTRODUCAC
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Neste sentido, varios autores tém pesquisado a associagdo da angiogénese com ©
prognostico em diferentes tumores e ha estudos clinicos sobre terapia antiangiogénica em

varios tumores solidos (National Cancer Institute, 2002).

A atividade angiogénica em doencas neoplasicas ou ndo-neoplasicas também pode
ser medida indiretamente pela quantificacio de proteinas angiogénicas em liquidos
orgéanicos (FOLKMAN, 1995b). Assim, aitas concentragdes de bFGF foram encontradas no
plasma de aproximadamente 10% dos pacientes com céncer (FOLKMAN, 1995b) e na

urina de mais de 37% destas pacientes (NGUYEN, et al, 1994).

LI et al. (1994) também encontraram alta concentragio de bFGF biologicamente
ativo no liquor de criangas com tumores cerebrais, comparadas com criangas com
hidrocefalia ou céncer fora do sistema nervoso central. A concentracdo de bFGF no liquor
correlacionou-se com a densidade de microvasos no exame histolégico e como indicador de

risco de Gbito.

Relativamente a outras neoplasias, nfo existem muitos estudos sobre a
angiogénese no carcinoma do colo uterino. SMITH-MCCUNE, WEIDNER (1994)
estudaram pacientes com neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), utilizando antigeno
relacionado ao fator VIII, e encontraram maior atividade angiogénica em pacientes com

NIC H e 1, em relacdo aos controles, e com NIC HI, em relagio a NIC L

GUIDI et al. (1995), utilizando hibridizag8o in sifu para pesquisar a expressdo do
Fator de Crescimento Endotelial Vascular por meio do RNAm (VEGF RNAm) e antigeno

relacionado ao fator VIII, observaram que o VEFG RNAm e o ntimero de microvasos
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foram significativamente maiores nas NIC de alto grau e carcinoma invasivo em relacdo as
lesdes benignas e NIC de baixo grau. Observaram também que um aumento no numero de

microvasos foi associado significativamente com o aumento de VEGF RNAm,

Neste mesmo sentido, LEUNG, ef al., (1994) relataram que a presenca de antigeno
relacionado ao fator VIIL determinado por imunoistoquimica, foi significativamente maior

nas neoplasias cervicais invasivas em relagdo s pacientes com NIC 1L

ABULAFIA et al. (1996) estudaram a angiogénese no colo uterino de pacientes
tratadas por doenca benigna, carcinoma in sifu e carcinoma epidermoide microinvasivo,
utilizando o antigeno relacionado ao fator VIII, e observaram uma contagem de microvasos

superior no carcinoma microinvasivo em relagéo ao controle ¢ ao carcinoma in situ.

Utilizando também a determinagio imunoistoquimica do antigeno relacionado ao
fator VIII para avaliagio da angiogénese em pacientes com carcinoma cervical, estadios Ib
a TVa da Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia, SCHLENGER e? al. (1995)
observaram que as pacientes com maior vascularizagio tiveram uma sobrevida global e

livre de doenca menor em relagio as pacientes com menor vascularizagio do tumor.

J4 DELLAS et al. (1996) estudaram angiogénese em espécimes cervicais {colo
normal, NIC de baixo grau, NIC de alto grau e carciomas invasivos). Por meio da
imunoistoquimica e utilizando anticorpo contra o antigeno CD31, observaram que a
densidade de microvasos, status linfonodal pélvico e invasdo vascular foram indicadores

prognosticos independentes da sobrevida em pacientes com estadio IB.
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DAVIDSON, et al, (1997) estudaram a angiogénese em colo uterino normal,
neoplasia intra-epitelial e carcinoma invasivo, utilizando fator de von-Willebrand e Ulex
Europaeus Lectin. Os autores encontraram um aumento da contagem de microvasos, a

medida que a neoplasia progredia.

OBERMAIR et al (1998) correlacionaram a densidade de microvasos no tumor
por meio do antigeno relacionado ao factor VIII com a sobrevida global em 166 pacientes
com estadio Ib de cincer do colo do Gtero. Em uma analise multivariada, a densidade de
microvasos, envolvimento dos linfonodos pélvicos, tamanho do tumor e aplicagfio de
radioterapia permaneceram como fatores prognosticos de sobrevida, enquanto o

envolvimento do espago linfatico nio teve significado.

DAVIDSON er al (1999), utilizando a determinagio imunoistoquimica da
angiogénese por intermédic do marcador endotelial CD31 e Ulex Europaeus Lectin I (UEA
I) e o marcador especifico de macrofago CD 68 em espécime de carcinoma cervical,
mostraram que 2 UEA I ¢ 0 CD31 estavam significativamente mais altos nos estadios IB e
Il do que nos estadios ITI-IV. Nenhuma associagdo foi observada com a idade, grau de

diferenciagio e sobrevida.

WIGGINS et al. (1995) analisaram, por meio de estudo imunoistoquimico, ©
antigeno relacionado ao fator VIII em espécimes de cone ou de histerectomia de pacientes
com carcinoma cervical, comparando-os com controles normais. Os autores observaram
que o namero de microvasos foi significativamente maior nos casos com carcinomas em
relacdo aos controles. Nenhuma associag@o foi observada entre a angiogénese € o stafus

linfonodal, envolvimento parametrial, profundidade de invasio ou doenga macroscopica.
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Contudo, a contagem de microvasos correlacionou-se com o envolvimento do espago

vascular.

RUTGERS, et al, (1995) nfo encontraram relagdo entre a angiogénese e o
prognostico em pacientes com carcinoma do colo uterino em estadios Ib a IV. Os autores
estudaram 70 pacientes com carcinoma espinocelular por meio de imunoistoquimica,
utilizando o antifator VIII para a determinacio da densidade de microvasos e ndo

encontraram associacfio significante entre a média de vasos e o estadio da doenca.

Resultados semelhantes foram encontrados por KAINZ et al. (1995) que, usando
fator VII, compararam pacientes com estadio Ib e IIb ¢ também ndo encontraram

associagdo entre angiogénese ¢ o estadio do tumor.

DINH ef al (1996) estudaram a angiogénese em 22 pacientes pela
imunoistoquimica para o antigeno relacionado ao fator VIII . A presenca de alta contagem
de microvasos e tamanho do tumor foram fatores independentes em predizer recidiva, ndo
apresentando importincia progndstica a idade, grau de diferenciago, invasio vascular

linfatica e tipo de tratamento realizado.

Di LEO et al. (1998), utilizando imunoistoquimica com os anticorpos monocionais
contra o antigeno relacionado ao fator VI, CD 31 e vimentina, estudaram a angiogénese
em pacientes com recidiva de cincer do colo uterino apés cirurgia radical e ndo
encontraram associagdo entre a contagem de microvasos em relagdo ao status linfonodal,
profundidade de invasdo e diferenciacio histologica. Todavia, encontraram associagio

entre a invasio vascular linfatica e o maior niimero de vasos neoformados.

INTRODUGCAC



TIALMA et al. (1998) estudaram a neovascularizagio estromal em 114
carcinomas invasivos do colo uterino e em 20 in sift com o marcador endotelial CD31 e
ndo encontraram associagdo significativa entre a contagem de vasos com o tipo histologico
do tumor, grau de diferenciagio, estddio clinico, presenca de metastase linfonodal e

envolvimento do espago linfo-vascular.

Resumindo, como pode ser observade pelos estudos ja citados, varios anticorpos
monoclonais tém sido utilizados na quantificagio da densidade de microvasos em céncer do
colo uterino. Com base nos resultados mais convergentes, pode-se concluir que a atividade
angiogénica aumenta progressivamente a partir do tecido normal do colo uterino, passando
pelas lesGes de baixo e alto graus, até carcinoma invasivo, porém no parece variar com o
estadio clinico da doenga invasiva. Predomina também a demonstragio de que mator
atividade angiogénica esta associada com pior prognostico, & semelhanga do que ocorre

com outros neoplasias malignas.

Dentre os antigenos mais utilizados para estudar a angiogénese, o CD31 ¢ também
chamado de molécula de adesdo celular plaqueta-endotélio (PECAM-1). Trata-se de uma
glicoproteina, pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, que esta presente nas células
endoteliais e numa variedade de células hematopoiéticas, incluindo plaguetas, linfocitos e

células plasmaticas (MIETTINEN, efal, 1994).

O CD34 € um antigeno que também ¢ uma glicoproteina que esta presente em
células progenitoras hematopoi€ticas e células endoteliais e tem sido estudado como

marcador de tumores vasculares (TRAWEEK et al. 1991; KUZU et al. 1992). Parece ser
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um marcador muito senstvel da diferenciagio das células endotelias, corando mais

fortemente o endotélio neoplasico do que o endotélio normal (MURO-CACHO, 2002)

A utilizacio do CD34 como marcador de células endoteliais em neoplasias
hematopoiéicas tem se mostrado superior aos outros anticorpos monoclonais disponiveis.
Todavia, o estudo da angiogénese com anti-CD34 em neoplasias do trato genital feminino
ainds ¢é limitado, tendo sido utilizado em céncer de ovario e carcinosarcomas (HEIMBURG

et al. 1997; HEIMBURG et al., 1999; COSTA, GUINEE, 2000).

Apés procura minuciosa nos bancos de dados cientificos foram encontrados
apenas trés estudos avaliando o anti-CD34 em neoplasia do colo uterino. CALUX ef al.
(2001) encontraram maior mimero de microvasos ¢com o anti-CD34 em relagfio ao antifator
VIIL Todavia, os autores nio avaliaram a associagdo da densidade de microvasos com

caracteristicas anatomopatologicas do carcinoma nem com sobrevida.

Por sua vez, HIRAKAWA et al. (1999), num estudo retrospectivo, analisaram a
presenga de microvasos em pacientes com carcinoma cervical, utilizando o anti-CD 34, e
encontraram associagio com a sobrevida total, porém, ndo foi observada associagdo com

estadio e invasdo estromal.

CHENG et al. (1999), num estudo para avaliar a aplicabilidade do
dopplervelocemetria para avaliar a angiogénese in vivo, também estudaram a densidade de
microvasos em cancer do colo uterino utilizando o anti-CD34 e encontraram associagio da

densidade de microvasos com a profundidade de invasio estromal e tamanho do tumor.
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O conhecimento ainda é mais escasso com BNH9, pois nio se encontrou nenhum
estudo relacionando-o com a angiogénese do carcinoma do colo uterino. O BNH9 ¢ um
anticorpo que reage com antigenos H e Y, integrantes dos antigenos dos grupos sanguineos
H e Y, que sio estruturas carboidratadas ligadas a glicoproteinas e glicolipideos de
membranas celulares. Estes antigenos foram inicialmente descritos em eritrocitos, porém
podem também ser encontrados em células normais ¢ malignas. Ligam-se fortemente a
células de linfoma de células grandes anaplésticas, e as células endoteliais expressam o
antigeno H. Uma das caracteristicas do BNH9 é a boa reatividade em material parafinado
(DELSOL et al., 1991).

Tendo em vista o conhecimento ainda relativamente restrito sobre a angiogénese
no carcinoma do colo uterino e resuliados pouco convergentes referentes a suas
caracteristicas anatomopatologicas do carcinoma invasivo, foi proposta a realiza¢do deste
estudo. Para tal, casos cirurgicos foram selecionados por disporem de informagoes
anatomopatoldgicas mais detalhadas.

Os marcadores de células endoteliais selecionados para este estudo foram o CD34
e BNH9, pois ainda ¢ restrito 0 conhecimento sobre a associacdo com as caracteristicas
anatomopatoldgicas do carcinoma do colo uterino. Incluiu-se também o CD31, com objetivo
de té-lo como elo dos resultados deste estudo com o conhecimento existente na literatura.

Admite-se que se existir associacio entre caracteristicas anatomopatologicas do
carcinoma do colo uterino e a angiogénese, analisada com a utilizagio dos anticorpos
monoclonais anti-CD34, anti-CD31 e anti-BNH9, aumentaria o interesse em estudar estes
marcadores como fator prognostico para o carcinoma invasivo do colo uterino, como

também para outras neoplasias.
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2.0OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a associacio entre a angiogénese e as caracteristicas anatomopatologicas
no carcinoma do colo uterino, por meio da densidade de microvasos determinada pela
técnica de imunoistoquimica com os anticorpos monoclonais anti-CD34, anti-CD31 e

BNHS.

2.2. Objetivos especificos

» Comparar a densidade de microvasos identificada pelos anticorpos monoclonais
anti-CD34, anti-CD31 e BNH9 para o carcinoma do colo uterino.

» Comparar a concorddncia dos anticorpos monoclonais anti-CD34, anti-CD31 e
BNH?9 para determinar a densidade de microvasos.

» Analisar a associacdo da densidade de microvasos com tipo histolégico e grau de
diferenciagio histologica, didmetro tumoral, invasio em profundidade do estroma,
invasio vascular, invasiio linfitica, invasio perineural e comprometimento

linfonodal, para cada anticorpo monoclonal utilizado.
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3.SUJEITOS E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Este estudo foi do tipo observacional analitico do tipo transversal.

3.2. Tamanho amostral e selegcdo dos sujeitos

Foram incluidas 62 mulheres admitidas consecutivamente no Hospital Sdo Marcos
de Teresina, Estado do Piaui, entre janeiro de 2000 e fevereiro de 2002, com diagnostico
de carcinoma invasivo do colo do utero nos estadios Ib e Ila e que atenderam aos demais

quesitos deste estudo.

3.2.1. Critérios de inclusdo
Foram incluidas as mulheres com diagnéstico de carcinoma invasivo do cole
uterino, estadios Ibl , Ib2 e Ila da Federacdo Internacional de Ginecologia ¢ Obstetricia, e

que foram submetidas a histerectomia radical e linfadenectomia pélvica bilateral.
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3.2.2. Critérios de exclusiio

Foram adotados os seguintes critérios de exclus#o:

» pacientes submetidas a quimioterapia e/ou radioterapia prévia ao tratamento

cirargico;

» neoplasia maligna prévia ou sincronica,

» sem tumor residual na pega operatoria;

» diagnéstico histolégico final da pega operatdria foi carcinoma microinvasor ou

carcinoma in situ.

3.3. Variaveis e conceitos

3.3.1. Variaveis independentes

Foram consideradas como varidveis independentes as caracteristicas
anatomopatologicas do carcinoma do colo uterino.
1. Tipo histologico

» Carcinoma escamoso — neoplasia de células epiteliais com diferenciacdo
escamosa. Adenocarcinoma — neoplasia de células epiteliais com diferenciagio

glandular
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Grau de diferenciagdio histologica

» Grau I — tumor bem diferenciado

» Grau II - tumor moderadamente diferenciado

» Gray I — tumor indiferenciado

A analise da asssociacio entre varidveis numa amostra de 62 pacientes €

exequivel para varidveis dicotdmicas. Portanto, o grau de diferenciacio foi analisado

apenas com duas categorias. Optou-se por analisar em conjunto as categorias Gl e GII por

distribuir os casos mais uniformemente do que se fossem agrupadas GII e GIIL

1

VIL

Maior didmetro tumoral: maior didmetro do tumor medido em milimetros, com base

no laudo do exame anatomopatologico da pega operatoria.

Invasdo em profundidade: invasdo do estroma a partir da membrana basal, medida

em milimetros no exame anatomopatologico.

Invasdo linfdtica: presenca de grupo de células neopldsicas dentro de vaso linfatico.

Foi analisada como variavel dicotémica, categorizada como ausente ou presente.

Invasdo vascular: presencga de grupo de células neopldsicas dentro de capilar. Foi

analisada como varidvel dicotomica, categorizada como ausente ou presente.

Invasdio perineural: presenga de grupo de células neopldsicas dentro da bainha do
filete nervoso. Foi analisada como variavel dicotomica, categorizada como ausente

ou presente.

SUIEITOS E METODOS



Sf

VIII. Numero total de linfonodos dissecados: somatorio dos linfonodos de todas as

cadeias linfaticas pélvicas, identificados no exame anatomopatologico.

IX. Nimero de linfonodos comprometidos: mimero de linfonodos com presenca de

células neopldsicas no seu parénquima.

3.3.2. Varidveis dependentes

Foram consideradas variaveis dependentes as densidades de microvasos ou
médias de microvasos obtidas a partir da interpretagio imunoistoquimica para 0s
anticorpos monoclonais anti-CD34, anti-CD31 e BNH9. A densidade de microvaso foi

calculada pela contagem de dez campos em grande aumento (400X) dividido por dez.

Para as analises em que a densidade de microvasos foi dicotomizada, adotou-se
como ponto de corte a mediana da densidade para cada anticorpo monoclonal e para aquela
amostra. Portanto, o ponto de corte variou com o anticorpo € com a amostra, Como ocorreu
quando analisaram todos os casos de carcinoma em relagdo a quando analisaram apenas os

carcinomas escamosos.

3.3.3. Variavel de controle

I Idade: idade da mulher, calculada em anos completos, desde a data do nascimento

até a data do diagnéstico da neoplasia.
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3.4. Técnica e exames

3.4.1. Técnica operatoria

Todas as pacientes foram submetidas a histerectomia radical e linfadenectomia
pélvica bilateral, com ou sem anexectomia bilateral. A dissec¢do linfatica foi realizada das

cadeias obturadoras, iliacas internas e iliacas externas.

3.4.2. Selecdo do material biologico

Foram identificados os nimeros das laminas e dos blocos de parafina
correspondentes as mulheres selecionadas para o estudo. Este material foi localizado no
arquivo do Laboratério de Anatomia Patologica do Hospital Sao Marcos e todas as 12minas
foram revisadas pela mesma patologista para confirmagdo do diagnostico de carcinoma

cervical invasivo ¢ dos pardmetros anatomopatologicos.

3.4.3. Processamento iaboratorial

Todos os blocos de parafina contendo material do colo uterino, que haviam sido
fixados em formol a 10%, foram processados no Laboratério de Patologia Experimental do

Centro de Atengio Integral 4 Satde da Mulher (Caism) da Unicamp.
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3.4.4. Cortes histologicos

Dos blocos selecionados foram realizados cortes de 4 um de espessura ¢ foram
colocadas em Idminas previamente silanizadas (solugdo de organosilano (3-aminopropil-
trietoxi-silano, Sigma, cod A 3648) a 4% em acetona. Apos este tratamento, as laminas
com os cortes foram colocadas em estufa a 110° C durante uma hora para fixa¢do dos
mesmos nas laminas. Em seguida, foram retiradas e mantidas a temperatura ambiente por

uma hora até o momento da reagfo.

3.4.5. Técnica da imunoistoquimica

Foram utilizados anticorpos monoclonais especificos para o antigeno CD34 (Anti-
Human Haematopoietic Progenitor Cell, CD34 Class II, Clone QBEnd 10,Code M 7165,
DAKO Corporation, Dakopatts, Carpinteria, USA) na diluigéio de 1:25 com soroalbumina
bovina(BSA), CD31 (Anti-Human Endothelial Cell, Clone JC/70A, DAKO Corporation
Dakopatts, Carpinteria, USA) na dilui¢io 1:30 ¢ o BNH9 na diluigdo 1:20, gentiimente

cedido pelo professor George Delsol, Toulouse - Franga.

Os cortes foram desparafinados em banho de xilol a 110° C e, a seguir banhos
subsegiientes em xilol & temperatura ambiente. Apos este processo, os cortes foram
hidratados em &lcool etilico nas concentragbes decrescentes 100%, 80% e 50% e lavados
em agua corrente e destilada. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada em trés
banhos de H;0, a 10 volumes cada um, com duragio de trés minutos, seguidos de lavagem

em PBS (solugdo salina tamponada com fostato, pH 7,4 a 7,6). Para recuperagdo antigénica
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foi utilizada panela a vapor T-fall, com objetivo de desmascarar antigenos. As ldminas
foram imersas em tampdo citrato de sédio, pH 6,0 (10mM) durante 30 minutos a 95° C ¢,
apos 20 minutos (tempo para resfriamento) lavadas em agua corrente e colocadas em
tampdo PBS). Em seguida, as secgGes foram incubadas com anticorpo primario especifico

“overnigth” a2 4° C.

Apods a incubagho, as liminas foram passadas por trés lavagens em PBS sob
agitagdo, secadas e incubadas com “EnVision' ¥ System (DAKO, cod K1491)” durante
uma hora a 37° C, e a seguir, trés lavagens em PBS com agitagdo. A revelacgo foi realizada
com substrato cromégeno, DAB (3-3’diaminobenzidina, SIGMA, codigo D5637) na
proporgdo 0,06 g para 100 ml de PBS, 5001 Hz0; a 30 volumes e 1 ml DMSO, durante 5
minutos a 37° C. Apos, as ldminas foram lavadas em agua corrente, dgua destilada e
contracorados com hematoxilina de Mayer durante 30 segundos. Os cortes foram
desidratados em banhos de alcool 100% e xilol, a seguir montadas com laminulas ¢ resina
Entellan (MERCK Cod.1.07961.0100). Como controle positivo, foram usados tecidos de

hemangioma hepatico.

3.4.6. Quantificacfio da angiogénese

A contagem dos microvasos foi realizada sem o conhecimento dos pardmetros
anatomopatologicos das pacientes. Utilizou-se um microscopio Nikon Eclipse E200 para
contagem dos vasos, sem auxilio de qualquer dispositivo. Inicialmente, localizou-se as

areas de maior concentracdo de microvasos com aumento 40 X (objetiva de 4 e ocular de
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10). Nestas areas de maior concentragio de microvasos foi feita a contagem dos microvasos

em dez campos de grande aumento, com objetiva de 40X e lente ocular de 10X {amina.

Foram considerados como unidade vascular, segundo o critério de Weidner (1991,
1992), qualquer célula ou grupo de células endoteliais com coloragdo castanha que
estivessem claramente separadas de microvasos adjacentes, células tumorais e outros
tecidos conjuntivos. O lamen vascular, embora usuaimente presente, ndo foi um crtério
para definir microvaso, e a presenca de hemaécia nfio foi critério para definir a presenca de
luz do vaso. Os vasos parcialmente caracterizados ou ndo contidos por inteiro nos campos

analisados nao foram considerados na contagem.

Estabeleceu-se que o nimero total de vasos, obtidos em cada caso, seria o
resultado do somatérioc do nimero de vasos contados em cada um dos dez campos

histologicos avaliados e a densidade de microvasos a média dos dez campos.
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Figura 1: microvaso (seta) - aumento de 400X
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Figura 2: microvaso corte longitudinal (seta)
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3.5. Coleta dos dados

A coleta dos dados foi realizada por meio do preenchimento de uma ficha criada
para este estudo (ANEXO 1). Para cada caso foi atribuido um numero seqiiencial para

identificacdo.

Os dados clinicos foram obtidos do prontuario médico das pacientes no Hospital
Sdo Marcos. As caracteristicas anatomopatologicas dos espécimes dos carcinomas das
mulheres e os dados referentes a identificagdo e contagem dos microvasos pela técnica
imunoistoquimica foram anotados diretamente pela médica patologista responsavel pela

interpretagdo dos respectivos exames.

3.6. Processamento e andlise dos dados

Os dados transcritos na ficha foram revisados manualmente para detecgdo de
possiveis erros de selecio e preenchimento. Foi criado um banco de dados, utilizando o
programa Excel, com as variaveis do estudo. A digitacBo do banco foi feita com
conferéncia manual a partir da listagem dos dados. A revisdo da consisténcia dos dados foi

feita com base nas de tabelas descritivas.

Em seguida, o arquivo gerado foi transportado para o programa SAS vers@o 8.2

(CARY, 1989) para realizacdo da analise dos dados propriamente dita.
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As densidades de microvasos foram comparadas utilizando o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e as diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor foi menor ou igual a 0,05. As taxas de concordéncia entre 0s
anticorpos com base na densidade de microvasos foram estimadas pelo coeficiente kappa
(LANDIS & KOCH, 1977) com seu respectivo intervalo de confianga de 95%. O
coeficiente kapa foi classificado como concordéncia péssima quando menor que zero, ruim
de 0 a 0,2; razoavel de 0,2 a 0,4; boa de 0,4 a 0,6; muito boa de 0,6 a 0,8; e excelente de
0,8 a 1,0 (LANDIS & KOCH, 1977). Para analisar a concordancia entre os anticorpos
monoclonais, as respectivas densidades de microvasos foram analisadas como variaveis

dicotdmicas, tendo como ponto de corte a mediana.

A anilise da associagio de cada variavel referente s caracteristicas
anatomopatologicas com a densidade de microvasos foi realizada por meio de odds ratios
— que estima a magnitude da associagio entre as varidveis — e seus respectivos intervalos
de confianca de 95% - que da informagio sobre a significincia estatistica — (andlise
univariada). Para tal, foi necessario analisar a densidade de microvasos como variavel

dicotdmica, tendo sido adotado como ponto de corte a mediana (ALTMAN, 1991).
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3.7. Aspectos éticos

O estudo fo1 retrospectivo e realizado a partir dos blocos de parafina contendo
material de pegas cirorgicas das mulheres. Este blocos estavam arquivados no Laboratério
de Anatomia Patologica do Hospital S0 Marcos. Nenhuma mulher foi identificada pelo
nome, mas sim pelos nimeros do prontuario, bidpsia ou do caso no estudo. A conduta
clinica permaneceu inalterada e, portanto, ndo houve riscos nem beneficios diretos para as

mulheres incluidas neste estudo.

Entendeu-se que ndo foi necessario o Termo de Consentimento porque os dados
foram colhidos apds o atendimento da paciente, nenhum dos pesquisadores teve contato
direto com as mulheres, ndo houve qualquer alteracfio na rotina assistencial, e as variaveis
foram colhidas de prontuarios e analise de material armazenado em blocos de parafina

provenientes de cirurgias prévias.

Os dados obtidos foram utilizados de maneira confidencial, obedecendo aos
preceitos do Codigo de Etica Médica para utilizagdo cientifica de dados de pacientes e
respeitados os principios da DECLARACAO DE HELSINQUE H (2000) e na Resolugio

196/96 do Conselho Nacional de Satde (BRASIL, 1996).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal do Piaui.
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4. Resultados

4.1 - Caracterizacdo da amostra

Foram incluidas no estudo 62 mulheres, admitidas no Hospital entre janeiro de
2000 e fevereiro de 2002. A média de idade foi 49,3 anos, variando de 26 a 75 anos.
Oitenta ¢ dois porcento dos casos estavam no estadio clinico Ibl e apenas uma paciente era

Iia. A média de linfonodos retirados foi 14,7, variando de 2 a 33 linfonodos (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas gerais das pacientes incluidas no estudo

Idade (anos) Média (DP) 49,3 (11,4)
Minima 26
Maxima 75
Numero de linfonodos retirados Meédia (DP) 14,7 (5,9)
Minimo 2
Maximo 33
n %
Estadio clinico Ibl 51 82
b2 10 16
Ta_ 1 2

DP = Desvio padrio
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Qitenta e sete porcento dos carcinomas eram do tipo histologico escamoso, 44%
dos casos eram do grau histologico Il e 21% apresentaram linfonodos comprometidos. A
invasdo linfatica foi diagnosticada em 40% dos casos, enquanto a invasdo sanguinea ¢ a
invasdo perineural foram diagnosticadas, respectivamente, em 24% e 19% dos casos. A
média dos maiores didmetros tumoral foi 31,8 milimetros, variando entre 10 e 63
milimetros. A média da invasio em profundidade a partir da membrana basal foi 15,8

milimetros, variando entre 3 e 30 milimetros (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas anatomopatologicas da amostra de estudo

Tipe histolégico Carcinoma escamoso 54 87
Adenocarcinoma 8 13
Grau histologico GI 6 9.8
GII 28 452
GIl 27 44
Ignorado 1 -
Invasdo sanguinea Ausente 47 76
Presente 15 24
Invasdo linfatica Ausente 37 60
Presente 25 40
Invasio perineural Ausente 50 81
Presente 12 19
Namero de linfonodos 0 49 79
comprometidos 1 5 8
2 4 7
3 2 3
4 1 2
5 1 2
Maior didmetro tumoral Média 31,8
{mm) Minimo 10
Maximo 65
) Meédia 15,8
Invasio em profundidade (mm)
Minimo 3
Maximo 30

W
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4.2. Caracterizacdo das andlises imunoistoquimicas

Todos os casos apresentaram resultados positivos para CD34, enquanto quatro e
17 casos foram negativos, respectivamente, para BNH9 e CD31. A densidade de
microvasos foi de 100, 89 e 52, respectivamente, para anti-CD34, BNH9 e anti-CD31. De
acordo com o Teste de Kruskal-Wallis, as densidades de microvasos estimadas pelos anti-
CD34 e pelo BNHO9 foram significativamente maiores que a densidade estimada pelo anti-
CD31. A diferenca entre as densidades estimadas pelo anti-CD34 e pelo BNH9 nio foi

estatisticamente significante (Tabela 3).

Agrupando a densidade de microvasos por campo em categorias, de acordo com a
mediana, 54 casos de 62 apresentaram concorddncia diagnostica para os anticorpos
monoclonais anti-CD34 e BNHY9, sendo que o coeficiente de kappa foi de 0,74
(concordincia muito boa). Os quatro casos que apresentaram BNH9 negativo foram
incluidos na categoria com menos de 9,5 microvasos por campo (Tabela 4). Considerando
apenas os oito casos com adenocarcinoma, o coeficiente de Kappa foi de 0,60, ou seja,

concordéncia boa (Tabela 5).
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Tabela 3. Caracteristicas gerais das anilises imunoistoquimicas

Casos negativos 0

Casos positivos 62

Média total de microvasos 100

Valor minimo do total de microvasos 48

Valor maximo do total de microvasos 200
BNHY

Casos negativos 4
Casos positivos 58
Média total de microvasos 89
Média do total de microvasos 97

(excluidos os casos negativos)
Valor minimo do total de microvasos 22
(excluidos os casos negativos)
Valor maximo do total de microvasos 185
Anti-CD31

Casos negativos 17

Casos positivos 45

Meédia total de microvasos 52
Meédia do total de microvasos 72

(excluidos os casos negativos)
Valor minimo do total de microvasos 16
(excluidos os casos negativos)

Valor maximo do total de microvasos 139
Densidade de microvasos: Teste de Kruskal-Wallis
CD34 x BNHO x CD31: p<0,01
CD34 x BNH9 p=0,85
BNH9 x CD31: p <0,01
CD34xCD31 p<0,01

W
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Tabela 4. Ceoncordincia entre os anticorpos anti-CD34 e¢ BNH9 para estimar a

densidade de microvasos
Anti-CD 34 BNH9
até 9.5 9,6 ou + Total
até 9,6 27 4 31
9.7 ou+ 4 27 31

Total 31 31 62
Coeficiente de kappa = 0,74 (0,56 2 0,91)

Tabela 5. Concordincia entre os anticorpes anti-CD34 e BNHY9 para estimar a
densidade de microvases somente para os casos de adenocarcinoma

Anti-CD 34 BNH®
até 9,5 960u+ Total
at¢ 9,6 6 1 7
9,70u+ 0 1 1

Coeficiente de kappa = 0,60 (-0,07 a 1,00)

Adotando ¢ agrupamento da densidade de microvasos com o anti-CD31 em até
6,0 e 6,1 ou mais e para o anti-CD34 em até 9,6 e mais que 9,6 a concordancia ocorreu em

42 casos, com coeficiente de kappa de 0,35 (concordancia razoavel) (Tabela 6).

De forma semelhante, 40 casos dos 62 apresentaram concordincia diagnostica
para os anticorpos monoclonais CD31 e BNHS, com coeficiente de Kappa de 0,29

(concordancia razoavel) (Tabela 7). Os quatro casos que apresentaram BNH9 negativo € os
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17 casos CD31 negativo foram incluidos na categoria com até 9,5 e até 6,0 microvasos por

campo, respectivamente.

Tabela 6. Concordincia entre os anticorpos anti-CD34 e anti-CD31 para estimar a
densidade de microvasos

Anti-CD 34 Anti-CD 31
até 6,0 6,1o0u+ Total
até 9,6 21 10 31
9,70u+ 10 21 31
Total 31 31 62

Coeficiente de kappa 0,35 (0,12 a 0,59)

Tabela 7. Concordincia entre os anticorpos anti-CD31 ¢ BNHY para estimar a
densidade de microvasos

Anti-CD 31 BNH 9
até 9,5 9.6 ou+ Total
até 6,0 20 11 31
6,1 cu+ 11 20 31

Total 31 31 62

Coeficiente de kappa 0,29 (0,05 2 0,53)
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4.3. Associacdo dos marcadores de angiogénese com as caracteristicas
anatomopatologicas

Considerando os dados referentes ao anticorpo monoclonal anti-CD34, observou-
se que dentre as mulheres que apresentaram densidade igual ou maior a 9,7 MiCTrovasos, 0
percentual de casos de carcinoma escamoso foi maior do que dentre as mulheres que
apresentaram densidade menor, com OR de 8,8 ¢ intervalo de confianga variando de 1,0 a

76,1 (Tabela 8).

Dentre as mulheres que apresentaram densidade igual ou maior a 9,7 microvasos,
55% tinham carcinoma escamoso grau histolégico IIL, enquanto este percentual foi de 33%,
nas mulheres com menor densidade com OR de 2,4 e intervalo de confianga variando de

0,9 a 6,7 (Tabela 8).

Ainda dentre as mulheres que apresentaram densidade igual ou maior a 9,7
microvasos, em 52% o carcinoma escamoso tinha invasdo linfitica, enquanto este
percentual foi de 29%, nas mulheres com menor densidade com OR de 2.6 e intervalo de

confianca variando de 0,9 a 7,4 (Tabela 8).

Para todas as demais variaveis analisadas em relagdo & densidade de microvasos
determinada pelo anticorpo monoclonal anti-CD34, os OR foram maiores que 0,5 ou
menores que 2, ¢ os intervalos de confianga continham o valor um distante de seus limites

(Tabela 8).
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Tabela 8. Associacio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatolégicas do
carcinoma do colo uterino com a densidade de microvasos determinada
pelo anticorpo monoclonal anti-CD34

até 9.6 9,7 ou mais Total

Caracteristicas microvasos  microvasos Odds Ratio (IC95%)

n % n % n %
Idade
até 49 16 32 18 58 34 55 ref
50 ou mais 15 48 13 42 28 45 0.8 (0,3a2,10)
Tipo histologico
Adenocarcinoma 7 23 1 3 8 13 ref
CEC 24 77 30 97 54 87 8,8(1,0a76,10)
Didmetro tumoral
até 29mm 11 37 13 42 24 39 ref
30mm ou + 19 63 18 58 37 61 0,8 {0,3a222)
Ignorado 1 0 1
Grau histologico
GI/GH 20 67 14 45 34 56 ref
GIII 10 33 17 55 27 44 2,4(09a6,7)
Ignorado 1 0 |
Invasdo sanguinea
Ausente 23 74 24 77 47 76 ref
Presente 8 26 7 23 15 24 0,8(0,3a27)
Invasdo linfatica
Ausente 22 71 15 48 37 60 ref
Presente 9 29 16 52 25 40 2,6(09a74)
Invasdo perineural
Ausente 24 77 26 84 50 81 ref
Presente 7 23 5 16 12 19 0,7(0,2a2,4)
Invasio estromal
até 9 mm 12 39 9 29 21 34 ref
10 mm ou + 19 61 22 71 41 66 1,5(0,5a4,5)
Linfonodo positivo
Nio 25 81 24 78 49 79 ref
Sim 6 19 7 23 13 21 1.2(04a4,1

RESULTADOS



Considerando os dados referentes ao anticorpo monoclonal BNHY,
observou-se que dentre as mutheres que apresentaram densidade igual ou maior a 9.6
microvasos, em 52% o carcinoma escamoso tinha invasio linfatica, enquanto este
percentual foi de 29%, nas muiheres com menor densidade com OR de 2,6 ¢ intervalo de

confianca variando de 0,9 a 7,4 (Tabela 9).

Para todas as demais varidveis analisadas em relagio 4 densidade de
microvasos, determinada pelo anticorpo monoclonal BNH9, os intervalos de confianca

continham o valor um (Tabela 9).
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Tabela 9. Associacio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatolégicas do
carcinoma do colo uterino com a densidade de microvasos determinada
pelo anticorpo monoclonal BNH9

BNHS

até 9,5 9.6 ou mais Total
Caracteristicas MICrovasos  microvasos Qdds Ratio (IC95%)
n % n % n %
Idade
até 49 16 52 18 58 34 55 ref
50 ou mais 15 48 13 42 28 45 08(03a21)
Tipo histologico
Adenocarcinoma 6 19 2 7 8 13 ref
CEC 25 81 29 94 54 87 35062188
Didmetro tumoral
até 29mm 12 40 12 39 24 39 ref
30mm ou + 18 60 19 61 37 61 1,I (0,4a3,0)
Ignorado 1 0 1
Grau histologico
GL/GgIn 19 63 15 48 34 36 ref
Gl 11 37 16 52 27 44 1,9 (0,7a5,0)
Ignorado 1 0 1
Invasfo sanguinea
Ausente 23 74 24 77 47 76 ref
Presente 3 26 7 23 15 24 0,8{0,3a2,7)
Invasio linfatica
Ausente 22 71 15 48 37 60 ref
Presente 9 29 16 52 25 40 2,6(09a74)
Invasdo perineural
Ausente 25 81 25 81 56 81 ref
Presente 6 19 6 19 12 16 1,0 (0.3a3,5)
Invasdo estromal
até 9mm 12 39 9 29 21 34 ref
10mm o + 19 61 22 71 41 66 1,5{(05a4.5)
Linfonodo positivo
Nio 27 87 22 71 49 79 ref
Sim 4 13 9 29 13 21 2,8(0,8a10,2
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Considerando os dados referentes ao anticorpo monoclonal anti-CD31,
observou-se que dentre as mulheres que apresentaram densidade igual ou maior a 6,1
microvasos, 60% tinham carcinoma escamoso grau histologico ITl, enquanto nas mulheres
com menor densidade este percentual foi de 29%, com OR de 3,7 e intervalo de confianca

variando de 1,3 a 11,1 (Tabela 10).

Para todas as demais varidveis analisadas em relago a densidade de
microvasos, determinada pelo anticorpo monoclonal anti-CD31, os intervalos de confianga

continham o valor um dentro de seus limites (Tabela 10).
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Tabela 10. Associacio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatoléogicas do
carcinoma do colo uterino com a densidade de microvasos determinada
pelo anticorpo monoclonal anti-CD31

Anti-CD 31

até 6,0 6,1 ou mais Total
Caracteristicas microvasos  microvasos Odds Ratic (1C95%)
n % n % n %
Idade
até 49 15 48 19 61 34 55 ref
50 ou mais i6 52 12 39 28 45 06(0,2a106)
Tipo histologico
Adenocarcinorma 6 19 2 7 8 13 ref
CEC 25 81 29 94 54 87 3.5(06a188)
Didmetro tumoral
até 29 mm 12 40 12 39 24 39 ref
30 mmou + 18 60 19 61 37 61 1,1 (0,4a3,0)
Ignorado i 0 1
Grau histologico
GI/GI 22 71 12 40 34 36 ref
G 9 29 18 60 27 44 3,7(1,3a1L1)
Ignorado 1 0 1
Invasfo sanguinea
Ausente 23 74 24 77 47 76 ref
Presente 8 26 7 23 i3 24 0803227
Invasdo linfatica
Ansente 19 61 18 38 37 60 ref
Presente 12 39 13 42 25 40 1,1{04232)
Invasio perineural
Ausente 24 77 26 84 50 81 ref
Presente 7 23 5 16 12 19 0,7(0,2a2.4)
Invas3o estromal
até 9 mm 13 42 8 26 21 34 ref
10 mm ou + 18 58 23 74 41 66 2,1(0.7a6,1)
Linfonodo positivo
Nio 23 74 26 84 49 79 ref
Sim 8 26 5 16 i3 21 06(02al9)

im0 T e ]
[ e e ]
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Considerandg apenas as mulheres com carcinoma escamosos e considerando os
dados referentes ao anticorpo monoclonal anti-CD34, observou-se que dentre as mulheres
que apresentaram densidade igual ou maior a 10,2 microvasos, 63% tinham carcinoma
escamoso grau histologico I, enquanto nas mulheres com menor densidade este
percentual foi de 39%, com OR de 2,7 e intervalo de confianga variando de 0,9 a 8,3. Para
todas as demais variaveis analisadas em relagio & densidade de microvasos, determinada
pelo anticorpo monoclonal anti-CD34, os OR foram maiores que 0,5 ou menores que 2, e

os intervalos de confiancga continham o valor um distante de seus limites (Tabela 11).

Considerando os dados referentes ao anticorpo monoclonal BNH9, observou-se
que dentre as mulheres com carcinoma escamoso que apresentaram densidade igual ou
maior a 10,0 microvasos, 33% tinha linfonodo positive, enquanto que nas mulheres com
menor densidade este percentual foi de 11%, com OR de 4,0 e intervalo de confianca
variando de 1,0 a 17,0. Para todas as demais variaveis analisadas em relacfo 4 densidade de
microvasos, determinada pelo anticorpo monoclonal BNH9, os intervalos de confianca

continham o valor um dentro de seus limites (Tabela 12).

Considerando os dados referentes ao anticorpo monocional anti-CD31, observou-
se que dentre as mulheres com carcinoma escamoso que apresentaram densidade igual ou
maior a 6,5 microvasos, 65% tinham o carcinoma escamoso grau histologico 111, enquanto
nas mulheres com menor densidade este percentual foi de 37%, com OR de 3,2 e intervalo
de confianga variando de 1,0 2 10,0. Para todas as demais varidveis analisadas em relag@io a
densidade de microvasos, determinada pelo anticorpo monoclonal anti-CD31, os intervalos

de confianga continham o valor um dentro de seus limites (Tabela 13).
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Tabela 11. Associacio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatolégicas do
carcinoma escamoso do colo uterino com a densidade de microvasos
determinada pelo anticorpo monoclonal anti-CD34

Anti-CD 34

até 10,1 10,2 ou mais Total
Caracteristicas microvasgs  microvasos Odds Ratio (IC95%)
n % n % n %
idade
até 49 13 48 17 63 30 56 Ref
50 ou mais 14 52 10 37 24 44 0,6 (0,22 1,6)
Didmetro tumoral
até 29 mm 10 39 11 41 21 40 Ref
30 mm ou + 16 62 16 59 32 60 0,9(0,3a27
Ignorado 1 0 1
Grau histologico
GI/GH 16 62 10 37 26 49 Ref
G i0 39 17 63 27 51 2,7(0,9a8.3)
Ignorado 1 0 1
Invasdo sanguinea
Ausente 21 78 20 74 41 76 Ref.
Presente 6 22 7 26 13 24 1,2(0,4a4,3)
Invasdo linfatica
Ausente 17 63 13 48 30 56 Ref.
Presente 10 37 14 52 24 44 1.8 (0,6a25,4)
Invasdo perineural
Ausente 21 78 22 82 43 80 Ref.
Presente 6 22 5 19 11 20 0,7(0,8a3,0)
Invasdo estromal
até 9 mm 10 37 9 33 19 33 Ref.
10 mm ou + 17 63 18 67 35 65 1,2(0.4a3,6)
Linfonodo positivo
Néao 22 32 20 74 42 78
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Tabela 12. Associaciio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatolégicas do
carcinoma escamose do colo uterine com a densidade de microvasos

determinada pelo anticorpo monoclonal BNH9

e ———

BNH9
até 9,9 10,0 ou mais Total
Caracteristicas Mmicrovasos  microvasos Odds Ratio (IC95%)
n % n % n %
Idade
até 49 14 52 16 39 30 36 Ref
50 ou mais 13 48 11 41 24 44 0,7(0,3a22)
Didmetro tumoral
até 29 mm 11 42 10 37 21 40 Ref
30 mm ou + 15 58 17 63 32 604 1,3(0,4a23,8)
Ignorado 1 0 1
Grau histolégico
Diferenciado 13 50 13 48 26 49 Ref
Indiferenciado 13 50 14 52 27 51 1,1(04a3,1)
Ignorado 1 0 1
Invas3o sanguinea
Ausente 20 74 21 78 41 76 Ref.
Presente 7 26 6 22 13 24 0,8(0,2a29)
Invasfio linfatica
Ausente 17 63 13 48 30 56 Ref.
Presente 10 37 14 52 24 44 1,8(0,625,4)
Invasdo perineural
Ausente 22 82 21 78 43 80 Ref.
Presente 5 19 6 22 11 20 1,3(0,3a4,8)
Invasfo estromal
até¢ 9 mm 11 41 8 30 19 35 Ref.
10 mm ou + 16 39 19 70 35 65 1,6 (0,5a35,0)
Linfonodo positivo
Nio 24 8% 18 67 42 78 Ref.
S 3 i1 9 33 12 22 4,0(1,0a17,0)
im

[
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Tabela 13. Associa¢iio da idade da mulher e de caracteristicas anatomopatolégicas do
carcinoma escamoso do colo uterino com a densidade de microvases
determinada pelo anticorpo monoclonal anti-CD31

Anti-CD31
até 6,4 6,5 ou mais Total
Caracteristicas MICrovasos  Microvasos Odds Ratio (1C95%)
n % n % n %
Idade
até 49 13 48, 17 63 30 56 Ref
50 ou mats i4 52 10 37 24 44 0,6 (0,2 a 1,62)
Didmetro tumoral
até 29 mm 10 39 11 41 21 40 Ref
30 mm ou + 16 62 16 59 32 60 0,9(03a27)
Ignorado 1 0 1
Grau histologico
Diferenciado 17 63 9 35 26 49 Ref
Indiferenciado 10 37 17 65 27 51 3,2{(1,6210,0)
Ignorado I 0 1
Invasdo sanguinea
Ausente 21 78 20 74 41 76 Ref.
Presente 6 22 7 26 13 24 1,2(0.424,3)
Invasio hinfatica
Ausente 15 56 15 56 30 56 Ref.
Presente 12 44 12 44 24 44 1.0(0,3229)
Invasfio perineural
Ausente 21 78 22 82 43 80 Ref.
Presente 6 22 5 18 il 20 0,8 (0,2a3,0)
Invasdo estromal
até 9 mm 12 44 7 26 19 35 Ref.
10 mm ou + 15 56 20 74 35 65 23{0,7a72)
Linfonodo positivo
Nio 20 74 22 82 42 T8 Ref.
Sim 7 26 5 19 12 22 0,7(02a2.4)
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5.Discussao

De acordo com os resultados desse estudo, a atividade angiogénica do carcinoma
do colo uterino é maior no tipo histolégico escamoso do que mo adenocarcinoma.
Tomando-se apenas os carcinomas escamosos, a atividade angiogénica ¢ maior quando ©

grau histolégico € indiferenciado e quando ha linfonodos comprometidos.

A analise univariada mostrou que a densidade de microvasos determinada pelo
CD34 associou-se com os carcinomas escamosos, em relagdo aos adenocarcinomas.

Quando identificados pelo CD31, houve associagdo com os carcinomas indiferenciados.

Excluindo os casos de adenocarcinomas da analise univariada, a densidade de
microvasos determinada pelo CD31 continuou mostrando associagdo com o carcinoma
escamoso indiferenciado e quando determinada pelo BNH9, associou-se com linfonodos

comprometidos.

Observou-se também que nenhum dos marcadores mostraram associagdo
estatisticamente significante com invasio linfatica. Todavia, o CD34 e o BNHDY, ao analisar
em conjunto OS Carcinomas e€scamosos ¢ adenocarcinomas, mostraram OR de 2,6 com

intervalo de confianga a 95% variando de 0,9 a 7,43. Ainda que o intervalo de
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confianga contenha o valor 1, o limite inferior estd muito préximo de um e o limite superior
é alto. Assim, estes resultados poderiam ser considerados de significincia limitrofe, uma
vez que o poder estatistico de uma amostra de 62 casos permitiria identificar

estatisticamente apenas grandes diferencas entre as categorias de uma varidvel.

O maior didmetro do tumor, profundidade de invasio do estroma, invasio
sanguinea e invasio perineural ndo estdo associados com maior atividade angiogénica,
conforme mostraram os marcadores de células endoteliais utilizados nesse estudo, CD34,

BNH9 e CD31.

TIALMA ef al. (1998), utilizando CD31, nfio encontraram associagdo significativa
entre a média de microvasos por campo € o tipo histologico, grau de diferenciacio, estadio,
presenca de linfonodos comprometidos e invasao de vasos linfaticos, porém, encontraram
que tem um importante valor prognéstico. Posteriormente, utilizando ainda CD31,
encontraram associagio de alta densidade de microvasos com invasdo vascular e com

menor sobrevida global (TJALMA ef al. 2001).

Di LEO et al. (1998), utilizando anticorpos monoclonais contra o antigeno
relacionado ao fator VIII, CD31 e vimentina, estudaram a angiogénese em pacientes com
recidiva de cancer do colo uterino apos cirurgia radical e ndo encontraram associagéo entre
a contagem de microvasos em relagio ao status linfonodal, profundidade de invasdo e
diferenciaciio histologica. Todavia, encontraram associagiio entre a invasfio vascular

linfatica e o maior nimero de vasos neoformados.
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WIGGINS ef al. (1995), utilizando antigeno relacionado ao fator VIII, observaram
que o namero de microvasos foi significativamente maior nos casos com carcinomas em
relacio aos controles. Nenhuma associagdo foi observada entre a angiogénese e o status
linfonodal, envolvimento parametrial, profundidade de invasio ou doenca macroscopica,

contudo, a contagem de microvasos correlacionou-se com a invas#o vascular.

Em um estudo de 122 pacientes com carcinoma epidermoide do colo uterino nos
estadios Ib, Ifa e IIb submetidas a cirurgia radical, HIRAKAWA ef al. (1999), utilizando o
anti-CD34 para determinar a densidade de microvasos, ndo encontraram associagdo desta
com o estadio, invasio estromal, invasdo do espaco linfovascular, metastase linfonodal
pélvica e invasdo parametrial. Também nfo encontraram associagio com a sobrevida. Os
microvasos foram definidos como grupos de células ou tibulos CD34 positivo com ou sem
limen e foram contados em trés campos com aumento de 200X, variando o mimero de
microvasos de 17 a 174. Por sua vez CHENG ef al. (1999) estudaram 35 pacientes com
carcinoma invasivo do colo uterino, sendo 29 pacientes com carcinoma epidermoide | cinco
com adenocarcinoma e uma com carcinoma de pequenas células. Observaram que a
densidade de microvasos, utilizando o anti-CD34 correlacionou-se com a profundidade de
invas3o estromal e tamanho do tumor em uma analise de regressio simples (r= 0,436 ¢ p=
0,009; r=0,465 e p= 0,005, respectivamente). Os autores determinaram a densidade de
microvasos nas trés areas de maior concentragio de vasos que foram identificadas
inicialmente com aumento de 40X e 100X. Apos a identificagdo destas areas de “hot
spots”, os vasos foram contados com aumento de 200X e a média dos trés campos foi

calculada. A atividade angiogénica avaliada com CD34 também aumenta com

DISCUSSAC



67

anormalidades neoplasicas, passando pelas lesdes de baixo e alto graus, até carcinoma

invasivo. Parece também que esta relacionada com os HPV de alto nisco. (NAIR ef al., 1999).

Portanto, com base nos resultados deste estudo e daqueles publicados na literatura,
diferentes marcadores da angiogénese podem apresentar ou ndo associagio com diferentes
caracteristicas anatomopatol6gicas do carcinoma do colo uterino. Observa-se que, quando
hé alguma associagfo, esta se da principalmente entre alta atividade angiogénica com

caracteristicas anatomopatologicas de pior prognéstico.

O anticorpo monoclonal anti-CD34 ¢ um bom marcador para células endoteliais,
porém, tamb€m marca tumores vasculares, a camada muscular da aorta, células
mesenquimais semelhantes a fibroblastos de localizagido perivascular em varios tecidos,
fibroblastos, estroma do colo uterino, endotélio dos vasos linfaticos e adipocitos, o que

pode interferir na contagem de microvasos (MIETTINEN ef al., 1994).

Esta caracteristica do anti-CD34 torna-o pouco especifico para determinar a
angiogénese, ainda que seja bem sensivel. E necessario, portanto, que o patologista faga a
identificagdo morfologica das estruturas coradas, para que seja possivel a caracterizagio

adequada dos microvasos referentes ao processo de angiogénese.

A melhor sensibilidade do anti-CD34 pode explicar o fato de que neste estudo este
anticorpo identificou vasos em todos os casos, 0 que ndo Ocorreu em quatro €asos com o
anticorpo BNH? ¢ em 17 com o anti-CD31. Além disso, observou-se que a qualidade da
coloragio foi melhor do que a obtida como uso de outros anticorpos, sendo possivel

identificar qual a estrutura que estava corada e descartar aquelas que ndo correspondiam a




microvasos. Portanto, o CD34 esta muito presente nas células endoteliais do carcinoma do

colo uterino, tornando-o um bom marcador de microvasos para esta neoplasia.

Um estudo brasileiro, CALUX ef al. (2001) estudaram a angiogénese em
neoplasias do colo uterino, por meio de imunoistoquimica, utilizando dois anticorpos
monoclonais, o anti-CD34 e antifator VIIT de von Willebrand. A amostra foi representada
por neoplasia invasiva (18 casos), les3o intra-epitelial de alto grau (15 casos), lesdo intra-
epitelial de baixo grau (15 casos) e colo uterino normais (dez casos), este utilizado como
grupo controle. Os autores observaram que o anti-CD34 permitiu uma identificacdo de

maior nimero de vasos que o antifator VIIL

Portanto, o anticorpo anti-CD34 cora bem o endotélio vascular do tecido
neoplasico, ainda que core também varias outras estruturas. Todavia, a simples
demonstracio de que detecta maior nimero de vasos, ndc indica mem rejeita a sua

utilizagio na pratica clinica (MIETTINEN ef al., 1994).

A detecgiio do antigeno CD 34 em microvasos do tecido tumoral, como também
do fator von Willebrand, é prejudicada pela coloragdo de vasos linfaticos. Embora nos
tecidos neoplasicos a formagdo de novos vasos linfiticos parece nio ocorrer (van NETTEN
et al. 1995), a incorporagdo de vasos linfaticos preexistentes pode induzir a contagem falso-

positiva quando estes antigenos forem utilizados como marcadores.

Embora o antifator VIII seja especifico para o endotélio, o antigeno pode estar

ausente em uma parte do endotélio capilar do tecido tumoral (VERMEULEN e? al. 1995).
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Neste estudo, o anticorpo BNH9 apresentou reatividade quantitativamente
semelhante ao anti-CD34, o que também explica 2 melhor concordéncia obtida entre estes
dois anticorpos. Uma caracteristica do CD34 e BNHO ¢ a boa reatividade em tecidos
parafinados porque as glicoproteinas carboidratadas usualmente sio resistentes a vérios
fixadores, caracteristica que também o CD31 também tem (STROSS, WARNKE,
FLAVELL, 1989). Os resultados observados nesse estudo ndo mostraram conflitos, no
sentido, por exemplo, de que um marcador tenha se associado positivamente com
carcinoma indiferenciado e outro com carcinoma diferenciado. A analise cuidadosa
mostrou que algumas associagdes poderiam ter sido significantes se o tamanho amostral

fosse maior.

A contagem de microvasos por meio de imunoistoquimica ndo tem consenso na
literatura quanto & metodologia. Entretanto, a técnica que mais tem sido utilizada foi
descrita por WEIDNER et al. (1991), que descreveu um método para contagem de
microvasos em pacientes com carcinoma de mama, que consiste em identificar areas com

elevada densidade vascular e contagem dos vasos nestas areas { “hot spots”).

Entretanto, a racionalidade para determinar a densidade de microvasos em areas
selecionadas da neoplasia comparada & contagem global ¢ controversa na literatura
(VERMEULEN et al. 1996), pois do ponto de vista pratico, dado a heterogeneidade
intratumoral, a obtencio de reprodutibilidade na densidade de microvasos implica a
avaliacio de grandes areas do tumor. Do ponto de vista fisiopatolégico espera-se que as
areas de alta concentracio de microvasos sejam devidas a existéncia de clones de células

tumorais angiogénicas nestas areas.
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A primeira dificuldade na avaliagio da densidade de microvasos € selecionar uma
4rea representativa do tumor. WEIDNER e/ al. (1991) selecionaram blocos de parafina
contendo componente invasivo do cincer de mama na coloracio hematoxilina-eosina. A
utilizacdo de varios blocos de parafina de um mesmo tumor para selecionar as melhores
4reas para contar os microvasos produz resultados mais precisos do que a utilizagio de um

bloco apenas (De JONG et al.,1995).

No carcinoma do colo uterino, nem sempre € possivel obter muitos blocos,
principaimente nos casos inoperaveis e naqueles em que o volume tumoral € pequeno. Para
uma neoplasia, a contagem de microvasos em diferentes blocos do mesmo caso apresenta
variagio. MARTIN et al. (1996) estudaram a densidade de microvasos em trés diferentes
blocos de parafina de cincer de mama, cada um com uma amostra central e periférica do
tumor. A contagem de microvasos entre os blocos variou até em 20% em 14 dos 20 casos
estudados (70%). Estes resultados estdo de acordo com os achados de Van HOEF et al.
(1993) que também relataram uma taxa de concordincia de 71-78% entre diferentes blocos

de parafina de céncer de mama.

As areas de alta densidade vascular devem ser determinadas com pequeno
aumento (10-100X), e o treinamento e experiéncia do patologista ¢ importante na selecdo

das areas de alta densidade vascular (hot spots). Para analisar a subjetividade na

identificaciio destas areas, BARBARESCHI, ef al., (1995) compararam a densidade de

microvasos em 91 pacientes com carcinoma de mama obtida por dois patologistas com

experiéncias diferentes. Com base na andlise univariada e multivariada, estes pesquisadores
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encontraram que somente a densidade de microvasos determinada pelo patologista mais

experiente associou-se significativamente com a sobrevida livre de doenca.

As ireas de maior densidade de microvasos sdo encontradas principalmente na
periferia do tumor, representando éareas de células tumorais viaveis (sem necrose ou
esclerose) que poderiam determinar disseminagdo sistémica da neoplasia (VERMEULEN

et al, 1996).

Sabe-se que ndo é possivel comparar valores absolutos de densidade de
microvasos entre diferentes estudos também pela variagdo da técnica de observagdo. 0
mesmo aumento para diferentes microscopicos pode corresponder a uma area de analise de
diferente extensio. O tamanho do campo para contagem dos microvasos utilizado por
WEIDNER et al (1991) foi de 0,74 mm’, entretanto, uma ampla variagio na magnificagéo
e tamanho do campo tem sido relatado na literatura, variando de 0,12 a1 mm®, também em

virtude das caracteristicas técnicas dos microscopios (VERMEULEN et al. 1996).

E evidente que contagens realizadas com menor aumento apresenta maior numero
de microvasos do que com maior aumento porque a primeira analisa uma érea tumoral
maior. Para tentar climinar este efeito, alguns pesquisadores tém apresentado seus
resultados em numero de microvasos por mm2 da é4rea do corte hsitologico

(TAKEBAYASHI et al. 1996; VERMEULEN et al. 1996).

Também ¢ esperado que quando se seleciona apenas cinco campos para

estabelecer a densidade de microvasos obtenha-se valores mais altos de que quando se
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seleciona dez campos, porque a selegdo comega a partir dos campos com maior

concentracio de vasos.

A contagem de microvasos descrita por WEIDNER et al. (1991) em céncer de
mama, considera como unidade vascular isolada qualquer célula ou grupo de células
endoteliais coradas, claramente separada de microvasos adjacentes, células tumorais ou
tecido conjuntivo. A presenca de lamen ou hemacias ndo foi requerida para defini¢do de
microvasos. A aplicagio destes critérios que parecem mais objetivos também esta
associada a variacio interobservador na determinagio da densidade de microvasos
consoante VERMEULEN et al. (1996). Neste estudo foram adotados os critérios de

WEIDNER ef al. (1991).

Enfim, os profissionais precisam ser cuidadosos ao considerar resultados da
imunoistoquimica no contexto dos dados existentes na literatura, inclusive porque o
entendimento da expressio de antigenos em neoplasias ainda ¢ muito limitado. Os
patologistas devem estar atentos a0 que consideram tipico e as infidelidades antigénicas
descritas para uma determinada entidade, como também as falhas que podem ser
introduzidas por fatores técnicos, tais como processamento e fixagdo dos tecidos e aquelas

dos procedimentos da propria imunoistoquimica (MURO-CACHO ez af., 2002).

Em suma, os resultados desse estudo, associados ao conhecimento que se dispde
na literatura e considerando as vantagens ¢ as limita¢des da imunoistoquimica, aponta para
que se explore 0 CD34 ¢ BNH9 como fator prognostico e, principalmente, como fator
preditivo da resposta de diferentes terapéuticas para o carcinoma do colo uterino. E nesse

sentido que esse conhecimento pode qualificar a pratica clinica no controle dessa neoplasia.
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6.Conclusoes

Os resultados deste estudo mostraram:

2 densidade de microvasos é maior quando utilizaram-se os anticorpos

monoclonais anti-CD34 ¢ BNH9 do que com anti-CD31;

. a concordéncia para determinar a densidade de microvasos ¢ melhor entre os

anticorpos monoclonais anti-CD34 ¢ BNH9;

_ maior densidade de microvasos determinada pelo anticorpo anti-CD34 associou-se

com carcinoma do colo uterino do tipo histologico escamoso;

_ maior densidade de microvasos determinada pelo anticorpo anti-CD31 associou-se

com carcinoma indiferenciado;

_ maior densidade de microvasos determinada pelo anticorpo BNHY associou-se

com linfonodos comprometidos no carcinoma escamoso do colo uterino;
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6. a atividade angiogénica é mais alta nos carcinomas escamosos, no$ carcinomas
indiferenciados e quando houver linfonodos comprometidos no carcinoma

€5Camoso.
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9. Anexos

FICHA PARA COLETA DOS DADOS

NUMERO DO PRONTUARIO N

NUMERO ANATOMOPATOLOGICO: T

IDADE (EM ANOS) L]
TIPO HISTOLOGICO (1) CEC  (2) ADENOCARCINOMA ||
MAIOR DIAMETRO DO TUMOR EM MM L

PROFUNDIDADE DE INVASAO DO ESTROMA EM MM |

GRAU DE DIFERENCIAGAQ: (1)G1 (2)G2 (3)G3 L
LINFONODOS DISSECADOS (NUMERO TOTAL) Ll
LINFONODOS COMPROMETIDOS: (0) NAO (1) SIM L

LINFONODOS COMPROMETIDOS (NUMERO) L
INVASAO VASCULAR: (0) AUSENTE (1) PRESENTE L
INVASAO LINFATICA: (0) AUSENTE (1) PRESENTE L]
INVASAO PERINEURAL: (O)AUSENTE (1) PRESENTE L
NUMERO DE MICROVASOS (TOTAL) L]

MEDIA DE MICROVASOS Ll

S‘ABAS CARLOS VIERA - DISSERTACAC DE MESTRADO



