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Relacdo entre Angiogénese e Estadio no Carcinoma do Endomeétrio

The Relationship between Endometrial Adenocarcinoma Staging and Angiogenesis
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Cintia Aparecida Bueno Os6rio, Edmund Chada Baracat

RESUMO

Objetivo: avaliar se o nimero de vasos neoformados é fator importante para o prognostico do
adenocarcinoma endometrial, comparando-o com o grau de diferenciacdo histologica e o
estadiamento do tumor.

Métodos: foram estudadas 56 amostras de tecido endometrial, sendo 11 com o diagnostico
histolégico de endométrio atréfico, 10 endométrios proliferativos (ambos caracterizados como
grupos controle), 10 amostras de adenocarcinomas GIl, 13 adenocarcinomas Gll e 12
adenocarcinomas GlllI, caracterizados como grupos de estudo. Dois cortes histoldgicos foram
obtidos de cada caso: um foi corado pela hematoxilina-eosina e o outro, para estudo imuno-
histoquimico, foi tratado com anti-CD34, com a finalidade de corar vasos. A contagem vascular
foi realizada na interface do crescimento tumoral com o estroma adjacente, em dez campos
de 100 vezes de aumento, mediante estudo morfométrico pelo sistema computadorizado
Kontron S300. No grupo controle, foi selecionada a interface entre glandulas endometriais e
estroma adjacente.

Resultados: a média de vasos contados em 10 campos foi de 11,6 para o endométrio atrofico;
13,2 para o proliferativo; 15,3 para o adenocarcinoma Gl; 19 para o adenocarcinoma Gll e
22,7 para o adenocarcinoma GlIl. A média de quantificacdo vascular para os tumores das
pacientes incluidas no estadiamento clinico | foi 18,6, semelhante estatisticamente aquelas
dos estadiamentos I, Il e IV (20,9) computados em conjunto.

Concluséo: concluimos que o adenocarcinoma pouco diferenciado apresenta maior nimero
de vasos por campo que o endométrio normal e que o carcinoma bem diferenciado. A

guantificacdo vascular nao foi influenciada pelo estadiamento como fator isolado.

PALAVRAS-CHAVE: Angiogénese. Endométrio: carcinoma. Progndstico.

Introducéo

O adenocarcinoma endometrial é a
neoplasia maligna mais comum do trato genital
nos Estados Unidos da América, correspondendo a
45% destas neoplasias?!. No Brasil, 11% dos tumo-
res do trato genital comprometem o corpo uterino?.
Em 1998, de acordo com os dados do Ministério da

Departamento de Ginecologia e Anatomia Patolégica da
Universidade Federal de S&o Paulo/Escola Paulista de
Medicina e Departamento de Anatomia Patoldgica do
Instituto Brasileiro do Controle do Cancer, Sao Paulo.
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Saude, ocorreram no Brasil 7,6 casos para 100.000
mulheres3. Conforme a Fundac¢ao Oncocentro, em
avaliagcdo de 10 anos (1987-1998) no Estado de Séo
Paulo, a taxa de mortalidade por tumores do corpo
uterino oscilou de 3,9 a 4,3/100.000 mulheres*.

Para predi¢cdo do comportamento do carcino-
ma endometrial, os fatores progndsticos usualmen-
te descritos s&o: o tipo histoldgico, o grau de dife-
renciac@o histolégica, a infiltragdo miometrial, a
citologia peritoneal, as metéstases linfonodais e
anexiais e a invasao do espaco linfovascular. Este
ultimo é considerado como fator prognéstico inde-
pendente para o adenocarcinoma endometrial, pois
ocorre em 35,3% dos casos metastaticos e so é
observado quando existe infiltracdo do miométrio.
Nos tumores limitados ao endométrio e com grau
de diferenciagdo | (EC IA Gl) ndo ocorre compro-
metimento de espaco linfovascular®.
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A angiogénese, por ser fator independente e
aplicavel na pratica para todos os tumores sélidos,
é considerada como bom indicador de prognéstico.
Assim, no carcinoma prostatico, Wakui et al.®
mostram que a densidade de microvasos apresen-
ta-se aumentada nos tumores de alto grau e nos
casos metastéaticos. No melanoma cuténeo e nevus
displasico atipico grave, Barnhill et al.” observa-
ram que o ndmero de microvasos era maior em
relacdo ao nevus comum. Em carcinoma da mama,
Horak et el.® descrevem numero mais elevado de
vasos em carcinomas com linfonodos axilares po-
sitivos e pouco diferenciados, bem como nos tu-
mores associados a menor sobrevida.

No trato genital, a angiogénese tumoral é
bem estudada no colo uterino. Observou-se que a
neoplasia intra-epitelial cervical grau Il apre-
senta maior nimero de vasos quando comparada
as lesdes de baixo grau®. No carcinoma de colo nos
estadios clinicos IB e A, operados, hd maior na-
mero de vasos quando os linfonodos pélvicos sédo
positivos, 0 que se relaciona a menor sobrevidal®.
Entre as neoplasias do ovario, Hollingsworth et al.
citam que os tumores com densidade vascular
mais alta apresentam maior risco para recidivas.

No endométrio, a angiogénese é observada
em condic¢cdes fisiolégicas, como na fase
proliferativa inicial do ciclo menstrual e na im-
plantacéo do ovo fecundado. Estas situacgfes seri-
am mediadas pelos esterdides ovarianos?3. Ja
nas condi¢des neopléasicas do endométrio, Sivridis'
descreveu maior concentracao vascular no carci-
noma quando comparada ao endométrio atréfico
ou hiperplésico. Esta atividade angiogénica esta
diretamente relacionada a maior expresséao do fa-
tor de crescimento vascular endotelial, bem como
a tumores com invasado miometrial mais profun-
da. Abulafia et al.'®> observaram que a hiperplasia
complexa e o adenocarcinoma sé&o eficientes
indutores de angiogénese quando comparados ao
endométrio normal e a hiperplasia simples, prin-
cipalmente quando se estudam tumores com in-
filtracAo miometrial. Os carcinomas moderada-
mente diferenciados mostraram-se também com
maior concentracao de vasos quando comparados
aos bem diferenciados. Salvesen et al.*® relacio-
naram a densidade de microvasos aumentada com
o decréscimo da sobrevida nos tumores nos estéa-
dios Ill e IV. Nao encontraram, porém, relagdo com
grau ou tipo histol6égico. Wagatsuma et al.’
correlacionaram a maior angiogénese com carci-
nomas pouco diferenciados, nos estadios lll e | e
com linfonodos positivos e em pacientes com me-
nor sobrevida.

O grau histolégico é reconhecido como im-
portante fator progndstico. O estadiamento, que é
na atualidade clinico-cirargico (FIGO, 1989)8, &
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capaz de indicar claramente o grupo de pacientes
sob maior risco para mé& evolugdo. A
neovascularizac¢do, conforme os trabalhos citados,
por sua vez, tem-se mostrado fator indicador de
pior prognéstico. Assim, em face de poucos traba-
Ihos de literatura que correlacionassem estes trés
importantes fatores, propusemo-nos a estudar
guantitativamente a atividade angiogénica do
adenocarcinoma endometrial do tipo endometrioi-
de, relacionando com o estadio clinico e os graus
de diferenciacéo histoldgica.

Pacientes e Métodos

O material de estudo foi coletado do Servico
de Anatomia Patolégica do Instituto Brasileiro do
Controle do Cancer, uma instituicdo publica. Se-
lecionamos para o grupo de estudo blocos de para-
fina de pecas cirdrgicas que contivessem
adenocarcinoma endometridide do endométrio. As
pacientes haviam sido tratadas com histerectomia
total abdominal, salpingooforectomia bilateral,
linfadenectomia pélvica e paradrtica segmentar
ou seletiva e omentectomia parcial. Para o grupo
controle utilizamos blocos provenientes de
histerectomia abdominal ou vaginal indicadas por
doencgas benignas e cujo endométrio fosse atrofico
ou proliferativo.

Os espécimes histopatolégicos foram sub-
metidos a revisdo histopatoldgica por trés patolo-
gistas. Os critérios finais de inclusédo foram: tu-
mor do tipo endometridide e concordancia quanto
ao grau histolégico. Os critérios de exclusédo fo-
ram: discordancia quanto ao tipo e grau
histolégico, tratamento prévio por radioterapia,
guimioterapia ou hormonioterapia. Os tumores
Glll com irregularidade da interface tumor-
estroma e necrose acentuada também foram ex-
cluidos devido ao fato de a contagem vascular apre-
sentar-se prejudicada, em especial pela ocultagéo
dos pequenos vasos.

Foram incluidos 56 blocos, dos quais 11 ti-
nham diagndstico histolégico de endométrio
atrofico; 10 de endométrio proliferativo, 10 de
adenocarcinoma bem diferenciado (Gl), 13 de
adenocarcinoma moderadamente diferenciado (GlI)
e 12 com adenocarcinoma pouco diferenciado (GllI).

Os cortes histoldégicos foram corados pela
hematoxilina-eosina para andlise inicial. A ava-
liacdo do numero de vasos foi feita por imuno-
histoquimica, com o uso do anticorpo anti-CD34,
cujo antigeno esta presente na membrana
citoplasmatica das células endoteliais. Estas cé-
lulas, assim tratadas, adquiriram coloragéo acas-
tanhada com o anticorpo, o que nos permitiu fa-
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cilmente identificar o vaso. Convencionou-se como
unidade vascular, a presenca de células coradas
em castanho margeando o lumen.

A quantificacdo de vasos foi feita com auxi-
lio de sistema computadorizado de analise digital
de imagem (Kontron Imaging System - KS300). O
sistema consiste de um microscépio acoplado a
uma videocamera JVC colorida, que transmite a
imagem a um computador 486 equipado com pla-
ca digitalizadora e software Kontron em ambiente
Windows 95.

No grupo de estudo avaliamos os vasos da
interface do crescimento tumoral com o estroma
adjacente e no grupo controle, da interface entre
as glandulas endometriais e o estroma. A conta-
gem foi realizada por dois observadores, com iden-
tificacdo pontual interativa em campo constante;
os observadores desconheciam o estadio e a evo-
lucdo da paciente. Foram contados os vasos em 10
campos de 100 vezes de aumento. No total, obtive-
mos 560 campos analisados, com 8180 vasos.

Foram feitas, para cada caso, contagem de
vasos em 10 campos, escolhidos na area de maior
concentracao vascular. Ao final obtinham-se mé-
dias para cada caso e grupo. Isto nos permitiu usar,
para efeito de analise de possivel diferenca do
ndmero de vasos entre 0s grupos, a analise de
variancia para médias independentes, comple-
mentada pelo teste de Scheffé, quando necesséa-
rio. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para
avaliar possiveis diferengas entre os grupos com
o estadiamento clinico diferente. O nivel de rejei-
¢ao para a hipotese de nulidade foi fixado sempre
em um valor menor ou igual a 0,05%°.

O projeto teve aprovacio da Comisséo de Eti-
ca da Universidade Federal de Sdo Paulo - Escola
Paulista de Medicina.

Resultados

A distribuicdo das médias de vasos por grupo
nas 35 mulheres com adenocarcinoma do
endométrio (Gl, GllI e Glll) nos diferentes estadios
clinicos e o resultado da analise estatistica séo apre-
sentados na Tabela 1. Observamos no grupo de pa-
cientes incluidas no estadio | (20 casos) que a mé-
dia do nimero de vasos (18,6) foi semelhante aquela
observada nos 15 casos dos estadios II, Il e IV (20,9)
computados em conjunto (z calc =-0,467 NS).

A média do nUmero de vasos em dez campos
obtida em cada um dos grupos € apresentada na
Tabela 2, sendo para endométrio atrofico: 11,6;
proliferativo: 13,2; adenocarcinoma Gl: 15,3; GlI
19,0 e GllI: 22,7. Utilizando a analise de variancia,
complementada pelo teste de Scheffé, os carcino-
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mas GlII mostram maior nimero de vasos por cam-
po do que os grupos controle e que os carcinomas
Gl. Os carcinomas GllI, por sua vez, mostram maior
guantidade de vasos em comparagcdo com o
endomeétrio atréfico, porém, a medida nao difere da
do endométrio proliferativo. Os carcinomas Gl nédo
se mostram mais angiogénicos em rela¢éo aos gru-
pos controle. Os carcinomas Gl e Gll néo diferiram
entre si, bem como o carcinoma GlIlI do GlII.

Tabela 1 - Distribuigdo das médias de ntimero de vasos do adenocarcinoma nos graus
histolégicos I, Il e II, nos diferentes estéadios clinicos (EC).

Estadio EC I ECII ECIII ECIV
Diferenciacéo
Gl 15,9 (8) 14,8 (1) 10,5 (1) —
Gll 196 (7) 129 (1) 194 (5) —
Glll 21,6 5) 249 (22 21,83 242 (2
Média 18,6 194 19,2 24,2

Teste de Mann-Whitney
z calc =-0,467 NS
() nmero de casos

Tabela 2 - Médias dos niimeros de vasos em 10 campos com 100 vezes de aumento
segundo os grupos: atréfico, proliferativo, adenocarcinoma do endométrio Gl, GlI, GlIl.

Atréfico Proliferativo Adeno GI Adeno Adeno

Gll Gl
10,3 11,2 14,6 19,2 28,6
12,2 7,9 17,9 13,9 24,5
10,8 15,2 14,9 22,8 23,7
14,9 14,8 26,2 23,0 23,8
11,9 19,0 14,8 28,4 17,6
15,7 10,4 11,8 21,5 19,9
11,9 11,7 12,8 17,0 32,8
7,8 15,1 16,0 9,7 19,9
10,3 11,1 13,0 27,6 19,1
7,5 15,7 10,5 25,9 17,0
13,8 11,3 24,0
14,3 20,9

12,9
Média para 11,6 13,2 15,3 19,0 22,7

cada grupo

Para avaliarmos possiveis diferencas entre
as duas variaveis (estadiamento e grau de dife-
renciacdo), analisamos as médias do numero de
vasos no adenocarcinoma Gl, Gll e Glll nos dife-
rentes estadios. Aplicando o teste de Mann-
Whitney, observamos que nos carcinomas Gl a
média de vasos por campo dos oito casos do
estadiamento | (15,9) néo diferiu significantemen-
te dos dois casos de carcinoma estadiados como Il
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e Il (12,6) (z calc. = -1,044 NS). Entre os tumores
Gll, os sete casos no EC | (19,6) ndo diferiram dos
seis EC Il e 1ll (16,1) (z calc. = -0,429 NS). Entre
os carcinomas Glll, os cinco casos de EC | (21,6)
nao diferiram dos sete EC II, Ill e IV (23,6) (z calc.
=-0,325 NS).

Discussao

O processo regenerativo do endométrio du-
rante o ciclo menstrual ocorre as custas de
neovascularizacdo. O fendbmeno angiogénico as-
sume importéancia vital no processo da nidagéo
ovular. Todos estes fendmenos sdo mediados pe-
los esterdides ovarianos?13,

Grande parte dos estudos a respeito da
angiogénese utilizam, como marcador vascular
imuno-histoquimico, o fator VIII (fator de von
Willebrand). Porém, Ramani et al.?°, com esse
marcador, notaram que o fundo estromal era in-
tensamente corado, impossibilitando a avaliagéo
correta da formacado vascular. Ramani et al.?° e
Sankey et al.?* valeram-se de um novo anticorpo
monoclonal para endotélio, o anti-CD34, que pode
ser usado em tecidos fixados em formalina e
parafinados rotineiramente. O antigeno CD34 é
encontrado nas células progenitoras hematopoé-
ticas e na membrana citoplasmatica de células
endoteliais, sendo assim bom marcador vascular.
As células endoteliais, quando tratadas pelo anti-
CD34, sdo coradas na cor castanha. Em nossa
analise, utilizamos o anticorpo anti-CD34 para
avaliar a angiogénese e observamos que a sua
caracterizacdo é facil, pela coloracdo do vaso
sanguineo, distinguindo-o facilmente de todos os
demais elementos estromais.

No adenocarcinoma endometrial, a neoan-
giogénese foi bem demarcada por Palczak e
Splawinski?? que, por meio de implantes de tumor
em membrana corioalantoide de embrido de gali-
nha, mostraram ter alta atividade angiogénica.
Segundo Abulafia et al.*®, a hiperplasia complexa
e 0 adenocarcinoma sao angiogénicos. Estes mes-
mos autores observaram que no adenocarcinoma
endometridide no estadio | a maior profundidade
de invasdo e o maior grau de diferenciagédo esti-
veram diretamente relacionados com a intensi-
dade de angiogénese.

Salvesen et al.’®*, medindo a densidade de
microvasos, apontaram decréscimo da sobrevida
em cinco anos nos casos com densidade aumen-
tada. Do mesmo modo observaram maior concen-
tracdo vascular nos estadios Ill e IV. Nao observa-
ram, no entanto, diferengas quanto ao tipo e grau
histolégico. Em publicacdo mais recente, em es-
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tudo de desenho semelhante, Mazurek et al.?3
encontraram densidade angiogénica aumentada
nos estadios mais avancados, mas, também, sem
correlagdo com o grau de diferenciagao.

Wagatsuma et al.'” descreveram a existén-
cia de relagdo entre a angiogénese induzida por
adenocarcinomas do endométrio pouco diferenci-
ados nos estadios Il e IV e a presenca de linfonodos
positivos e menor sobrevida. Esses autores estu-
daram também fatores angiogénicos, como o fator
de crescimento hepético (HGF), e expressao do seu
receptor na forma de proto-oncogene (C-Met). O C-
Met esteve fortemente presente nos estadios Ill e
IV, no grau histolégico Ill e nos casos com menor
sobrevida, ao passo que o HGF somente nos casos
com estadio avangado.

J4, em nosso estudo, concluimos que a ca-
pacidade de inducdo de angiogénese ndo variou
em funcéo do estadiamento clinico, quando com-
paramos os casos ho estadio | com os dos estadios
I, 11l e IV computados em conjunto, nem mesmo
gquando individualizamos os diferentes graus
histolégicos. Comparamos o estadio clinico | con-
tra portadores Il, 1l e IV em conjunto, pois a lite-
ratura é enfatica em descrever decréscimo im-
portante da sobrevida em cinco anos para os ca-
sos com doenga que se estende além do corpo
uterino. De fato, a FIGO?8 cita sobrevida de menos
de 60% para os casos no estadio IlI.

O numero de vasos no carcinoma de
endométrio GllII foi significativamente superior ao
observado nos endométrios atrofico e proliferativo
e nos carcinomas GI. Isto nos leva a supor que a
maior intensidade de angiogénese é de fato indi-
cador de mau progndstico.

O numero de vasos no carcinoma de
endométrio Gll foi significantemente superior ao
do endométrio atréfico, mas semelhante ao do
endométrio proliferativo e ao carcinoma Gl. Nao
houve também diferenca em relagdo ao numero
de vasos observado nos carcinomas Glll. Vemos
que os tumores Gll s6 apresentam indugdo mais
ativa da angiogénese quando comparados ao
endométrio inativo. Diante de endométrio ativo,
estrogenicamente estimulado, seu comportamen-
to é variavel. Podem ser semelhantes ao do tumor
GlI, de bom progndstico, como observamos em al-
guns casos, ou entdo assemelhando-se ao tumor
GllIl, com grande nuimero de vasos. Os comporta-
mentos angiogénicos do carcinoma GlI, do
endométrio proliferativo e do endométrio atrofico
foram semelhantes.

Estes resultados mostram que a angiogé-
nese é marcador prognéstico importante no car-
cinoma de endométrio. E factivel em nosso meio
e poderia constar rotineiramente nos laudos de
anatomia patoldégica.
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the significance of neoangiogenesis for
the prognosis of endometrial carcinoma, by quantifying and
comparing the vessels with the grade of histologic
differentiation and tumor staging.

Methods: the 56 studied cases consisted of 11 atrophic
endometria, 10 proliferative endometria, 10 GI, 13 Gll and 12
Gl adenocarcinomas. Two histologic sections were obtained
for each case: one was stained with hematoxylin-eosin and
the other was sent for aimmunohistochemical study with anti-
CD34. The utilized histometric method was vessel counting at
the tumoral growth interface with the adjacent stroma, and in
the control group, at the endometrial gland interface with the
stroma. Couting was done by a KS300, evaluating 10 fields at
100X magnification.

Results: the counted vessel means were 11.6 for atrophic
endometria, 13.2 for proliferative endometria, 15.3 for Gl
adenocarcinoma, 19 for Gl adenocarcinoma, and 22.7 for
Gl adenocarcinoma. In the group of stage | patients, it was
observed that the mean number of vessels(18.6) wassimilar to
that observed in stagesl|, I11 and IV (20.9) computed together.
Conclusion: less differentiated adenocar cinomas were more
angiogenic than well-differentiated carcinomas and normal
endometrium. Vessel counting was not influenced by the
disease stage as an isolated factor.

KEYWORDS: Angiogenesis. Adenocarcinoma. Endometrium.
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