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RESUMO

Introducdo: O grau de diferenciacdo histologica € considerado um dos
principais fatores prognosticos no adenocarcinoma de endométrio, sendo importante
no planejamento cirargico e indicacdo de terapia adjuvante. Apesar de existirem
critérios bem estabelecidos para a determinacdo desse achado histopatologico, a
interpretacdo pode apresentar algum grau de subjetividade. O objetivo deste estudo
€ avaliar as diferentes classificacfes histologicas do grau de diferenciacéo tumoral
em mulheres com adenocarcinoma de endométrio.

Métodos: Foram estudadas amostras de tumor de 70 mulheres com
adenocarcinoma de endométrio submetidas a tratamento cirargico. As laminas foram
coradas pela Hematoxiina e Eosina e processadas para marcacao
imunohistoquimica para a proteina ki-67. Os tumores foram classificados em relacéo
ao grau de diferenciacédo pelos critérios da FIGO; FIGO modificada; Lax e Alkushi.
As laminas foram avaliadas por dois patologistas e pelo mesmo patologista em duas
ocasifes distintas. Utilizou-se o indice de correlacdo kappa (correlacdes intra e
interobservador), o teste do qui-quadrado e t de Student conforme indicados. O p <
0,05 foi considerado significativo.

Resultados: O estadiamento tumoral (FIGO) foi IA em 42 (60%) pacientes, IB
em 19 (27,1%), 1A em 3 (4,3%), 11B em 1(1,4%), llIA em 4 (5,7%) e lIC em 1 (1,4%).
A concordancia intraobservador foi razoavel para a classificacdo de FIGO (k: 0,469 e
0,538); boa para a FIGO MODIFICADA (k: 0,661 e 0,768), razoavel para a
classificacdo de LAX (k: 0,496 e 0,466) e razoavel/boa para a classificacdo de
ALKUSHI (k: 0,528 e 0,736). Nas avaliacdes interobservador, a concordéancia foi

fraca na classificacdo de FIGO (k= 0,271 e 0,343); boa/razoavel para a classificacédo



de FIGO modificada (k = 0,661 e 0,522, respectivamente); fraca/razodvel para a
classificacdo de Lax (k = 0,258 e 0,465, respectivamente); fraca para a classificacao
de Alkushi (k = 0,283 e 0,402). Nao houve associacao da classificacao histologica de
FIGO (p =0,663), FIGO modificado (p = 0,370); Lax ( p = 0,402) e Alkushi (p = 0,101)
com o estadiamento tumoral. Houve associacdo das classificacdes histologicas de
FIGO (p =0,039), FIGO modificado (p =0,017) e ALKUSHI (p =0,039) com a
expressao da proteina ki-67.

Conclusao: As classificacOes histolégicas do grau de diferenciacado tumoral
no adenocarcinoma de endométrio apresentam diferentes graus de subjetividade. A
classificacdo binaria da FIGO modificada apresentou a melhor concordancia intra e

interobservador.



SUMMARY

Introduction: The histological grade is one of the main prognostic factors in
the endometrial adenocarcinoma and it is also important to the surgical planning and
to the recommendation of complementary therapy. Even though there are well
established criteria for the determination of this histopathologic finding, the
interpretation can present some subjectivity. The objective of this study is to assess
the different histologic classifications of the tumoral grade in women suffering from
endometrial adenocarcinoma.

Methods: 70 patients who were suffering from endometrial adenocarcinoma
and who had had surgical treatment were studied. The slides of the tumor were
classified according to the tumoral grade based on the criteria of FIGO, modified
FIGO (binary system), Lax and ALKUSHI. The slides were assessed by two
pathologists and by the same pathologist in two separate occasions.

The tissue was processed for immunohistochemical evaluation of Ki-67.Inter- and
intraobserver agreement was assessed by kappa statistics. X2 tests were used to
analyze 2 x 2 or 2 x 3 tables considering p < 0,05 significant.

Results: The tumoral grading (FIGO) was foi IA in 42 (60%) patients, 1B in 19
(27,1%), A in 3 (4,3%), IIB in 1(1,4%), IlIA in 4 (5,7%) e llIC in 1 (1,4%). The
intraobserver agreement was moderate according to the FIGO grading system (k:
0,469 e 0,538); substantial according to the modified FIGO grading system (k: 0,661
e 0,768), moderate according to the binary grading of LAX (k: 0,496 e 0,466) and
moderate/substantial according to the grading system of ALKUSHI (k: 0,528 e
0,736). In the interobserver assessment, the agreement was fair according to the

FIGO grading system (k= 0,271 e 0,343); substantial/moderate to the modified FIGO



grading system (k = 0,661 e 0,522); fair/moderate according to the binary grading of
Lax (k = 0,258 e 0,465); fair according to the grading system of Alkushi (k = 0,283 e
0,402). There was no association of the histologic FIGO grading system (p =0,663),
modified FIGO grading system (p = 0,370);binary grading of Lax ( p = 0,402) and the
grading system of Alkushi (p = 0,101) with the tumoral stage (FIGO). There was
association of the histologic FIGO grading system (p =0,039), modified FIGO (p
=0,017) and ALKUSHI (p =0,039) with Ki-67 expression.

Conclusion: The histologic grading systems in the endometrial
adenocarcinoma presented high subjectivity. The modified FIGO grading system

presented a better intra- and interobserver agreement.
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1. INTRODUCAO

1.1 Adenocarcinoma de endométrio

O adenocarcinoma de endométrio ocupa a sétima posi¢cao na prevaléncia
mundial das neoplasias femininas, com grande variagao internacionalmente, sendo
mais importante nos paises desenvolvidos (DUARTE-FRANCO; IZADI-MOOD,
2010). Nos Estados Unidos da América, aproximadamente 34.000 novos casos séao
diagnosticados anualmente, resultando em 6.000 mortes. Cerca de 2 a 3% das
mulheres desenvolverdo neoplasia endometrial durante a vida (PARKER, 1996;
ENGELSEN, 2009). Em Belo Horizonte, segundo dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), o cancer do corpo uterino corresponde a 1,3% dos casos de
neoplasias femininas registradas, com incidéncia progressiva a partir dos 55 anos de
idade (INCA, 2003).

Existem dois tipos de neoplasias endometriais: a mais prevalente é
relacionada com estados hiperestrogénicos e a segunda ndo esta relacionada ao
hiperestrogenismo, acometendo mulheres mais idosas. A primeira sdo tumores mais
bem diferenciados e relaciona-se com melhor prognostico e sobrevida (BOKHMAN,
1983; ENGELSEN, 2009; IZADI-MOQD, 2010).

Idade avancada, obesidade, nuliparidade, anovulagcdo crénica, menopausa
tardia, menarca precoce, uso do antiestrogénico tamoxifeno, diabetes mellitus e
estrogenioterapia isolada sao fatores de risco para neoplasia endometrial
(PARAZZINI, 1991; 1ZADI-MOOD, 2010). A maioria das pacientes apresenta
sintomatologia precoce, como sangramento ou corrimento vaginais, facilitando o

diagnostico (ENGELSEN, 2009).
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O estadiamento do adenocarcinoma de endométrio € cirdrgico e o
planejamento terapéutico depende de diversos fatores prognésticos (GOIS, 1993;
SIDAWAY, 1992; ZAINO, 1994; YURA, 1996). Nas pacientes de grau histolégico G1
e G2 e invasdo até a metade do miométrio preconiza-se a histerectomia total com
salpingooforectomia bilateral. Nas pacientes de grau histolégico G3 preconiza-se o
tratamento cirdrgico com histerectomia radical, incluindo remog¢ao do paramétrio e
terco superior da vagina, além de linfadenectomia pélvica bilateral (ZAINO, 2009). E
controversa a pratica da linfadenectomia de rotina nas pacientes que nao se
encontram no grupo de risco para acometimento linfonodal (KWON, 2009;
PRISTAUZ, 2009). Aproximadamente 25% das pacientes tratadas para o adenocarcinoma

de endomeétrio precoce evoluirdo com recidiva tumoral (MORROW, 1991).

1.2. Fatores prognhdsticos no adenocarcinoma de endométrio

O estadiamento tumoral, o tipo histolégico, o grau de diferenciacédo, a
profundidade de invasdo miometrial, a idade da paciente, a citologia peritoneal e a
disseminagao extrauterina da doenga sao fatores progndsticos (GOIS, 1993;
SIDAWAY, 1992; ZAINO, 1994; YURA, 1996). Estes fatores sdo importantes para a
definigdo terapéutica, incluindo a extensdo da cirurgia primaria e necessidade de

tratamento adjuvante (WILSON, 1990).

1.2.1. Tipo histolégico

O adenocarcinoma de endométrio é classificado histologicamente segundo a

linha de diferenciacdo da célula neoplasica em proliferacdo: endometridide
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(corresponde a 85-95%), mucinoso, de células claras, seroso papilifero, epiderméide
e indiferenciado (WILSON,1990). Os subtipos histolégicos nao-endometridides
possuem maior risco de recorréncia e disseminagdo a distancia (WILSON, 1990;

DISAIA, 1985)

1.2.2. Grau de diferenciacao

O grau de diferenciagdo tumoral esta associado ao prognodstico. Apesar de
existirem critérios bem estabelecidos para a determinacdo desse achado
histopatolégico, a interpretagdo pode ser subjetiva. O sistema de classificagao
histolégica do grau de diferenciagdo mais amplamente utilizado para
adenocarcinomas de endométrio € o sistema da Federagdao Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO), proposto em 1988 (DISAIA, 1985; AYHAN,

2003).

1.2.3. Infiltracdo miometrial

A profundidade da infiltragdo miometrial € um fator prognéstico associado a
disseminagao tumoral e progndstico. Associa-se com o grau de diferenciagdo da
lesdo, presencga de recidivas ou metastases linfonodais e com a sobrevida. A
invasdo miometrial € um indicador de um pior comportamento bioldgico (IZADI-
MOOD, 2010). A medida que o tumor invade a metade externa do miométrio, o
acometimento do sistema linfatico € mais provavel e, consequentemente, a

disseminagao do tumor. A sobrevida em 5 anos reduz de 80-90% para 60% com a
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presenca de invasdo profunda do miométrio (LUTZ, 1978; KAKU, 1994; IZADI-

MOOD, 2010).

1.2.4. Metastase linfonodal

O acometimento de linfonodos reduz a sobrevida, sendo o fator prognéstico
mais importante nas pacientes com estadio inicial. O acometimento linfonodal
aumenta em 6 vezes a probabilidade de recorréncia. A sobrevida em 5 anos reduz
de 90% para 54% com a presenga de metastase linfonodal (LURAIN, 1991;

MORROW, 1991; ZAINO, 2009; PRISTAUZ, 2009).

1.2.5. Citologia peritoneal

Existem controvérsias quanto a considerar a citologia um fator prognéstico
significante. Se a doenga esta limitada ao utero, citologia peritoneal positiva néo
seria um fator negativo no prognéstico. Os trabalhos apresentam resultados variados
no que diz respeito a recorréncia e citologia peritoneal positiva (EBINA, 1997;
LURAIN, 1991; ZAINO, 2009). A taxa de sobrevida em 5 anos para mulheres com
citologia peritoneal positiva sem comprometimento extrauterino € de 80-90%

(ZAINO, 2009).

1.2.6. Invasao do espaco linfovascular

No estadio |, a invasdo vascular linfatica esta associada a recidiva

independente dos outros parametros avaliados. A sobrevida em 5 anos reduz em



19

torno de 20% com a presenga de invasao vascular nos tumores endometridides

(ABELER, 1984; STEFASSON, 2004; YAMASAWA, 2001)

1.3. Classificacao histoldgica do grau de diferenciacédo tumoral

Com o objetivo de melhorar o valor prognéstico da classificagao histolégica do
grau de diferenciagdo do adenocarcinoma de endométrio varios autores tém
proposto sistemas alternativos de classificagdo nos ultimos anos, muitos de
classificagao binaria (ZAINO, 2009). Todos os sistemas de classificagdo mostram
reprodutibilidade de boa a moderada, ndao estando claro ainda se algum destes se
sobressai ao atualmente usado quanto a reprodutibilidade, facilidade de execucgao e

utilidade prognéstica (ZAINO, 2009; AYHAN, 2003).

1.3.1. Classificacao da FIGO

O sistema FIGO de classificagado do grau de diferenciacao € o adotado para
adenocarcinomas de endométrio de tipo histolégico endometridide, baseado
primariamente na extensdo de componentes solidos ndo escamosos da neoplasia e,
secundariamente na atipia nuclear (CREASMAN, 1989; ZAINO, 2009; ALKUSHI,
2005; AYHAN, 2003).

Ha varias caracteristicas deste sistema que o tornam complicado de
caracterizar na pratica diaria do patologista. E dificil determinar se o padrdo de
crescimento solido é devido a elementos escamosos, se o crescimento sélido ndo

escamoso representa menos ou mais do que 5% da extensao da neoplasia e definir
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0 que constitui importante atipia nuclear é subjetivo (LAX, 2000; ALKUSHI, 2005;
AYHAN, 2003).

A dimensao de tais dificuldades ndo é bem conhecida, pois existem poucos
estudos sobre a reprodutibilidade interobservador do sistema FIGO de classificagao
do grau de diferenciagao histolégico para adenocarcinomas de endométrio, com
reprodutibilidade descrita no maximo moderada (ZAINO, 2009; LAX, 2000; TAYLOR,
1999). Neste contexto, outros sistemas alternativos de graduagao histolégica de

adenocarcinoma de endométrio tém sido propostos.

1.3.2. Classificacao da FIGO modificada

Foi proposta a combinagao dos graus 1 e 2 da FIGO para classificagao do
adenocarcinoma de endométrio (graus 1 e 2 versus grau 3), referindo elevada
significancia progndstica com a vantagem adicional de ser reprodutivel e familiar a
maioria dos patologistas. O primeiro grupo deve ser considerado como de baixo grau
e o0 segundo grupo como de alto grau (ALKUSHI, 2005; SCHOLTEN, 2004;

TAYLOR, 1999).

1.3.3 Classificacao de LAX

Foi proposto um sistema de graduagdo que estratifica os adenocarcinomas
endometridides de endométrio em dois graus: baixo e alto. Esta estratificagdo binaria
€ baseada na presencga de padrdo de crescimento sdlido (escamoso ou n&o) em
mais de 50 % da neoplasia, presenga de necrose tumoral e padrdo de crescimento

miometrial infiltrativo (LAX, 2000; ALKUSHI, 2005).



21

Este sistema é mais facil de realizar, pois nao inclui avaliagdo nuclear e
permite ao patologista classificar a neoplasia no pequeno aumento microscépico (40
X) (LAX, 2000; ALKUSHI, 2005). A limitagdo do uso deste sistema é a sua
inaplicabilidade a espécimes obtidos de curetagem uterina e bidpsia. Uma vez que
neste tipo de material nao é possivel avaliar o padrdo de mioinvasao da neoplasia,

se infiltrativo ou compressivo (ALKUSHI, 2005).

1.3.4. Classificacdo de ALKUSHI

Proposta uma classificagdo do grau de diferenciagcao tumoral que avaliara trés
parametros: o padrdo de crescimento sélido ou papilifero, indice mitético, atipia
nuclear (ALKUSHI, 2005).

Trata-se de um sistema trabalhoso, com reprodutibilidade e valor progndstico
controversos na literatura, no qual a contagem de mitoses € realizada em cinco
séries de 10 campos de grande aumento. A contagem mais elevada obtida nestas
cinco séries é entdo documentada (ZAINO, 1994; HACHISUGA, 1997; MITTAL,

1988; NIELSEN, 1991).

1.4. Proliferacéo celular

O processo de carcinogénese implica, entre outros fatores, a aquisicdo de
alelos mutantes de genes supressores de tumor, aumento na proliferagao celular e
necessidade de angiogénese para o crescimento tumoral (HAHN, 2002). Em
decorréncia dessas alteracdes, funcdes celulares que, normalmente, estariam sob

controle, passam a ser exercidas de maneira desordenada, resultando na expressao
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exagerada de algumas proteinas responsaveis pela proliferacao celular (HANAHAN,
2000; STEWART, 2003; HAHN, 2002). As células em proliferacdo expressam em
seus nucleos uma proteina nao-histénica de meia-vida curta, chamada Ki-67. Essa
proteina esta presente em todos os estagios do ciclo celular, exceto na fase GO, e é
utilizada como marcador de proliferagédo celular (DABBS, 2002).

O grau de diferenciagdo tumoral no adenocarcinoma de endométrio € um
importante fator prognéstico utilizado para definicao terapéutica. Apesar de existirem
critérios bem estabelecidos para a determinacdo desse achado histopatoldgico, a
interpretacdo pode apresentar algum grau de subjetividade. Dessa forma, a
avaliagcao da confiabilidade na determinagao do grau de diferenciagdo pode auxiliar

na tomada de decisbes no adenocarcinoma de endométrio.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
- Avaliar diferentes classificagdes histolégicas do grau de diferenciacdo no

adenocarcinoma de endométrio.

Objetivos Especificos

- Avaliar a concordancia intra e interobservador do grau de diferenciagao
tumoral nas diferentes classificagoes histolégicas em mulheres com adenocarcinoma
de endométrio.

- Avaliar a associagdo do grau de diferenciacdo tumoral nas diferentes
classificagdes histolégicas com o estadiamento tumoral e proliferagdo celular em

mulheres com adenocarcinoma de endométrio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram estudadas amostras de tumor de 70 mulheres com adenocarcinoma de
endométrio submetidas a tratamento cirurgico (FIGURA 1). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais -
UFMG (Parecer n. ETIC 186/09 — Anexo |) e foi aprovado no CIPAX - Laboratério de
Medicina Diagnodstica de Sdo José dos Campos. As pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido da paciente, de acordo com a Resolugao n. 196/96
do Conselho Nacional de Saude. O estadiamento do adenocarcinoma de endométrio
foi realizado de acordo com as recomendacdes da FIGO (Federagao Internacional
de Ginecologia e Obstetricia, 1988).

Foram incluidas as pacientes com confirmagdo histolégica de
adenocarcinoma tipo endometridide de endométrio, submetidas a cirurgia sem
radioterapia e/ou quimioterapia prévia e cujos blocos de parafina estavam em boas
condicbes para confeccdo de ladminas com qualidade adequada para analise

histoldgica.
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Avaliagdo de 70 pacientes para confirmacéao histologica (HE)

Adenocarcinoma de endomeétrio do tipo endometridide

A\ 4

A 4

Classificagao do grau de
diferenciacao tumoral nas quatro
classificagcdes propostas pelo
observador A

l

Avaliacao do indice de
proliferacao celular (ki-67) por
imunoistoquimica nas amostras
de adenocarcinoma de
endométrio

Classificagado do grau de
diferenciagao tumoral nas quatro
classificagcbes propostas pelo
observador B

'

Segunda classificagdo do grau de
diferenciacao tumoral nas quatro
classificacdes propostas pelo
observador A

'

Segunda classificagdo do grau de
diferenciacao tumoral nas quatro
classificagcbes propostas pelo
observador B

,

Interpretacéo dos resultados

FIGURA 1 - Fluxograma esquematico do delineamento do estudo.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Laminas histolégicas de encaminhamento

Do material emblocado em parafina, foram obtidos cortes histoldgicos por
meio de micrétomo manual com espessura de 4 micrOmetros (um), que foram
depositados em banho-maria a 37°C e posteriormente distendidos em |aminas para
coloragdo com HE. A rotina para a coloragdo do material pela HE obedeceu a
desparafinizagao e hidratagcdo dos cortes, imersdo em hematoxilina de Harris por 2
minutos e contracoloragdo em eosina. Foram obtidos cortes histologicos dos

mesmos blocos de parafina para posterior imunoistoquimica.

3.2.2. Coleta de dados

Os dois patologistas envolvidos no estudo tém formagdo em Anatomia
Patologica e atuam em diferentes centros de referéncia em oncologia ginecologica.
Esses profissionais foram previamente treinados para a avaliagdo do grau de
diferenciagao histolégica nas quatro classificagées utilizadas no estudo, tiveram
acesso as mesmas referéncias da literatura para padronizacédo das classificagoes e
houve oportunidade de contato entre eles para esclarecimento de eventuais duvidas.

Foram analisadas as laminas histologicas coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE), procedendo-se a confirmagao da histologia. Nenhuma
lamina foi considerada inadequada para analise. Com o objetivo de se evitar o
cansago visual e minimizar a tendéncia natural de se dedicar maior atencédo as

primeiras laminas, prejudicando a interpretagdo das ultimas, as analises foram feitas
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em trés tempos. Sendo cada tempo de no maximo 25 laminas, com ordem de
observacao aleatoria.

As laminas foram codificadas por meio de numeracdo sequencial. Os
patologistas nao tinham conhecimento dos laudos dos exames, bem como de
informacgdes clinicas da paciente. Todos os dados clinicos e anatomopatolégicos
foram registrados em uma ficha numerada, especialmente elaborada para este
estudo.

Cada observador reavaliou todas as laminas apés um periodo minimo de dois
meses a partir de sua ultima analise. Nenhum observador teve conhecimento dos
valores anotados pelo outro em qualquer etapa, ou de seus proprios valores no

momento da segunda etapa.

3.2.3. Analise pelos patologistas

As laminas coradas por HE foram entregues a cada um dos dois patologistas
de cada vez, denominados de A e B. A leitura das |aminas foi realizada pelos dois
examinadores, de maneira cega, em microscopio optico. Cada patologista registrou,
para cada lamina, as quatro classificagbes histologicas do grau de diferenciagao
tumoral propostas.

ApOs a primeira avaliagdo de todas as laminas, realizadas pelos patologistas,
elas foram novamente entregues aos mesmos patologistas, a fim de que eles

realizassem uma nova avaliagao.
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3.2.4. Classificacéo do grau de diferenciacéo: tumoral

3.2.4.1. Classificacado de FIGO

o Adenocarcinoma bem diferenciado (G1): tumores que apresentem padrao de
crescimento sélido n&o-escamoso correspondendo a area inferior a 5% da
neoplasia. Por fim, as neoplasias que demonstrem predominio de crescimento solido
(mais do que 50% da extensao neoplasica) sao classificadas como grau 3. (Figura
2)

o Adenocarcinoma moderadamente diferenciado (G2): Tumores que
apresentam padrao solido ndo escamoso de crescimento superior a 5% e inferior a
50% da area tumoral séo classificados como de grau 2 arquitetural. (Figura 3)

o Adenocarcinoma pouco diferenciado (G3): as neoplasias que demonstrem
predominio de crescimento sdlido (mais do que 50% da extensédo neoplasica) sao
classificadas como grau 3. (Figura 4)

o Tumores arquiteturalmente classificados em graus 1 ou 2 sdo elevados a

graus 2 ou 3, respectivamente, se atipia nuclear intensa estiver presente.

A classificagédo histolégica do grau de diferenciacdo de adenocarcinomas de
endomeétrio, baseada nas alteragdes nucleares, € utilizada como critério secundario

na classificagdo da FIGO (ZAINO, 1995).
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FIGURA 2 - Fotomicrografias de adenocarcinoma endometridide bem diferenciado

(G1) na classificagdo de FIGO corado por Hematoxilina e Eosina

Nota: Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO).
A - aumento 40X; B — 100X; C- 200X; D — 400X
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FIGURA 3 - Fotomicrografias de adenocarcinoma endometriéide moderadamente

indiferenciado (G2) na classificacdo de FIGO corado por Hematoxilina e Eosina

Nota: Federagéao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO).
A - aumento 40X; B — 100X; C- 200X; D — 400X
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FIGURA 4 - Fotomicrografias de adenocarcinoma endometriéide pouco diferenciado
(G3) pela classificagdo da FIGO corado por Hematoxilina e Eosina

Nota: Federacgao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO).
A - aumento 40X; B — 100X; C - 200X; D — 400X
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3.2.4.2. Classificagao de FIGO modificada

o Adenocarcinoma de baixo grau: corresponde aos casos de
adenocarcinoma de endomeétrio G1 ou G2 pela classificacdo da FIGO.
o Adenocarcinoma de alto grau: corresponde aos adenocarcinomas

classsificados como G3 pela classificagédo FIGO.

3.2.4.3. Classificacdo de LAX

o Adenocarcinomas de baixo grau: adenocarcinomas que apresentem no

maximo um dos seguintes critérios:

1) presenca de padréao de crescimento sélido (escamoso ou ndo) em mais de
50% da neoplasia;

2) presenga de necrose tumoral;

3) padrao infiltrativo de crescimento miometrial. Se a neoplasia for restrita ao
endomeétrio, o critério 3 ndo pode ser avaliado. Neste caso, a neoplasia é de baixo

grau se apresentar no maximo um dos dois critérios restantes avaliaveis (1 e 2).

o Adenocarcinomas de alto grau: deve apresentar pelo menos dois
destes trés critérios histologicos. Se a neoplasia for restrita ao endométrio, o critério
3 ndo pode ser avaliado. Neste caso a neoplasia € de alto grau se apresentar os

dois critérios restantes avaliaveis (1 e 2).
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3.2.4.4. Classificagao de ALKUSHI

o Adenocarcinomas de baixo grau: neoplasias que apresentam no

maximo um dos seguintes critérios:

1) padrao de crescimento predominantemente sélido ou papilifero;
2) indice mitotico maior ou igual a 6 mitoses por 10 campos microscopicos de
grande aumento;

3) atipia nuclear intensa.

° Adenocarcinomas de alto grau: neoplasias que apresentam pelo menos

dois dos critérios acima.

3.2.5. Avaliacao da expresséao da proteina ki-67

O indice de proliferacéo celular (ki-67) foi avaliado em cortes histolégicos pela
técnica de imunoistoquimica nas amostras de adenocarcinoma de endométrio
(Figura 6). Foi empregado um anticorpo primario policlonal anticoelho contra
antigeno nuclear presente em fase de proliferacdo (DAKO Corporation), na diluigéo

1:100.

3.2.5.1. Técnica da Imunoistoquimica

As reagdes de imunoistoquimica foram realizadas por meio da técnica da

streptavidina-biotina-peroxidase (Figura 6). Nesta técnica o tecido € incubado com



um anticorpo primario (mono ou policlonal) especifico para a proteina em estudo.
Em seguida, aplica-se um anticorpo secundario (que tem o anticorpo primario como
alvo) previamente ligado a uma molécula de biotina. A streptavidina atua como
amplificador de efeito, pois cada molécula de streptavidina que se acopla a biotina
do anticorpo secundario liga-se simultaneamente a trés outras moléculas de biotina
conjugadas a peroxidase. A peroxidase atua sobre um corante especial e os sitios
antigénicos ficam corados de forma estavel, geralmente em tonalidade castanha.

(Figura 5)

Anticorpo secundério

Anticorpo primério

Antigeno

FIGURA 5 - Representagdo esquematica do principio da imunohistoquimica pelo
método da streptavidina-biotina-peroxidase. Observa-se o efeito amplificador da
streptavidina (A) que se liga a biotina (B) do anticorpo secundario e a outras trés
moléculas de biotina. A peroxidase (P) reage com a 3,3’-diaminobenzidina (DAB)

corando os sitios antigénicos.
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1. Desparafinizar e reidratar os cortes:
Cortes histoldgicos de 4 um de espessura foram desparafinizados em trés banhos de xilol
e reidratados em cadeia descendente de etanol. Para a remogéo do pigmento formdlico,
os cortes foram imersos por 10 minutos em solugéo de hidroxido de amdnio a 10% em
etanol a 95% e em seguida, lavados em sete banhos de agua destilada.

2 . Recuperacdo antigénica:
Foi realizada com o tampao 1.0mM EDTA pH 8.0 por 30 minutos em uma panela de vapor
(Cuisinart). Para a inibigdo da peroxidase enddgena, os cortes passam por dois banhos de 5
minutos em solucao de perdxido de hidrogénio a 3%, sendo posteriormente lavados em cinco
banhos de agua destilada.

Cada um dos procedimentos a seguir foi precedidos por 3 lavagens de

5 minutos em solucdo tamp&o de TRIS-HCL.

3. Incubar com anticorpo primério:
Os cortes foram incubados com anticorpo primario policlonal anticoelho na diluicdo de 1:100
em solugao proépria para diluir anticorpo (Dako, USA) por 12 horas a 4°C.

’

4, Incubar com o anticor po secundério biotinilado:

Foram utilizados o anticorpo secundario € o complexo terciario pertencentes ao Kit LSAB Plus
Peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, USA). Inicialmente, os casos foram incubados com
o anticorpo secundario biotinilado polivalente durante 30 minutos a temperatura ambiente.

’

5. Aplicar o complexo streptavidina-biotina-per oxidase:
Sequencialmente foi feita incubagdo com o complexo streptavidina-peroxidase durante 30
minutos.

6. Corar os sitios antigénicos com DAB:

A reacéo foi revelada pelo emprego de solu¢do cromégena diaminobenzidina em p6 (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) associada a peréxido de hidrogénio 3%. Os cortes foram
incubados por 6 minutos, sendo ent&o lavados por 5 banhos de agua destilada.

A 4

7. Contracoloracdo:
Foi feita em solugdo de hematoxilina de Mayer por 1 minuto.
As laminas foram ent&o lavadas por 5 minutos em agua corrente.

1. Montagem das laminas:
Desidratadas em solugdes com concentragdes crescentes de etanol sucessivos de alcool,
diafanizadas em xilol e montadas em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).

FIGURA 6 - Fluxograma do protocolo basico de imunoistoquimica pelo método da

streptavidina-biotina-peroxidase para detecgao da expressao da proteina Ki-67.
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3.2.5.2. Interpretacdo das reacdes de imunoistoquimica

A analise da imunolocalizacdo foi realizada utilizando-se um reticulo de
contagem para delimitagao de campos em um microscépio de luz (Modelo KF2, Zeiz,
GE), sob aumento de 400x.. Em cada campo, delimitado pelo reticulo de contagem,
foi mensurado o numero total de células e o numero de células positivas para a
proteina ki-67. Foram consideradas positivas as células que apresentaram nucleo
com coloragdo castanha, como resultado da precipitagdo do cromoégeno
diaminobenzidina, independentemente da intensidade da coloragdo. Em cada campo
avaliado, foram quantificados o numero total de células epiteliais e o numero de
células positivas. A partir dos dados obtidos pela avaliagao de todos os campos, foi

calculado o indice de marcacgao pela formula:

indice de marcacdo = soma do nimero de células positivas nos campos x 100

soma do numero total de células nos campos

O indice de marcacéao indica, portanto, a percentagem de células positivas
sobre o numero total de células do campo avaliado.

As reagdes foram avaliadas por um unico patologista, sem o conhecimento
prévio da classificagdo do grau histologico, para aumentar a objetividade. As
pacientes cujas laminas tiveram imunoistoquimica inadequada para analise foram

excluidas nesta etapa do estudo.
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FIGURA 7 - Fotomicrografia de adenocarcinoma endometrial e expressao da

proteina ki-67 em 10% dos nucleos (IHQ)

Nota: A - aumento de 200X; B — aumento de 400X
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FIGURA 8 - Fotomicrografia de adenocarcinoma endometrial e expressdo da
proteina ki-67 em 50% dos nucleos (IHQ)

Nota: A - aumento de 200X; B — aumento de 400X
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FIGURA 9 - Fotomicrografia de adenocarcinoma endometrial e expressao da
proteina ki-67 em 75% dos nucleos (IHQ)

Nota: A - aumento de 200X; B — aumento de 400X



FIGURA 10 - Fotomicrografia de adenocarcinoma endometrial e expressao da

proteina ki-67 em 90% dos nucleos (IHQ)

Nota: A - aumento de 200X; B — aumento de 400X
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3.3. Anélise estatistica

Os dados recebidos foram digitados em banco de dados em Excel, sendo
utilizado o programa SPSS para Windows versao 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA) para analise estatistica.

Calculou-se o kappa para quantificar as variagdes intra e interobservador dos
achados. O kappa é uma medida de concordancia interobservador que avalia o grau
de concordancia além do que seria esperado tao-somente pelo acaso. Esta medida
de concordancia tem como valor maximo o 1, em que este valor representa total
concordancia e os valores proximos e até abaixo de 0 indicam nenhuma
concordancia, ou a concordancia foi exatamente a esperada pelo acaso. Com o
emprego deste teste, cinco possibilidades de acordo entre diferentes leituras
poderiam ser obtidas: excelente (0,81-1,00), muito bom (0,61-0,80), moderado (0,41-
0,60), regular (0,21-0,40) e fraco (0,01-0,20) (LAX, 2000; KAPUCUOGLU, 2008;
SAGAE, 2004).

Os resultados obtidos na primeira avaliagdo feita por um patologista foram
comparados com os obtidos na segunda analise pelo mesmo profissional, para que
fosse observado o grau de concordancia (concordancia intraobservador).
Compararam-se os laudos das analises dos patologistas A e B (concordancia
interobservador).

As diferengas entre os grupos foram feitas pelo teste do Qui-quadrado
(estadiamento); t de Student ou ANOVA (proliferagéo celular), conforme indicados. O

valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais da amostra

A idade das pacientes variou de 30 a 86 anos (média de 62,92 anos; erro
padrao da média 1,64). O estadiamento clinico-cirurgico (FIGO) foi IA em 42 (60%)
pacientes, IB em 19 (27,1%), IIA em 3 (4,3%), IIB em 1 (1,4%), IlIA em 4 (5,7%) e

NIC em 1 (1,4%).



4.2. Comparacao intraobservador avaliando a classificagcédo de FIGO

Conforme mostra a Tabela 1 houve uma concordancia moderada observada
entre as duas avaliacdes realizadas pelo observador A e pelo observador B, com um

indice de kappa de 0,469 e de 0,538.

TABELA 1 - Achados obtidos na primeira e segunda avaliagdes do observador A e B

(avaliagao intraobservador) de acordo com o grau histolégico na classificagdo da

FIGO.
FIGO
22 avaliacao
Grau 1 Grau 2 Grau 3
Observador A
Grau 1 30 5 3
12 avaliagéo Grau 2 8
Grau 3 2 4 10
Observador B
Grau 1 14 11
2% avaliagcéo Grau 2 4 21
Grau 3 1 0 14

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
Observador A k = 0,469
Observador B k = 0,538

...... Média k= 0,503



4.3. Comparagcédo intraobservador avaliando a classificacdo de FIGO

modificada

Como ilustra a Tabela 2 houve uma concordancia muito boa entre as duas
avaliagdes realizadas pelo observador A e pelo observador B, com um indice de

kappa de 0,661 e 0,768, respectivamente.

TABELA 2 - Achados obtidos na primeira e segunda avaliagdes do observador A e B
(avaliagao intraobservador) de acordo com o grau histolégico na classificagdo da

FIGO MODIFICADA.

FIGO modificada

22 avaliacao
Baixo Grau Alto Grau
Observador A
Baixo grau 51 3
12 avaliagao
Alto Grau 5 11
Observador B
Baixo Grau 50 1
12 avaliacao
Alto Grau 5 14

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
Observador A k = 0,661
Observador B k =0, 768

...... Média k=0,714



4.4. Comparacao intraobservador avaliando a classificagcédo de LAX

Houve uma concordancia moderada entre as duas avaliagdes realizadas pelo
observador A e pelo observador B, com um indice de kappa de 0,496 e 0,466,

respectivamente. (Tabela 3)

TABELA 3 - Achados obtidos na primeira e segunda avaliagdes do observador A e B

(avaliagao intraobservador) de acordo com o grau histolégico na classificagdo da

LAX.
LAX
22 avaliacao
Baixo Grau Alto Grau
Observador A
Baixo grau 49 3
12 avaliagao
Alto Grau 9 9
Observador B
Baixo Grau 44 2
12 avaliacao
Alto Grau 13 11

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
Observador A k = 0, 496
Observador B k = 0, 466
...... Média k= 0,481
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4.5. Comparagéo intraobservador avaliando a classificagdo de ALKUSHI

Houve uma concordancia moderada entre as duas avaliagdes realizadas pelo
observador A, com um indice de kappa de 0,528 e uma concordancia muito boa
entre as duas avaliagdes realizadas pelo observador B, com um indice de kappa de

0,736. (Tabela 4).

TABELA 4 - Achados obtidos na primeira e segunda avaliagdes do observador A e B

(avaliagao intraobservador) de acordo com o grau histolégico na classificagdo da

ALKUSHI.
ALKUSHI
22 avaliacao
Baixo Grau Alto Grau
Observador A
Baixo grau 42 10
12 avaliagao
Alto Grau 4 14
Observador B
Baixo Grau 36 5
12 avaliacao
Alto Grau 4 25

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
Observador A k =0,528
Observador B k = 0,736

...... Média k= 0,632
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4.6. Comparacao interobservador avaliando a classificagédo de FIGO

Como ilustra a Tabela 5, houve uma concordancia regular entre as duas
primeiras e as duas segundas avaliagdes realizadas pelos observadores A e B, com

um indice de kappa de 0,271 e 0,343, respectivamente.

TABELA 5 - Achados obtidos nas duas primeiras e nas duas segundas avaliagdes
dos observadores A e B (avaliagdo interobservador) de acordo com o grau

histolégico na classificagao da FIGO.

FIGO
Observador B
Grau 1 Grau 2 Grau 3
12 avaliagao
Grau 1 14 21
Observador A Grau 2
Grau 3 0 3 13
22 avaliagao
Grau 1 21 15
Observador A Grau 2 3 11
Grau 3 1 4

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
12 avaliagdo k = 0,271
2% avaliacdo k = 0,343

...... Média k= 0,307



4.7. Comparagdo interobservador avaliando a classificacdo de FIGO

modificada

Houve uma concordancia muito boa observada entre as duas primeiras
avaliagdes realizadas pelos observadores A e B, com um indice de kappa de 0,661.
Houve uma concordancia moderada observada entre as duas segundas avaliagbes

realizadas pelos observadores A e B, com um indice de kappa de 0,522. (Tabela 6)

TABELA 6 - Achados obtidos nas duas primeiras e nas duas segundas avaliagdes
dos observadores A e B (avaliagdo interobservador) de acordo com o grau

histolégico na classificagao da FIGO MODIFICADA.

FIGO MODIFICADA
Observador B

Baixo Grau Alto Grau
12 avaliagao
Baixo grau 48 6
Observador A
Alto Grau 3 13
22 avaliagao
Baixo Grau 50 6
Observador A
Alto Grau 5 9

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
12 avaliagéo k =0, 661
22 avaliagdo k = 0, 522

...... Média k= 0,591
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4.8. Comparacgéo interobservador avaliando a classificagdo de LAX

Como mostra a Tabela 7 houve uma concordancia regular (kappa de 0,258)
entre as duas primeiras avaliagdes realizadas pelos observadores A e B e uma
concordancia moderada (kappa de 0,465) entre as duas segundas avaliagdes

realizadas pelos observadores A e B.

TABELA 7 - Achados obtidos nas duas primeiras e nas duas segundas avaliagdes
dos observadores A e B (avaliagdo interobservador) de acordo com o grau

histolégico na classificagao de LAX.

LAX
Observador B
Baixo Grau Alto Grau
12 avaliagao
Baixo grau 38 14
Observador A
Alto Grau 8 10
22 avaliagao
Baixo Grau 52 6
Observador A
Alto Grau 5 7

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
12 avaliagao k =0,258
22 avaliagao k = 0,465

...... Média k= 0,361
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4.9. Comparacéo interobservador avaliando a classificagdo de ALKUSHI

Como mostra a Tabela 8 houve uma concordancia regular entre as duas
primeiras e as duas segundas avaliagdes realizadas pelos observadores A e B, com

um indice de kappa de 0,283 e de 0,402, respectivamente.

TABELA 8 - Achados obtidos nas duas primeiras e nas duas segundas avaliagdes
dos observadores A e B (avaliagdo interobservador) de acordo com o grau

histolégico na classificagao de ALKUSHI.

ALKUSHI
Observador B
Baixo Grau Alto Grau
12 avaliagao
Baixo grau 35 17
Observador A
Alto Grau 6 12
22 avaliagao
Baixo Grau 33 13
Observador A
Alto Grau 7 17

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa
12 avaliagéo k =0, 283
22 avaliacao k = 0, 402

...... Média k= 0,342
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4.10. Comparacao entre as concordancias intra e interobservador nas quatro

classificacdes propostas

Das quatro andlises realizadas pelos patologistas A e B obteve-se um

resultado unico do grau de diferenciagdo em cada uma das quatro classificagcoes

propostas, que foram denominadas classificacdo definitiva. Foi considerada a

classificacao definitiva de cada paciente aquela em que houve concordancia em trés

ou mais avaliagoes. As pacientes nas quais houve concordancia menor ou igual a

dois foram consideradas “sem concordancia”. A analise da concordancia do grau de

diferenciacao tumoral esta descrita na Tabela 9.

TABELA 9 — Descricdo das concordancias intra e interobservador nas quatro

classificagdes propostas

Classificagao Concordancia n Percentagem
FIGO sem concordancia 20 28,6%
Grau 1 25 35,7%
Grau 2 13 18,6%
Grau 3 12 17,1%
FIGO sem concordancia 6 8,6%
MODIFICADO Baixo grau 52 74,3%
Alto grau 12 17,1%
LAX sem concordancia 9 12,9%
Baixo grau 51 72,9%
Alto grau 10 14,3%
ALKUSHI sem concordancia 12 17,1%
Baixo grau 40 57,1%
Alto grau 18 25,7%
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A comparacgao da reprodutibilidade das diversas classificagbes propostas no
estudo mostrou uma melhor concordancia da FIGO modificada. A Tabela 10

sumariza os resultados obtidos nas diversas avaliagdes.

TABELA 10 — Valores de kappa (comparagao intra e interobservador) obtidos nas

diversas classificagdes do grau histolégico

Valor de kappa

Intraobservador Interobservador
A B Média 1 2 Média
avaliacdo avaliacdo

FIGO 0,469 0,538 0,503 0,271 0,343 0,307
FIGO 0,661 0,768 0,714 0, 661 0,522 0,591
MODIFICADA
LAX 0,496 0, 466 0,481 0,258 0,465 0,361
ALKUSHI 0,528 0,736 0,632 0,283 0, 402 0,342

Nota: a concordancia foi avaliada pelo teste de Kappa, sendo:
excelente (0,81-1,00)
muito bom (0,61-0,80)
moderado (0,41-0,60)
regular (0,21-0,40)
fraco (0,01-0,20)
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4.11. Associacdo das diversas classificacfes histoléogicas do grau de

diferenciacdo com o estadiamento do adenocarcinoma de endométrio

A associacdo da classificagdo histolégica definitiva de cada uma das

classificagdes propostas com o estadiamento esta demonstrada na Tabela 11.

TABELA 11 — Associacdo da classificacdo histolégica com o estadiamento das

pacientes
Classificagao Estadiamento p
1A Maior IB
FIGO
G1 16 9
(55,2%) (45,0%)
G2
/ 5 0,663
(24,1%) (25,0%)
G3 6 6
(20,7%) (30,0%)
FIGO modificado
Baixo grau 31 21
(83,8%) (77,8%)
Alto grau 6 6 0,370
(16,2%) (22,2%)
LAX
Baixo Grau 31 20
(86,1%) (80,0%) 0.402
Alto Grau 5 5 '
(13,9%) (20,%)
ALKUSHI
Baixo Grau 24 16
(70,6%) (66,7%) 0,101
Alto Grau 10 8
(29,4%) (33,3%)

Nota: analise com o teste do qui-quadrado



4.12. Associacao da classificagdo histoldogica com a proliferacao celular (ki-67)

A associagao da classificagao histologica definitiva do grau de diferenciagéo
celular das quatro classificagcbes propostas com a proliferacdo celular esta
representada na Figura 11. A andlise foi feita por meio da percentagem de
expressao da proteina ki-67. Na representagao grafica esta representada a média

das percentagens em cada grau tumoral.



A p=0,039

75+
$ 50-
> T
©
o N

25-

0
G1 G2

C p=0,102

75-
$ 50-
N~
i —T—
X 254

0

Baixo grau

Alto grau

55

B p=0,017
75
$ 50
N~
i -
X 25
0
Baixo grau Alto grau
D 0= 0,039
75+
$ 50
N~
©
<  —
25
0
Baixo grau Alto grau

FIGURA 11 - Associagcdo da expressao da proteina Ki-67 no adenocarcinoma de

endométrio com o grau de diferenciacdo celular nas classificagbes da FIGO (A),

FIGO modificada (B), Lax (C) e Alkushi (D).

Nota: Valores de p foram calculados pelos testes de ANOVA e pelo teste do t-

student.

Apenas a coloracao nuclear foi considerada na quantificacdo da proteina Ki-67.
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5. DISCUSSAO

Desde 1930, ginecologistas que lidam com tumores femininos tentam definir
critérios precisos para facilitar o planejamento terapéutico das pacientes
oncoldgicas. O objetivo € obter uma terminologia e sistema de graduagao uniforme
capaz de avaliar apropriadamente o progndéstico e melhorar a comunicagao entre os
diversos profissionais envolvidos no tratamento destas pacientes (FIGO, 2009).

O presente estudo avaliou classificagbes histologicas do grau de
diferenciacdo do adenocarcinoma de endométrio, que apresenta implicacboes
progndsticas e terapéuticas. No entanto, essa determinacéo € usualmente realizada
por um unico profissional, estando sujeita a sua subjetividade, o que limita a
credibilidade do resultado obtido (SCHOLTEN, 2002). A classificagao da FIGO ¢é a
mais utilizada e apresenta uma reprodutibilidade de moderada a boa (LAX, 2000;
SCHOLTEN, 2002; ZAINO, 2009; KAPUCUOGLU, 2008; STEFANSSON, 2004;
ALKUSHI, 2005; ZAINO, 1996; TAYLOR, 1999; NIELSEN, 1991; FIGO, 2009). Por
esse motivo, outros sistemas de classificacdo foram propostos na tentativa de
melhorar a reprodutibilidade e capacidade progndstica desse achado histopatoldgico
(KAPUCUOGLU, 2008).

No atual estudo também se avaliou a expressdo da proteina Ki-67, visando
determinar outro possivel fator prognéstico no adenocarcinoma de endométrio.
Alguns sistemas de classificagdo do grau de diferenciagcédo histolégico, como o de
Alkushi, utilizam o indice mitético para identificar tumores de comportamento

biolégico menos favoravel, isto €, de pior prognéstico. Utilizar um marcador de
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proliferacdo celular, como o ki-67, seria uma forma indireta e mais confiavel para
avaliar o indice mito6tico.

O resultado das classificagées histolégicas do grau de diferenciagao, como
qualquer outro resultado que exija mensuracdo, apresenta variagdo em suas
medidas. A confiabilidade (reprodutibilidade) € definida como a capacidade de
concordancia dos resultados ao se repetir o procedimento ao longo do tempo ou ao
mesmo tempo por varios individuos. Ela pode ser avaliada pelo grau de
concordancia na analise de diferentes examinadores (concordancia interobservador)
ou na concordancia em diversas analises de um mesmo examinador (concordancia
intraobservador). Quanto maior a concordancia nas avaliagdes, mais confiavel sera
o resultado do método. Estudos avaliando a classificacdo histolégica dos
adenocarcinomas endometridides n&o conseguiram avaliar e propor uma
classificagdo que nao fosse influenciada pela subjetividade do avaliador e de boa
reprodutibilidade (SCHOLTEN, 2002; KAPUCUOGLU, 2008).

As limitagdes na reprodutibilidade da classificacdo do grau de diferenciagcao
celular podem interferir no diagndstico clinico, superestimando ou subestimando o
comportamento bioldgico do tumor e influenciando as decisdes terapéuticas. Varios
estudos avaliaram a concordancia intra e interobservador na determinagcéo deste
achado histopatologico (Tabela 12).

Lax (2000) prop6s uma classificacao binaria do grau de diferenciagao celular
no adenocarcinoma de endométrio. A comparacgao de sua classificagcdo com a FIGO
e grau nuclear mostrou um kappa na concordancia intraobservador de 0,79, 0,67 e
0,41; respectivamente. A concordancia interobservador nas trés classificacoes foi de
0,65; 0,55 e 0,22, respectivamente (LAX, 2000; ALKUSHI, 2005; KAPUCUOGLU,

2008).
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Uma avaliacdo de 800 pacientes foi realizada por 2 patologistas de centros
diagndsticos distintos usando as classificagdes da FIGO, FIGO MODIFICADA e de
LAX com concordancia interobservador (kappa) de 0,41; 0,58 e 0,39,
respectivamente (SCHOLTEN, 2004). Em um estudo foram avaliadas, por cinco
patologistas de um mesmo centro diagndstico, 200 pacientes com os seguintes
resultados de concordancia interobservador: kappa= 0,50 (FIGO); 0,57 (Lax); 0,23
(grau nuclear) e na comparagao intraobservador 0,62 (FIGO); 0,62 (Lax) e 0,43
(grau nuclear) (SAGAE, 2004)

Demczuk (2003) avaliou a concordancia interobservador por meio da analise
de 133 pacientes nas classificagdes da FIGO e Lax. Foram cinco patologistas
envolvidos no estudo, de um mesmo centro diagndstico, sendo dois sem experiéncia
em patologia ginecolégica. Os resultados foram melhores no grupo dos patologistas
com experiéncia ginecolégica (FIGO= 0,64-0,71; Lax= 0,91-0,92) do que nos de
pouco experiéncia (FIGO= 0,23-0,48; Lax= 0,21-0,57), mostrando a importancia da
experiéncia do patologista na interpretagdo do grau de diferenciagdo (DEMCZUK,
2003).

Alkushi (2005) propés outra classificagdo em 2005. Seu estudo comparou a
concordancia intra e interobservador da classificagdo proposta com a da FIGO, da
FIGO MODIFICADA e a de LAX obtendo valores de kappa na avaliacdo inter-
observador de 0,76 (Alkushi), 0,61 (FIGO), 0,71 (FIGO modificada) e 0,75 (Lax). Os
valores da comparacao intraobservador foram, respectivamente: 0,80; 0,73; 0,90 e
0,75 (ALKUSHI, 2005).

Um estudo retrospectivo avaliou 88 pacientes de adenocarcinoma

endometridide por dois patologistas para as classificagbes da FIGO, LAX e do grau
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nuclear tendo obtido resultados de reprodutibilidade interobservador (kappa 0,65,
0,67 e 0,09 respectivamente) (KAPUCUOGLU, 2008).

No estudo atual a classificacdo binaria da FIGO modificada apresentou a
melhor concordancia inter e intraobservador. Dessa forma, a substituicao do sistema
de classificacdo do grau de diferenciagao tradicional da FIGO pelo binario pode
implicar em uma melhor reprodutibilidade (SCHOLTEN, 2004). Outros estudos
obtiveram resultados semelhantes considerando os sistemas binarios menos
ambiguos por nao apresentar niveis intermediarios de classificacdo. Uma vez que o
prognéstico ndo é diferente para os graus 1 e 2, os sistemas binarios seriam
preferiveis ao sistema da FIGO, mais usado atualmente (GEMER, 2009;
SCHOLTEN, 2002).

A concordancia maior na classificacdo da FIGO modificada pode ter ocorrido
pela pouca familiaridade dos patologistas com as classificacées alternativas a da
FIGO. O prognéstico de pacientes em estadio Il e | € praticamente o mesmo
(sobrevida em 5 anos de 92% e 94%, respectivamente), o que justificaria a adogéo
do sistema binario (FIGO modificada), ao invés do tradicionalmente usado
(SCHOLTEN, 2004).

Comparando os valores de kappa do presente estudo aos previamente
relatados, obtivemos uma avaliagao intraobservador e interobservador abaixo da
descrita na maioria dos estudos. (Tabela 12). No estudo atual pretendeu-se avaliar a
concordancia intra e interobservador de dois patologistas de centros diagnésticos
diferentes, para ver se os critérios das classificacdes sao precisos e reprodutiveis
quando dois profissionais ndo tém a oportunidade de discutir suas duvidas
diariamente durante a avaliagdo. Um sistema de classificacdo tem que ser preciso,

pratico e reprodutivel para ser utii (SCHOLTEN, 2004). O treinamento dos



60

profissionais que lidam com a patologia oncolégica ginecoldgica € muito importante.
O atual estudo, em comparagédo com a literatura, sugere que este treinamento deve
ser longo e bem detalhado. Um patologista com pouca pratica nas classificagdes
pode dar oportunidade a resultados mais ambiguos do que o patologista experiente

nas classificagdes do grau histolégico.

TABELA 12 — Comparagao dos resultados intra e interobservador do grau

histolégico de diferenciagdo do adenocarcinoma de endométrio

FIGO FIGO Lax Alkushi Grau N

Modificada nuclear

Concordancia Inter-observador (Kappa)

Lax et al (2000) 0,55 NA 0,65 NA 0,22 141
Stefansson et al. (2004) 0,54 NA 0,63 NA NA 30
Scholten et al (2004) 0,41 0,58 0,39 NA NA 800
Sagae et al (2004) 0,50 NA 0,57 NA 0,23 200
Alkushi et al (2005) 0,61 0,71 0,75 0,76 NA 202
Kapucuoglu et al (2008) 0,67 NA 0,65 NA 0,09 88
Xavier et al. (Estudo atual) 0,30 0,59 0,36 0,34 NA 70

Concordancia Intra-observador (Kappa)

Lax et al (2000) 0,67 NA 0,79 NA 0,41 141
Sagae et al (2004) 0,62 NA 0,62 NA 0,43 200
Alkushi et al (2005) 0,73 0,90 0,75 0,80 NA 202
Xavier et al. (Estudo atual) 0,50 0,71 0,48 0,63 NA 70

Nota: NA — ndo avaliado. A concordancia inter e intra observador foi avaliada pelo teste de Kappa.
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Sagae (2004) relata associacao do grau de diferenciagao com o estadiamento
tumoral (SAGAE, 2004). O estudo atual ndo mostrou associagdao do grau de
diferenciagdo com o estadiamento tumoral da FIGO, mostrando que sao variaveis
independentes O Comité de Ginecologia Oncolégica da FIGO considera a
determinacdo do grau de diferenciagdo celular como parte integrante do
estadiamento do cancer de endométrio, o considerando um fator progndstico
independente (FIGO, 2009; CREASMAN, 2009).

O presente estudo mostrou associagdao do marcador de proliferagao celular
com o grau de diferenciagdo histolégica em trés das classificagdes histologicas
analisadas. Foi observado que o Ki-67 esta relacionado com o grau de diferenciagéao
tumoral, apresentando maior expressao nos tumores de mais alto grau, com maior
proliferacédo celular Outro estudo encontrou associacido da expressao do ki-67 com o
estadiamento e o grau histolégico (ZHU, 2009). O indice de proliferagao, avaliado
através da percentagem do ki-67, € considerado um fator prognéstico. As pacientes
com expressao do Ki-67 até 35% tiveram melhor taxa de sobrevida que as pacientes
com o indice de ki-67 acima de 35% (SUTHIPINTAWONG, 2008). Um outro estudo
retrospectivo avaliou a expressdo da proteina Ki-67 em pacientes com
adenocarcinomas endométridides de endométrio encontrando associagdo com o
grau de diferenciagdo. Tumores FIGO G3 tiveram em média 28% de expressao do
ki-67 e 15% em tumores FIGO G1-2. A proliferagédo celular tumoral, estimada pelo ki-

67, teve associagdo com a contagem de mitoses (STEFANSSON, 2004).

Consideracdes finais:
No futuro, sera importante que patologistas e ginecologistas discutam juntos e

treinem as classificagbes para minimizar a subjetividade e melhorar os resultados
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(ZAINO, 2009) Nao ha ainda um sistema de graduacao excelente do ponto de vista
de reprodutibilidade. Novos fatores preditivos devem ser discutidos para identificar
pacientes em risco de recorréncia e menor sobrevida (SCHOLTEN, 2002; ZAINO,
2009). Estudos com outros marcadores (angiogénese, receptores hormonais,
proliferagdo celular) junto aos classicamente usados para a definigdo prognéstica,
estudos com numero maior de pacientes, poderiam ser feitos na tentativa de se
obter uma avaliagdo mais precisa do grau de confiabilidade destas avaliagdes nas
pacientes com adenocarcinoma de endométrio (KAPUCUOGLU, 2008).

Este estudo mostra que apesar de diversos outros fatores progndsticos
estarem sendo estudados, parametros tradicionais como o grau de diferenciagéo
celular ainda devem ser bem pesquisados. Observou-se ainda que a proliferagao
celular (avaliada pela expressao do ki-67) € um importante fator prognéstico, sendo

mais preciso que a contagem de mitoses que pode ser de dificil realizagao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que:

e As classificagbes histoléogicas do grau de diferenciagdo tumoral no
adenocarcinoma de endométrio apresentam diferentes graus de subjetividade. A
classificagao binaria da FIGO modificada apresentou a melhor concordancia intra e

interobservador.

® O estadiamento tumoral ndo se associou com o grau de diferenciagao celular
no adenocarcinoma de endométrio. Tumores pouco diferenciados (FIGO) ou de alto
grau (FIGO MODIFICADA E ALKUSHI) apresentaram maior indice de proliferagéo

celular.
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 de maio de 2009, o projeto de pesqguisa intitulado "Estudo das
diferentes classificagGes histoldgicas do grau de diferenciagéo no
cancer de endométrio” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: cocpiprpg.utimg be
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II. Consentimento de pesquisa do CIPAX Medicina Diagnostica de S&o José

dos Campos

Y medicina diagnastica
o) patolagia
citologia

S3o José dos Campos (SP), 08 de maio de 2009

Caros senhores da diretoria do COEP,

Venho por meio desta, na condicdo de patologista e responsavel técnico do laboratorio
Cipax - Medicina Diagnéstica de S&o José dos Campos (SP) informar da nossa aprovagdo e
participacdo no estudo de pds-graduagdo da Dra. Erica Becker de Souza Xavier, fornecendo casos
e blocos de parafina para a sua tese, bem como fornecendo dados epidemiolégicos dos

respectivos pacientes, preservando contudo a identidade e dados pessoais dos mesmos.

Sem mais, coloco-me a disposicdo para eventuais esclarecimentos e questdes.

Atenciosamente,

/ Rifardo S. Macapénco

Av. 9 de Julho, 507, Vila Adyanna, Sdo.José dos Campos - SP, Cep 12.243-000, Telefone: (12) 3203.0633;
Rua José Bonifacio, 149, Jacarel - SP, Cep 12.300-000 Telefone: (12) 3951.1648
Site: www.cipax.com.br Email:gipax@cipax.com.br
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lll. Estadiamento do carcinoma de endométrio (FIGO 2009)

Estadio I: tumor confinado ao corpo uterino
la — sem acometimento miometrial ou menos de 50% do miométrio

Ib —invasdo de metade ou mais do miométrio

Estadio II: tumor invade o estroma cervical, mas nao se estende além do utero

Estadio lll: extensédo local e/ou regional do tumor.
[lla — tumor invade a serosa do corpo uterino e/ou anexos
[lIb — envolvimento vaginal ou parametrial
Illc — metastases para linfonodos pélvicos e/ou paraaroticos
[IC1 — linfonodos pélvicos positivos
IC2 — linfonodos paraaréticos positivos com ou sem linfonodos pélvicos

positivos

Estadio IV: tumor acomete mucosa vesical ou do reto
IVa — invasdo de mucosa de bexiga e/ou reto
IVb — metastase a distancia, incluindo metastase intraabdominal e/ou para

linfonodos inguinais

§ tanto G1, G2 ou G3
§ acometimento de glandulas endocervicais deve ser considerado estadio |

§ citologia peritoneal positiva relatada a parte, sem mudar o estadio.
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IV. Termo de consentimento

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DAS DIFERENTES CLASSIFICAGCOES HISTOLOGICAS DO GRAU DE DIFERENCIAGAO NO

CANCER DE ENDOMETRIO

1. IDENTIFICACAO DA PACIENTE:

Nome: Registro:
Idade:

Endereco:

Telefone:

Carteira de identidade:

2. DECLARO QUE:

1. A Dra. Erica Becker de Sousa Xavier explicou-me e eu entendi que vou
participar de uma pesquisa médica com o objetivo de avaliar algumas classificagbes
histolégicas diferentes para o cancer de endométrio. Serei submetida a técnica
cirurgica convencional para o tratamento do céncer de endométrio, como descrita
abaixo:

2a. DESCRICAQ TECNICA DOS PROCEDIMENTOS:

A descrigao técnica dos procedimentos refere-se ao tratamento cirurgico do
carcinoma endometrial: retirada do utero de maneira radical; isto €; utero, ovarios,
tubas e porgcdo superior da vagina, associada a retirada dos ganglios pélvicos
bilateralmente.

Essa técnica € procedimento padrao, ja bem estabelecido na area de cirurgia
pélvica ginecoldgica. Nos procedimentos cirurgicos utilizados n&o sera acrescentada
nenhuma modificacado técnica que determine novo risco para a paciente.

A segunda etapa do trabalho diz respeito a avaliagao histolégica do material
retirado por diferentes patologistas e aos procedimentos laboratoriais que visam
determinar o MIB-1 nessas amostras.

A retirada de amostras endometriais ndo implica em acréscimo de risco a
paciente, pois sera realizada na pega cirurgica, nas pacientes ja submetidas a
histerectomia radical.

2b. OBJETIVO DOS PROCEDIMENTOS:

O objetivo é avaliar a expressdo da proteina ki-67 como marcador de
proliferacdo celular no tecido de pacientes portadoras de carcinoma endometrial e
avaliar a concordancia intra e interpatologista na analise de laminas de pacientes
com adenocarcinoma de endométrio em relagao as diferentes classificagées do grau
de diferenciacéo.
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2c. DESCRICAO DOS INSUCESSOS:

O unico insucesso possivel € o da retirada do fragmento do endométrio e a
nao obtengao das analises previstas, 0 que em nada determinara prejuizo para mim.
Os procedimentos laboratoriais para a pesquisa da atividade MIB-1 e as outras
classificagdes histopatologicas diferentes da habitualmente usada (FIGO 1988) séo
realizados sem a minha participacao direta.

2d. DESCRICAO DAS COMPLICACOES DOS METODOS:

N&o havera aumento do risco de complicagdes devido a retirada do fragmento
de endométrio.

As complicagbes serdo as mesmas relacionadas ao procedimento cirurgico
proposto para o tratamento da minha patologia, neoplasia endometrial (histerectomia
radical).

2e. DESCRICAQO DA ANESTESIA:

Foi explicado haver necessidade de me submeter a anestesia, pois o
tratamento proposto para a minha patologia implica em procedimento cirurgico.

O tipo de anestesia sera a anestesia geral ou bloqueio (raque ou peridural)
com monitorizagao de todos os parametros organicos vitais.

2f. DESTINO DA PECA OPERATORIA:

A peca operatdria retirada sera enviada para estudo no Departamento de
Anatomia Patolégica da UFMG. Fragmentos das amostras do tumor ser&o
encaminhados ao Laboratério de Immunohistoquimica da CIPAX (Sao José dos
Campos). Nesse laboratério serdo realizadas as classificagées histopatoldgicas e a
dosagem do ki-67.

3. FORAM-ME DEVIDAMENTE EXPLICADOS A INTERVENGAO, OS
RISCOS (COMPLICAGCOES) E AS POSSIBILIDADES ALTERNATIVAS DE UM
MODO CLARO (FACIL ENTENDIMENTO PARA UMA PESSOA LEIGA, OU SEJA,
NAO MEDICA OU PROFISSIONAL DE SAUDE).

4. NAO HAVERA RESSARCIMENTO OU INDENIZAGOES.

5. RECEBI TODAS AS INFORMAGOES QUE DESEJAVA CONHECER E A
POSSIBILIDADE DE FAZER PERGUNTAS E QUESTIONAR DUVIDAS.

6. TAMBEM ENTENDI QUE, A QUALQUER MOMENTO E SEM
NECESSIDADE DE DAR NENHUMA EXPLICACAO, PODERElI REVOGAR O
CONSENTIMENTO QUE AGORA PRESTO.

7. ASSIM, DECLARO AGORA QUE ESTOU SATISFEITA COM A
INFORMACAO RECEBIDA E QUE COMPREENDO O ALCANCE E RISCOS DO
TRATAMENTO.
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8. RESERVO-ME EXPRESSAMENTE O DIREITO DE REVOGAR A
QUALQUER MOMENTO MEU CONSENTIMENTO ANTES QUE O
PROCEDIMENTO OBJETO DESTE DOCUMENTO SE REALIZE.

9. POR TAL RAZAO E NESTAS CONDIGOES CONSINTO QUE PARTICIPE

DESSA PESQUISA E QUE O MATERIAL CIRURGICO RETIRADO SEJA
SUBMETIDO A PESQUISA

TELEFONE DE CONTATO:
Dra. Erica Becker de Sousa Xavier: (0XX31) 3261.6147/9136.7679

COEP: (0XX31) 3248.9822

Cidade:
Data:

Assinatura do médico Assinatura da paciente

Testemunha Testemunha

Declaro que é possivel a qualquer momento antes da cirurgia revogar o meu
consentimento.

Revogo o consentimento prestado no dia .........ccccceeiviiiiiiiennnn. E afirmo que néo
desejo prosseguir na pesquisa e tratamento que me foi proposto, que dou como
finalizado nesta data.

Cidade: Data:

Assinatura do médico Assinatura da paciente

Testemunha Testemunha

Testemunha Testemunha
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V. Descrigao cirurgica da histerectomia radical

1. Laparotomia mediana infra e supraumbilical com avaliacdo das estruturas

abdominais e pélvicas.

2. Ligadura dos ligamentos redondos e infundibulos pélvicos; abertura lateral do
peritbnio parietal com dissecagcdo dos espacos paravesical e pararetal; e

identificagdo dos ligamentos cardinal e utero-sacro.

3. Identificagdo do ureter no espaco retroperitoneal e, em seguida, dissecagao
do tunel do ureter com ligadura do ligamento vésico-uterino e do pilar vesical, e

liberacdo do ureter até a sua penetracdo na musculatura vesical.

4, Abertura do septo reto-vaginal com separagao do reto da porgao proximal da

vagina anteriormente e do ligamento utero-sacro lateralmente.

5. Ligadura do ligamento cardinal no seu 1/3 lateral proximo a parede pélvica
lateral.
6. Ligadura dos paracolpos com abertura da cavidade vaginal e retirada do 1/3

superior da vagina utero e anexos em monobloco.

7. Fechamento da vagina com sutura continua.

8. Linfadenectomia pélvica, iniciando a dissecacdo pela cadeia linfonodal dos
vasos iliacos comuns; em seguida, dos vasos iliacos externos, internos e fossas

obturatédrias.

9. Sintese da parede abdominal por planos.
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