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RESUMO 

Andrade, DAP. Revisão anátomo-patológica e molecular do câncer de endométrio de risco 

baixo e intermediário. Tese de Doutorado (Doutorado). Barretos: Hospital de Câncer de 

Barretos;2021. 

JUSTIFICATIVA: O câncer de endométrio é a neoplasia ginecológica mais frequente nos países 

desenvolvidos e a segunda nos países em desenvolvimento. Tradicionalmente classificava-se 

o carcinoma de endométrio em tipo I (endometrióide) e tipo II (serosos e células claras). 

Recentemente, o projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA) mudou a compreensão da 

carcinogênese deste tumor, definindo quatro subgrupos moleculares com prognósticos 

diferentes: polimerase E (POLE) ultramutado; instabilidade de microssatélite (MSI-H); número 

de cópias somáticas baixas e número de cópias altas (serous-like). Novas metodologias com 

menor complexidade e custos foram desenvolvidas. Por outro lado, o diagnóstico 

histopatológico do carcinoma de endométrio é de difícil reprodutibilidade, mesmo quando 

realizado por patologistas especialistas em oncoginecologia. Os tumores do trato genital 

feminino são os que possuem maior discordância no seu diagnóstico. 

OBJETIVO: Os dois objetivos principais são avaliar a discrepância no diagnóstico 

histopatológico de pacientes com câncer de endométrio de risco baixo e intermediário 

revisados por dois patologistas especialistas em oncoginecologia comparando com os laudos 

iniciais de patologistas não especialistas. Também avaliaremos a expressão do RNA tumoral 

das pacientes que apresentaram recidiva comparando com seus pares que não recidivaram 

com o intuito de determinar um perfil de expressão gênica preditora de risco de recorrência 

nesta população. 

MATERIAIS E MÉTODOS: Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo em pacientes 

diagnosticadas com adenocarcinoma de endométrio de risco baixo (carcinoma endometrióide 

estádio IA grau 1 ou 2) e intermediário (carcinoma endometrióide estádio IB grau 1 ou 2; 

carcinoma endometrióide estádio IA grau 3) no Hospital de Câncer de Barretos entre janeiro 

de 2009 a dezembro de 2014. As 195 pacientes incluídas tiveram seus laudos iniciais revisados 

por dois patologistas especialistas em oncoginecologia e quatro variáveis analisadas 

(característica morfológica; grau histológico; invasão miometrial; invasão linfovascular (ILV)). 

Estas quatro variáveis foram confrontadas com os laudos previamente existentes, além da 

estratificação de risco modificada da ESMO (European Society of Medical Oncology) de cada 



uma delas. Na sequência, correlacionamos o impacto desta reclassificação histopatológica 

com a sobrevida livre de doença das pacientes. A partir desta coorte retrospectiva, realizamos 

um estudo de caso-controle entre pacientes com e sem recidiva com inclusão 2:1 (2 não-

recidivas / 1 recidiva) pareando por idade e estadiamento com o intuito de comparar a 

expressão do RNA tumoral pela metodologia Nanostring entre os dois grupos e construir um 

escore de risco de recorrência (RRS). 

RESULTADOS: Das 195 pacientes avaliadas pelos patologistas especialistas, 15 foram 

excluídas. A frequência de mudança no laudo anátomo-patológico da característica 

morfológica, grau histológico, invasão miometrial e ILV foi respectivamente 13,3%, 62,8%, 

18,3% e 11,1%. Considerando a estratificação de risco modificada da ESMO, 126 pacientes 

(70%) não tiveram mudança em relação a classificação inicial. Das 54 pacientes restantes 

(30%), 24 (44,4%) tiveram downstaging e 30 (50,6%) tiveram upstaging. A sobrevida livre de 

doença (SLD) em 5 anos das pacientes que tiveram upstaging foi de 86,7% e das pacientes que 

não tiveram mudança foi de 88,0% (p = 0,77). Dezessete pacientes recidivadas e 34 não 

recidivadas tiveram o RNA tumoral avaliado, sendo que duas foram excluídas pela baixa 

qualidade do material (1 recidiva e 1 não-recidiva). O perfil de expressão mostrou 12 genes 

diferencialmente expressos entre os dois grupos. A curva ROC individual de cada um dos genes 

foi realizada e todas apresentaram uma AUC > 0,7. Utilizando a técnica backward stepwise de 

regressão logística, quatro genes foram destacados: FN1, DUSP4, LEF1 e SMAD9. O RRS foi 

calculado determinando uma curva ROC do modelo de 4 genes com AUC de 0,93, sensibilidade 

de 100% e especificidade de 72,7%. 

CONCLUSÃO: Apesar das diferenças nos laudos reavaliados por patologistas especialistas em 

oncoginecologia e a mudança na estratificação das mesmas (30%), não houve diferença na 

SLD. Identificamos uma assinatura de quatro genes que prevê o risco de recorrência em 

pacientes com câncer de endométrio de risco baixo e intermediário.  

PALAVRAS-CHAVE: Câncer de endométrio de risco intermediário e baixo; revisão anátomo-

patológica especializada; discrepâncias anátomo-patológica; classificação molecular; perfil de 

expressão gênica; escore de risco de recorrência. 

 
 
 
 
 



ABSTRACT 

Andrade, DAP. Anatomopathological and molecular review of low- and intermediate-risk 

endometrial cancer. Doctoral Dissertation (PhD’s Degree). Barretos: Barretos Cancer 

Hospital;2021. 

BACKGROUND: Endometrial cancer is the most frequent gynecological cancer in developed 

countries and the second in lower income countries. Traditionally, endometrial carcinoma was 

classified as type I (endometrioid) and type II (serous and clear cell). Recently, the Cancer 

Genome Atlas (TCGA) project changed the understanding of the carcinogenesis of this tumor, 

leading to four molecular subgroups with different prognosis: DNA polymerase epsilon (POLE) 

ultra-mutated; microsatellite instability hypermutated; copy-number low, and copy-number 

high (serous-like). New methodologies with less complexity and costs were developed. On the 

other hand, the histopathological diagnosis of endometrial carcinoma has a low 

reproducibility, even when performed by pathologists specialized in oncogynecology. Tumors 

of the female genital tract are the most disagreeable in their diagnosis. 

AIM: The two main objectives are to evaluate the discrepancy in the histopathological 

diagnosis of patients with low and intermediate-risk endometrial cancer reviewed by two 

pathologists specialized in oncogynecology, comparing with the initial reports of non-

specialist pathologists. Also, evaluate the RNA expression of patients who had recurrence 

compared to their peers who did not relapse in order to determine a gene expression profile 

that predicts the risk of recurrence in this population. 

MATERIALS AND METHODS: A retrospective cohort study was performed in patients 

diagnosed with low-risk (stage IA, grade 1 or 2 endometrioid carcinoma) and intermediate-

risk endometrioid adenocarcinoma (stage IB, grade 1 or 2 endometrioid carcinoma; stage IA, 

grade 3 endometrioid carcinoma) at the Barretos Cancer Hospital from January 2009 to 

December 2014. The 195 patients included had their initial reports reviewed by two 

pathologists specialized in oncogynecology and four variables analyzed (morphological 

feature; histological grade; myometrial invasion; lymphovascular space invasion (LVSI)). These 

four variables were compared with previously existing reports, in addition to the European 

Society of Medical Oncology (ESMO) modified classification for each of them. Next, we 

correlated the impact of the histopathological reclassification with their disease-free survival 

(DFS). From this retrospective cohort, we conducted a case-control study between patients 



with and without recurrence with 2:1 inclusion (2 non-recurrence / 1 recurrence) matched by 

age and staging in order to compare the RNA expression using the Nanostring methodology 

between the two groups and to build a recurrence risk score (RRS). 

RESULTS: Of the 195 patients evaluated by specialist pathologists, 15 were excluded. The 

frequency of discrepancy in morphological feature, histological grade, myometrial invasion, 

and LVSI was 13.3%, 62.8%, 18.3%, and 11.1%, respectively. Considering modified ESMO 

classification, 126 patients (70%) had no modification. Among the remain 54 patients (30%), 

24 (44.4%) had downstaging and 30 (50.6%) had upstaging. The 5-year DFS in patients who 

had upstaging was 86.7% and in patients who had no modification in stage was 88.0% (p = 

0.77). Seventeen recurrence and 34 non-recurrence patients had their RNA evaluated, two of 

which were excluded due to the low quality of RNA (1 recurrence and 1 non-recurrence). The 

expression profile showed 12 genes differentially expressed between the two groups. The ROC 

curve for each gene was performed and all of them presented AUC higher than 0.7. After 

backward stepwise logistic regression, four genes were highlighted: FN1, DUSP4, LEF1 and 

SMAD9. RRS was calculated leading to a ROC curve of the 4-gene model with an AUC 0.93, 

sensitivity of 100% and specificity of 72.7%. 

CONCLUSION: Despite the differences in the reports reassessed by expert gynecological 

pathologists and the risk classification modification (30%), there was no difference in their 

DFS. We also identified a four-gene signature that predicts risk of recurrence in patients with 

low and intermediate-risk endometrial cancer. 

KEYWORDS: Low and intermediate-risk endometrial cancer; specialized anatomopathological 

review; anatomopathological discrepancies; molecular classification; gene expression profile; 

recurrence risk score. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia 

O câncer ginecológico representa um grave problema de saúde em todos os países, 

tendo, porém, situações peculiares de acordo com o status socioeconômico de cada nação. 

Nos países do hemisfério norte, os chamados países desenvolvidos, a estatística mostra que 

os tumores do corpo uterino são os mais prevalentes e o segundo em termos de mortalidade 

dentre os tumores ginecológicos. Já nos países em desenvolvimento, o câncer de colo de útero 

é o que apresenta maior prevalência e mortalidade dos tumores do trato genital feminino. 1,2 

Dados da estimativa anual americana do SEER (Surveillance, Epidemiology, and End 

Results Program) de 2021 mostram que o câncer do corpo do útero será responsável por mais 

de 66000 casos novos de câncer, representando quase 60% de todos os tumores ginecológicos 

esperados para o presente ano neste país.1 Quando analisamos as curvas das últimas décadas, 

há um aumento de novos casos deste tumor, não só na população negra, fato visto há 

décadas, como também na população branca. A explicação para o aumento na incidência de 

casos de câncer de endométrio possivelmente correlaciona-se com os hábitos alimentares dos 

americanos e o número cada vez maior de obesos naquele país.3 Além disso, houve uma 

inversão na curva de mortalidade relacionada com esta doença, com um aumento de mortes 

desde o início dos anos 2000.  

No Brasil, os dados estatísticos de câncer são escassos. Dados da estimativa 2020 do 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), contemplando o biênio 2020-2021, mostram que o câncer 

de corpo de útero é responsável por aproximadamente 6500 casos novos por ano, sendo o 8º 

tumor mais prevalente no sexo feminino e o 3º tumor ginecológico mais frequente. 

Independente de qual região geográfica do país, o câncer de colo de útero é mais prevalente 

que o de endométrio, sendo a região sudeste a que mais se aproxima do cenário dos países 

desenvolvidos. 4 Duas publicações recentes atualizaram o cenário do câncer ginecológico no 

Brasil. Paulino et al. publicaram análise epidemiológica referente aos tumores ginecológicos 

mais prevalentes no país no período entre 2000 e 2015, perfazendo um total de 382932 

pacientes avaliadas. O câncer de endométrio representava 15,9% dos diagnósticos (60830 

casos) neste período dentre todos os tumores ginecológicos avaliados, sendo que pouco mais 

de 45% dos casos foram diagnosticados com doença localmente avançada ou metastática.5 

Estes mesmos autores demonstraram que assim como nos países desenvolvidos, espera-se 
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um aumento na incidência do câncer de endométrio no Brasil nas próximas décadas, baseado 

no envelhecimento da população brasileira e também na epidemia de obesidade presente 

inclusive nos países em desenvolvimento.6 

 

1.2 Fisiopatologia e fatores de risco 

Os tumores do corpo uterino podem ter sua origem de duas linhagens celulares 

principais, a saber: 90% deles são de origem epitelial (os chamados carcinomas de 

endométrio) e os 10% restantes desenvolvem-se do componente mesenquimal do útero. Com 

isso há uma subdivisão que compreende os carcinomas endometriais (incluindo os 

carcinossarcomas) e os sarcomas uterinos.7 

Os fatores de risco do câncer de corpo de útero estão atrelados diretamente à grande 

exposição de estrógeno por parte da paciente durante toda sua vida. As situações vivenciadas 

pelas mulheres que aumentam a exposição do estrógeno são: idade precoce da menarca; 

menopausa tardia; baixa paridade; terapia de reposição hormonal com estrógeno isolado; 

síndrome plurimetabólica (obesidade, diabetes mellitus, dislipidemia, hipertensão arterial); 

presença de tumores secretores de estrogênio; longos períodos anovulatórios. Outro fator de 

risco importante deste tumor é a idade, sendo que apenas 15% dos diagnósticos acontecem 

abaixo dos 50 anos e somente 5% abaixo dos 40 anos.8 O uso de contraceptivos hormonais é 

um fator de proteção visto que regulariza os ciclos menstruais diminuindo a exposição da 

mulher a ciclos anovulatórios com alta exposição de estrógeno.9 

 

1.3 Classificação clássica do câncer de endométrio (clínico-patológica) 

O conceito tradicional do câncer de endométrio divide esta doença em dois grandes 

grupos: tipo I (endometrióide) e tipo II (serosos e células claras). Estes dois grupos apresentam 

mecanismos de desenvolvimento distintos, com diferentes lesões precursoras, diferentes 

anormalidades genéticas e moleculares e como consequência diferentes resultados clínicos. 

Este modelo dualístico na prática clínica não representa uma boa correlação com o 

prognóstico e com os tratamentos adjuvantes a serem realizados.10 

O tipo I compreende 80% dos diagnósticos de câncer de endométrio tendo como 

protótipo o adenocarcinoma endometrióide moderadamente ou bem diferenciado. Acomete 

mulheres na menopausa e normalmente está associado à síndrome plurimetabólica 

(obesidade; diabetes mellitus; dislipidemia). Apresentam baixo potencial de invasividade do 
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miométrio e alta expressão de receptores de estrógeno, cursando com um melhor 

prognóstico.11 

O tipo II corresponde a 10-20% dos carcinomas endometriais, sendo o subtipo seroso o 

mais prevalente dentro deste grupo heterogêneo de tumores. Está associado à atrofia 

endometrial, baixa expressão de receptores hormonais e maior potencial de invasão 

linfovascular e metástases à distância.11 

 

1.4 Classificação morfológica do câncer de endométrio 

A classificação do câncer de endométrio em dois grupos mutuamente exclusivos esbarra 

em um segundo problema que é a reprodutibilidade dos diagnósticos.12, 13 O patologista avalia 

as seguintes características morfológicas, dentre outras: subtipo histológico (endometrióide, 

mucinoso, seroso, células claras, adenoescamoso, indiferenciado, carcinoma misto);  

profundidade de invasão miometrial do tumor (diferencia-se assim os tumores em estádio IA 

e IB); grau histológico tumoral (grau 1 – bem diferenciado; grau 2 – moderadamente 

diferenciado; grau 3 – pouco diferenciado ou indiferenciado); presença ou ausência de invasão 

linfovascular (ILV) na peça tumoral. 

A avaliação de segunda opinião de patologistas é uma prática diária em serviços de 

oncologia com o intuito de se confirmar um diagnóstico previamente definido. A avaliação do 

impacto desta consulta é difícil de se mensurar. Estudo retrospectivo da Universidade de Iowa 

com mais de 5600 avaliações de segunda opinião tentou quantificar as mudanças nos laudos 

prévios em 3 grupos: nenhuma discordância diagnóstica; discordância diagnóstica mínima; 

discordância diagnóstica maior. Houve discordância geral nos laudos em pouco mais de 11% 

dos casos, sendo que 2,3% foram discordâncias maiores. Avaliando por grupos de patologia, 

a que apresentou maior taxa de discordância foi a do trato reprodutivo feminino (24%).12 

O estudo multicênctrico PORTEC-3 incluiu 686 pacientes com diagnóstico de carcinoma 

de endométrio de alto risco (estádio IB – carcinoma endometrióide grau 3 com ou sem ILV; 

estádio II ou III do tipo endometrióide; estádio I a III com histologia serosa ou células claras) 

que foram randomizadas para tratamento combinado de quimioterapia + radioterapia ou 

radioterapia exclusiva.14 Para tanto, os resultados anátomo-patológicos eram revisados 

centralmente antes das pacientes serem incluídas no estudo com o intuito de se confirmar um 

carcinoma de alto risco. Dois centros europeus que participaram deste estudo (Holanda e 

Inglaterra) enviaram 1226 amostras de pacientes supostamente classificadas como de alto 
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risco para serem avaliadas, porém apenas 329 pacientes (26,8%) tiveram a confirmação deste 

diagnóstico. Aproveitando o extenso banco de dados formado, avaliou-se a discrepância dos 

laudos dos patologistas regionais que fizeram o primeiro diagnóstico com os dos patologistas 

do time central do estudo PORTEC-3. As variáveis analisadas no laudo anátomo-patológico 

foram: tipo histológico; grau tumoral; profundidade de invasão miometrial; distância tumoral 

até a serosa; invasão linfovascular (ILV); envolvimento do estroma cervical; envolvimento de 

anexos e/ou ovários; envolvimento linfonodal. Houve uma taxa de discrepância em pelo 

menos um dos itens avaliados de 43%, demonstrando assim a dificuldade de reprodutibilidade 

do diagnóstico de um carcinoma de endométrio por dois patologistas diferentes.13 

 

1.5 Avaliação molecular 

Nas últimas duas décadas, vários estudos com o objetivo de melhorar a caracterização 

molecular do carcinoma endometrial têm demonstrado que a complexidade da fisiopatologia 

deste tumor é muito maior do que o modelo dualístico acima descrito.15, 16 As mutações mais 

prevalentes em cada um dos dois grandes subgrupos tradicionais são: tipo I (PTEN; MSI; via 

da PIK3CA); tipo II (TP53; PPP2R1A; amplificação do Her-2).17, 18  

Após a caracterização genômica do câncer de endométrio realizada em 2013, quatro 

grupos genéticos foram definidos: polimerase E (POLE) ultramutado; instabilidade de 

microssatélite (MSI-H); número de cópias somáticas baixas e número de cópias altas (serous-

like). Esta classificação é difícil de ser colocada em prática devido a necessidade da 

caracterização genômica dos tumores.19 Desde então outras classificações têm sido realizadas 

no intuito de aperfeiçoar a classificação prognósticas destas pacientes e proporcionar 

possíveis tratamentos complementares (quimioterapia e/ou radioterapia e/ou cirurgias mais 

extensas) visando benefícios em termos de sobrevida. 

 

1.5.1 TCGA (The Cancer Genome Atlas) 

Através de um consórcio internacional, 373 pacientes com diagnóstico de câncer de 

endométrio (306 do subtipo endometrióide, 53 serosos de alto grau e 13 de histologia mista) 

tiveram suas amostras tumorais e DNA germinativo correspondente analisados. Foi realizado 

uma primeira análise em 363 pacientes quanto ao número de alterações em cópias somáticas, 

sendo identificado 4 grupos com as seguintes características:19 
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• Cluster 1: composto por tumores quase que desprovidos de alterações no 

número de cópias somáticas (< 0,5% de alteração do genoma) e sem 

apresentar eventos recorrentes significativos. 

• Cluster 2: composto basicamente por tumores endometrióides com baixa 

amplificação no braço 1q, o que lhes conferiram um melhor prognóstico em 

termos de recidiva. 

• Cluster 3: também composto praticamente por tumores endometrióides, 

porém com alta amplificação no braço 1q, o que diminuiu a sobrevida livre de 

progressão quando comparado aos clusters 1 e 2. 

• Cluster 4: composto por quase todos os tumores serosos de alto grau (50 

pacientes) e de histologia mista (8 pacientes), além de tumores 

endometrióides de grau 3, caracterizado por alto grau de alterações no 

número de cópias somáticas, amplificação de oncogenes (MYC, ERBB2 e 

CCNE1) e mutação do TP53. 

Na sequência foi realizado o sequenciamento do exoma completo de 248 pacientes. 

Baseado nas análises genéticas descritas, houve a classificação dos tumores de endométrio 

em 4 grupos: 

• Polimerase E (POLE) ultramutado: grupo composto por tumores com alto 

número de mutações restrito a um único nucleotídeo localizado no domínio da 

exonuclease POLE (proteína catalítica da subunidade da DNA polimerase 

épsilon responsável pelo reparo e replicação do DNA nuclear); grupo de melhor 

prognóstico. 

• Instabilidade de microssatélite (MSI-H): grupo composto por tumores com alta 

taxa mutacional (deleção frameshift no gene RPL22 e mutações não sinônimas 

no gene KRAS) e com presença de instabilidade de microssatélite (sobretudo 

hipermetilação do promotor MLH1). 

• Número de cópias somáticas baixas: tumores com alta frequência de mutação 

no gene CTNNB1; considerado um grupo com estabilidade de microssatélite. 

• Número de cópias altas (serous-like): a maioria dos tumores apresentando 

mutação no gene TP53 e alta frequência de mutações nos genes FBXW7 e 
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PPP2R1A; grupo composto basicamente por tumores serosos e endometrióides 

de grau 3; grupo de pior prognóstico. 

A análise genética completa demonstrou a presença de 48 genes com diferentes 

frequências entre os grupos acima mencionados. As principais diferenças vistas 

correlacionando os genes expressos e o subgrupo são: mutação do gene ARIDB5 e 

inserção/deleção do gene RPL22 são vistos com maior frequência no grupo da instabilidade 

microssatélite; mutação no TP53 é quase que exclusiva no grupo número de cópias altas 

(serous-like); mutação do gene TP53 quando ocorre nos tumores endometrióides vêm 

acompanhada da mutação do gene PTEN.19  

Houve também a análise da expressão dos RNA mensageiros, das proteínas codificadas, 

dos microRNA e da metilação do DNA. Ao se considerar a expressão dos RNA mensageiros, 

três grupos foram definidos correlacionando-os com os 4 grupos previamente descritos: 

mitótico, hormonal e imunorreativo. 

 

1.5.2 Classificações moleculares pragmáticas (ProMisE e Leiden/TransPORTEC) 

Com o advento da classificação molecular realizada pelo sequenciamento genético no 

TCGA, ficou claro a nova realidade do diagnóstico do câncer de endométrio. Por outro lado, 

há uma dificuldade de se implementar na prática diária a metodologia desta nova 

classificação.  

Fez-se necessário o desenvolvimento de tecnologias de mais fácil reprodutibilidade e ao 

mesmo tempo com a mesma acurácia alcançada nos estudos do genoma do endométrio. 

ProMisE (Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer) e Leiden/TransPORTEC 

foram metodologias desenvolvidas com o intuito de se determinar uma classificação 

molecular pragmática e simplificada.20, 21 

Na metodologia do grupo de Vancouver (ProMisE) foram descritos 4 grupos: deficiência 

nas proteínas do reparo ao dano do DNA (mismatch repair proteins – MMR); mutação no 

domínio exonuclease da polimerase- (POLE); deficiência ou não na proteína 53 (p53).20, 22 A 

primeira etapa desta classificação realiza a pesquisa das proteínas de reparo ao dano do DNA 

(MMR). Através da técnica de imuno-histoquímica, pesquisa-se a presença ou ausência de 4 

proteínas relacionadas ao reparo do DNA: MLH1; MSH2; MSH6; PMS2. O tumor apresenta 

danos ao reparo do DNA quando uma das quatro proteínas acima descritas está ausente nas 

células tumorais com controle interno positivo das células não tumorais. Nos casos em que 
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não há deficiência nas proteínas de reparo ao DNA, é realizado o sequenciamento do domínio 

exonuclease do gene POLE (éxons 9-14). Extrai-se o DNA tumoral dos blocos de parafina e pela 

técnica de PCR (reação em cadeia da polimerase) detecta-se a presença de mutações neste 

referido gene. A terceira e última etapa consiste em avaliar através da imuno-histoquímica se 

a proteína tumoral 53 (p53) apresenta-se com sua expressão normal. É considerada normal 

(wild-type) quando a reação da IHQ resulta em um score 1+ e anormal quando esta mesma 

reação determina um score 0 ou 2+. Score 0 representaria mutação com perda de função e 

score 2, mutação com ganho de função/missense. Estes dois resultados são agrupados em 

conjunto considerando a p53 como ausente. 

Com isso 4 grupos prognósticos foram definidos com uma estreita correlação com os 4 

grupos previamente descritos pelo TCGA: POLE ultramutado semelhantes em ambas as 

classificações; deficiência nas proteínas de reparo ao DNA correlacionando com o grupo da 

instabilidade microssatélite (MSI-H); p53 normal/wild-type correlacionando com o grupo 

número de cópias somáticas baixo; p53 ausente/anormal correlacionando com o grupo 

número de cópias altas (serous-like).20, 22, 23  

Já na metodologia do grupo holandês (Leiden/TransPORTEC), foram realizados testes de 

imuno-histoquímica e sequenciamento para p53, sequenciamento e imuno-histoquímica para 

determinação de instabilidade de microssatélite e sequenciamento do gene POLE. Foram 

também identificados 4 grupos prognósticos, a saber: p53 mutado (imuno-histoquímica 

validado por sequenciamento); instabilidade de microssatélite (sequenciamento validado por 

imuno-histoquímica); POLE mutado (sequenciamento genético); grupo sem um perfil 

molecular específico (NSMP).21 Esta metodologia foi posteriormente validada em uma coorte 

com 947 pacientes, sendo possível análise de sobrevida e prognóstico nas pacientes com 

diagnóstico de câncer de endométrio endometrióide e estádio I.24 

 

1.6 Outros marcadores prognósticos e tratamentos relacionados 

Estudos recentes demonstraram a correlação da proteína de adesão L1CAM como fator 

de mau prognóstico independente para os tumores de endométrio iniciais.25 Esta molécula é 

uma glicoproteína de membrana da superfamília das imunoglobulinas ligada ao processo de 

neurogênese. O potencial neoplásico desta proteína é sua relação com a proliferação celular, 

migração, invasão e potencial de metastatização através da ativação da via ERK (extracelular 

signal-regulated kinase) que induz a expressão de genes produtores da motilidade e da 
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invasividade celular.26 Esta molécula é detectada através de técnica de imunohistoquímica, 

facilmente reprodutível nos laboratórios de patologia.27 

Uma nova classificação dos carcinomas de endométrio do subtipo endometrióide foi 

publicada levando-se em conta a presença da instabilidade de microssatélite. Os 

pesquisadores demonstraram quatro subgrupos: normal; defeito epigenético; mutação 

provável; instabilidade de microssatélite baixa.28 A instabilidade de microssatélite reflete a 

inativação dos genes do reparo ao DNA (MMR), genes responsáveis por eliminar erros no 

pareamento das bases nitrogenadas ou erros de inserção-deleção de loops que podem surgir 

durante a replicação do DNA.29 Para o bom funcionamento deste mecanismo de auto 

regulação de defeitos na duplicação do DNA, são necessárias seis diferentes proteínas: MSH2; 

MSH3 ou MSH6; MLH1; MLH3; PMS2 e EXO1. A pesquisa da presença de instabilidade de 

microssatélite é feita através da expressão dos genes que codificam as proteínas acima 

descritas ou através da metilação do MLH1.30 

O entendimento da carcinogênese dos tumores e por consequência o tratamento dos 

mesmos sofreu mudanças nos últimos anos a partir da descoberta do papel que o sistema 

imune tem de eliminar e controlar o crescimento tumoral inicial.31  

Apesar dos avanços da imunoterapia com novas perspectivas de tratamento para câncer 

de pulmão, melanoma, rim e bexiga, dentre outros, os tumores ginecológicos apresentam 

resultados mais modestos, com uma taxa de resposta objetiva variando entre 11-15%.32, 33 

Estudos recentes no câncer de endométrio conseguiram demonstrar benefício da 

imunoterapia independentemente do perfil de expressão do MMR (proficientes ou 

deficientes).34  

Os diferentes perfis mutacionais e vias moleculares estão associados a características 

distintas do câncer de endométrio, no entanto, não existe um painel gênico que possa realizar 

uma estratificação molecular das pacientes. 

 

1.7 Estadiamento e estratificação de risco do carcinoma de endométrio 

Os sistemas de estadiamento de câncer em geral tentam agrupar pacientes com 

prognósticos similares com o objetivo de definir a melhor estratégia terapêutica. Os grupos 

de estadiamento baseiam-se no sítio tumoral primário (T), no envolvimento linfonodal 

regional (N) e na presença de metástases à distância (M).35  
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O estadiamento atual da FIGO (Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia) 

divide o câncer de endométrio em cinco grandes grupos de acordo com o prognóstico: 

tumores com invasão máxima restrita ao miométrio (estádio IA e IB); tumores com 

comprometimento do estroma cervical confinados ao útero (estádio II); tumores que se 

estendem além do útero mas permanecem confinados na pelve verdadeira (IIIA e IIIB); 

tumores que apresentam comprometimento linfonodal pélvico e/ou para-aórtico (IIIC1 e 

IIIC2); tumores metastáticos (IVA e IVB).36,37 A diferenciação entre estádio IA e IB é a 

profundidade de invasão miometrial do tumor, sendo que invasão miometrial menor que 50% 

é classificado como IA e invasão maior ou igual a 50% como IB.38 

Além da estratificação de risco realizada pelo estadiamento tumoral, outras variáveis 

são importantes na definição prognóstica do câncer de endométrio. Restringindo apenas ao 

estádio I, podemos subdividir estas pacientes em três grupos prognósticos ao avaliar o grau 

tumoral: baixo, intermediário e alto.39-41 Ao associar a presença de ILV com o estadiamento e 

grau tumoral, define-se um quarto grupo a esta subdivisão: intermediário-alto.42 

Avaliando a presença de ILV, dois estudos demonstraram que a sobrevida de pacientes 

com estádio inicial foi influenciada pela presença desta variável no espécime tumoral.43, 44 

Considerando tumores em estádio I em geral (44% de tumores estádio IB; 25% grau 3), há um 

risco de comprometimento extrauterino da ordem de 20%.45  

Outros fatores ainda não muito bem definidos em estudos prospectivos podem 

influenciar a sobrevida das pacientes com carcinoma de endométrio estádio I: oito ou mais 

figuras de mitose por 10 campos de grande aumento (CGA) e ausência de receptores de 

progesterona no tumor.46 

A expectativa de vida câncer específica desta população de baixo risco (carcinoma 

endometrióide estádio IA grau 1 ou 2) em 5 anos é de 97,3%47 e o risco de metástase 

linfonodal desta mesma população varia de menos de 5% para os tumores grau 1 até 5-9% 

para os tumores grau 2 ou 3.48 Já nas pacientes de risco intermediário (carcinoma 

endometrióide estádio IB grau 1 ou 2 ou estádio IA grau 3), a porcentagem de 

comprometimento linfonodal pélvico e/ou para-aórtico ultrapassa 20%.48, 49 

 

1.8 Perfil de expressão gênica 
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À medida que o entendimento das várias cascatas responsáveis pelo desenvolvimento 

dos tumores foi sendo melhor compreendida e descrita,50 novas tecnologias vêm sendo 

desenvolvidas no intuito de elucidar e baratear os custos destas descobertas. 

A NanoString nCounterTM é uma tecnologia relativamente nova que pode gerar com 

acurácia informações genômicas a partir de pequenas quantidades de tecidos fixados de 

biópsias de pacientes. Esta plataforma usa códigos de barras digitais codificadas por cores 

(código baseado em combinações de seis sequências com quatro cores distintas), permitindo 

a quantificação da expressão do RNA mensageiro (mRNA).51, 52  

Algumas aplicações com esta tecnologia já foram publicadas: possíveis candidatos a 

biomarcadores no câncer gástrico53, câncer de pulmão neuroendócrino54, câncer de mama55, 

entre outros; detecção de marcadores preditivos e prognósticos em estudos placebo-

controlados56 ou estudos de fase 3 com quimioterapia57; detecção in vitro de moléculas 

imunomoduladoras expressas de acordo com resposta à tratamentos alvo em determinados 

tumores.58  

A literatura científica é ainda escassa ao avaliar a aplicabilidade da plataforma 

NanoString no carcinoma de endométrio, independente dos cenários estudados.59-61  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O diagnóstico histopatológico do carcinoma de endométrio é de difícil 

reprodutibilidade, mesmo quando realizado por patologistas especialistas em 

oncoginecologia. É reconhecido que os tumores do trato genital feminino são os que possuem 

maior discordância no diagnóstico histopatológico, tanto em laudos inter-examinadores 

quanto em laudos intra-examinadores.12, 13 

A classificação molecular do carcinoma de endométrio em quatro subgrupos 

determinou uma maior acurácia na definição do prognóstico de cada paciente, minimizando 

os equívocos intra e interobservadores que ocorriam. A possibilidade de realizá-la em quase 

sua totalidade por técnicas de imuno-histoquímica (necessário apenas o sequenciamento 

genético do gene POLE) determina uma expectativa que logo esteja disponível para o uso 

diário do oncologista.20, 22 

Os adenocarcinomas de endométrio de risco baixo (carcinoma endometrióide estádio 

IA grau 1 ou 2) e de risco intermediário (carcinoma endometrióide estádio IB grau 1 ou 2; 

carcinoma endometrióide estádio IA grau 3) considerando a classificação de risco modificada 

da ESMO42 apresentam excelente prognóstico, com expectativa de vida em cinco anos de 

aproximadamente 90%.62 O tratamento é cirúrgico, variando de histerectomia e 

salpingooforectomia bilateral até a necessidade de linfadenectomia pélvica e/ou para-aórtica 

associada.63-65 Além disso, em alguns casos, há a necessidade de complementação de 

radioterapia adjuvante, sobretudo braquiterapia.66-68 Porém se uma paciente for classificada 

erroneamente em um estádio de melhor prognóstico, ela poderá ter suprimido um 

tratamento adjuvante que aumentaria sua chance de cura, assim como se a mesma for 

diagnosticada em um estádio de pior prognóstico, poderá receber um tratamento que não era 

necessário e todas as consequências de seus efeitos colaterais. 

Faz-se necessário avaliar através de patologistas especialistas em oncoginecologia a 

porcentagem de discordância entre os diagnósticos anteriormente firmados. Dentro deste 

grupo de pacientes de risco baixo e intermediário que tiveram seus casos revistos por 

patologistas especialistas, fizemos um estudo de caso-controle onde comparamos as 

pacientes que recidivaram com dois controles que não apresentaram recidiva através da 

expressão de RNA e pela classificação atual em 4 grupos de acordo com mutação do gene 

POLE, perfil de instabilidade de microssatélite e da mutação ou não do gene TP53. 
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3 OBJETIVOS 

 

Avaliar a discrepância existente nos laudos de patologia de pacientes com diagnóstico 

de adenocarcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário quando comparado a laudos 

feitos por dois patologistas especialistas em oncoginecologia (Estudo 1). 

Realizar uma classificação molecular simplificada e pragmática utilizando 

sequenciamento genético e técnicas de imuno-histoquímica em pacientes com diagnóstico de 

adenocarcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário, comparando pacientes que 

apresentaram recidiva com dois pares de pacientes que não recidivaram (Estudo 2 – Parte A). 

Avaliar a expressão do RNA tumoral das pacientes que apresentaram recidiva 

comparando com seus pares que não recidivaram e com isso determinar um novo perfil de 

expressão gênica nos pacientes com diagnóstico de carcinoma de endométrio de risco baixo 

e intermediário (Estudo 2 – Parte B). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Após aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital de Câncer de Barretos em 

fevereiro de 2017, com parecer nº 1.909.061 do protocolo 1330/2017, realizou-se um estudo 

de coorte retrospectivo com o intuito de detectar todas as pacientes com diagnóstico de 

carcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário tratadas no Departamento de 

Ginecologia Oncológica do Hospital de Câncer de Barretos no período entre janeiro de 2009 a 

dezembro de 2014. As pacientes foram dispensadas do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) em razão desta pesquisa apresentar caráter retrospectivo com riscos 

mínimos para as participantes. 

Foram coletados: 

• dados clínico-demográficos: idade ao diagnóstico; raça; altura; peso; cálculo do 

índice de massa corpórea (IMC); escala de desempenho (ECOG – Eastern 

Cooperative Oncologic Group); comorbidades clínicas (hipertensão arterial 

(HAS); diabetes mellitus (DM); outras); número de gestações; status quanto ao 

hábito de fumar; status hormonal (menopausa ou menacme); 

• dados cirúrgicos: data da cirurgia; tipo de cirurgia (histerectomia total + 

salpingooforectomia bilateral (HTA + SOOB); HTA + SOOB + linfadenectomia 

pélvica; HTA + SOOB + linfadenectomia pélvica e retroperitoneal; HTA + SOOB + 

pesquisa do linfonodo sentinela (PLS); histerectomia simples); via de acesso 

cirúrgico (laparotomia; laparoscopia; robótica; vaginal); 

• dados anátomo-patológicos: localização do tumor (fundo uterino; segmento 

uterino inferior); grau histológico (1, 2 ou 3); tamanho do tumor; presença de 

invasão da endocérvice; presença de ILV; subtipo histológico (endometrioide; 

endometrioide com focos de diferenciação escamosa); estadiamento cirúrgico 

(IA ou IB – de acordo com a profundidade de invasão miometrial); número de 

linfonodos dissecados; 

• dados de tratamento complementar e desfecho clínico: adjuvância com 

radioterapia (externa; braquiterapia de alta taxa de dose (HDR); externa + HDR); 

presença ou ausência de recidiva; local da recidiva; tratamento realizado após a 

recidiva (quimioterapia, cirurgia, radioterapia, cuidados paliativos exclusivo). 
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Com os dados coletados, montou-se um banco no REDCap (Research Electronic Data 

Capture).69 

 

4.1 Delineamento e fator em estudo 

Estudo 1: 

Estudo de coorte retrospectivo em pacientes previamente diagnosticadas com 

adenocarcinoma de endométrio de risco baixo (carcinoma endometrióide estádio IA grau 1 

ou 2) e intermediário (carcinoma endometrióide estádio IB grau 1 ou 2; carcinoma 

endometrióide estádio IA grau 3) considerando a classificação de risco modificada da ESMO42 

com o objetivo de quantificar a porcentagem de discordância de laudos histopatológicos 

existentes com novos resultados dados por dois patologistas especialistas em oncoginecologia 

e correlacionar o impacto desta reclassificação histopatológica com a sobrevida das pacientes. 

Estudo 2 (Parte A e B): 

Estudo de caso-controle com inclusão 2:1 (2 não-recidivas / 1 recidiva) pareando por 

idade e estadiamento com o intuito de se comparar a expressão do RNA tumoral pela técnica 

do Nanostring e avaliar os subgrupos moleculares com diferentes prognósticos baseados no 

sequenciamento genético. 

 

4.2 Desfecho clínico 

Reclassificação histopatológica de uma coorte de pacientes com diagnóstico de 

carcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário e sua correlação com a sobrevida 

dessas pacientes (Estudo 1); traçar um novo perfil de expressão gênica através do RNA 

tumoral pela plataforma NanoString e comparar com subgrupos moleculares com 

prognósticos distintos avaliando possíveis diferenças entre pacientes recidivadas com seus 

pares que não recidivaram (Estudo 2 – Parte A e B). 

 

4.3 Critérios de Inclusão 

Pacientes com diagnóstico de carcinoma de endométrio de risco baixo (carcinoma 

endometrióide estádio IA grau 1 ou 2) e intermediário (carcinoma endometrióide estádio IB 

grau 1 ou 2; carcinoma endometrióide estádio IA grau 3) considerando a classificação de risco 

modificada da ESMO42 tratadas por cirurgia no Hospital de Câncer de Barretos entre 01 de 
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janeiro de 2009 até 31 de dezembro de 2014 que tenham material biológico armazenado no 

departamento de patologia da referida instituição. 

 

4.4 Critérios de exclusão 

• Pacientes que tiveram seu laudo histopatológico revisado e não confirmaram um 

carcinoma de endométrio endometrióide estádio IA grau 1 ou 2; carcinoma 

endometrióide estádio IB grau 1 ou 2; carcinoma endometrióide estádio IA grau 

3; 

• Pacientes que não possuíam amostra histopatológica suficiente para o estudo 

imunohistoquímico e genético realizado neste protocolo;  

• Pacientes que não possuíam follow-up mínimo de dois anos. 

 

4.5 Local do estudo 

O estudo foi realizado através da coleta de dados das pacientes tratadas no Hospital 

de Câncer de Barretos que tiveram diagnóstico de carcinoma de endométrio risco baixo e 

intermediário. O Departamento de Patologia do referido hospital realizou as reações de 

imuno-histoquímica e o Centro de Pesquisa em Biologia Molecular (CPOM) realizou a extração 

dos materiais genéticos (DNA e RNA) para sequenciamento. 

 

4.6 Descrição das etapas do estudo 

Estudo 1 – Reavaliação anátomo-patológica 

Todas as pacientes da coorte retrospectiva tiveram seus diagnósticos histopatológicos 

revisados por dois patologistas especialistas em oncoginecologia do Departamento de 

Patologia do Hospital de Câncer de Barretos de maneira independente e cega (VDS e GMM). 

Tais patologistas fazem parte da subdivisão em oncoginecologia deste departamento desde 

2014 quando foi implementada a segmentação em especialidades na patologia. Possuem 

experiência em oncoginecologia de outros serviços como na cadeira de oncoginecologia da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. Na sequência houve uma reunião de 

consenso entre ambos para que um novo laudo histopatológico contemplando quatro 

variáveis fosse feito: subtipo histológico; grau histológico; invasão miometrial; ILV. 

Estas quatro variáveis foram confrontadas com os laudos prévios de cada paciente. 

Determinamos a porcentagem de discordância existente entre cada uma delas. Utilizando a 
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Estratificação de Risco Modificada da ESMO42, comparamos a classificação inicial onde as 

pacientes eram de risco baixo, intermediário ou intermediário alto com os novos laudos dados 

pelos especialistas. 

 

Estudo 2 – Classificação molecular e Nanostring (Parte A e B) 

Após a avaliação feita pelos patologistas especialistas em oncoginecologia, foram 

encontrados 17 casos que apresentaram recidiva e que permaneceram como carcinoma 

endometrióide de risco baixo e intermediário (na coorte inicial tínhamos 22 casos recidivados, 

porém 5 foram reclassificados como de alto risco e excluídos desta análise). Os 17 casos 

recidivados foram pareados por idade e estadiamento com 34 pacientes não recidivadas (2 

controles para cada caso). 

Antes do início das análises genéticas, realizamos análise de imuno-histoquímica (IHQ) 

das 51 amostras acima descritas. Os seguintes marcadores foram utilizados para as reações: 

receptor de estrógeno (RE), receptor de progresterona (RPg), p16, p53, PTEN, Beta-catenina, 

ARIAD1a, L1CAM e PD-L1. Todo material foi preparado no Setor de Pesquisa do Departamento 

de Patologia do Hospital de Câncer de Barretos sob a supervisão de três técnicas de 

laboratório exclusivas deste setor.  

Foram realizados cortes histológicos em lâminas silanizadas com a espessura de 4µm. 

A seguir estas lâminas foram fixadas e desparafinizadas em estufa a 65°C durante 1h. As 

reações de IHQ para a detecção das proteínas RE, RPg, p53, PTEN e Beta-Catenina foram 

realizadas em plataforma de automação Autostainer Link 48 – Dako™ (Capinteria, EUA). Foi 

utilizado método de detecção indireto, composto por um anticorpo primário anti-proteína de 

interesse, sendo esse anticorpo primário ligado a um anticorpo secundário acoplado a um 

polímero de HRP (Horse Radish Peroxidase). O Kit de detecção utilizado foi Envision Flex+, High 

pH (LINK) – Ref.: K800021-2.  

As especificações para cada reação encontram-se na Tabela 1. 

Tabela 1. Protocolo para detecção de RE, RPg, p53, PTEN e Beta-Catenina (Dako, Agilent). 

Anticorpo 

(Clone) 

Ref. Incubação 

(Min) 

Diluição Recuperação 

Antigênica 

Controle Sistema de 

Visualização 

RE (EP1) IR8461-2 20 Ready-to-use TRS High pH Endométrio Flex  

RPg (RPg) IR06861-2 20 Ready-to-use TRS High pH Endométrio Flex +  

Mouse Linker 

p53 (DO-7) IR61661-2 20 Ready-to-use TRS High pH Carcinoma 

de Cólon 

Flex 
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PTEN (6H2.1) M362729-

2 

40 Concentrate, 

1/100 

TRS High pH GIST Flex 

Beta-Catenina 

 (β-Catenin-1)  

IR70261-2 20 Ready-to-use TRS High pH Apêndice Flex +  

Mouse Linker 

Fonte: Laboratório de IHQ – Hospital de Amor de Barretos, 2021; RE – receptor de estrógeno; RPg – receptor de 
progesterona; p53 – proteína do gene TP53; PTEN – proteína do gene PTEN; Beta-Catenina – proteína do gene 
CTNNB1; TRS – target retrieval solution; GIST – tumor do estroma gastrointestinal; min – minutos. 

 

A recuperação antigênica foi realizada em um sistema fechado de aquecimento, PT 

Link, Pre-treatment module for Tissue Specimens – Dako™, por 20 minutos a 95°C. Após a 

realização das reações, as lâminas foram submetidas a contra-coloração na mesma 

plataforma, utilizando-se o Envision Flex Hematoxilin Link – Dako, Ref.: K800821-2II por 5 

minutos. Em seguida as lâminas foram retiradas do equipamento e desidratadas em um 

gradiente crescente de etanol (70%, 95% e 2 vezes 100%) e lavadas em xilol para recebimento 

do meio de montagem. Para montagem utilizou-se lamínulas e meio orgânico (Dako Mounting 

Medium – Dako, Ref.: CS703), sendo aplicada 1 gota por lâmina e adicionada a lamínula. Após 

a secagem, as lâminas foram visualizadas em microscopia óptica coonvencional. A avaliação 

de expressão do p53 foi realizada de acordo com Köbel et al.70, dos RE e RPg foram adaptados 

do estudo publicado em 2006 por Reid-Nicholson e colaboradores71 e a avaliação do PTEN e 

da Beta-catenina baseou-se na 5ª Edição do E-book Diagnostic Immunohistochemistry.72  

 Para as reações de detecção das proteínas p16, ARIAD1a e L1CAM foram feitos cortes 

histológicos em lâminas silanizadas (carregadas positivamente) com espessura de 4µm, sendo 

que na sequência estas lâminas foram fixadas e desparafinizadas em estufa a 65°C durante 

1h. As reações de IHQ foram realizadas em plataforma de automação BenchMark Ventana 

Ultra™, sendo utilizado método de detecção indireto composto por um anticorpo primário 

anti-proteína de interesse, sendo esse anticorpo primário ligado a um anticorpo secundário 

acoplado a um polímero de HRP. Os kits de detecção utilizados foram Ultra-View DAB IHC 

Detection Kit, Ref.: 05269806001 e Optiview DAB IHC Detection Kit, Ref.: 06396500001. 

As especificações para cada reação encontram-se na Tabela 2. 

Tabela 2. Protocolo para detecção de p16, ARIAD1a e L1CAM (Ventana, ROCHE). 

Tipo de Procedimento Ultra-View DAB IHC Detection Optiview DAB IHC Detection 

Desparafinização 
60 min, 65°C (Estufa de Aquecimento) 

4 min, 70°C (Ventana Ultra) 

60 min, 65°C (Estufa de Aquecimento 

4 min, 70°C (Ventana Ultra) 

Recuperação antigênica 
64 minutos a 97°C.  

ULTRA Cell Conditioning Solution 1  

64 minutos a 97°C.  

ULTRA Cell Conditioning Solution 1  
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(Condicionador Celular / 

Identificação Antigenos) 

(ULTRA CC1)”, Ref.: 05424569001. (ULTRA CC1)”, Ref.: 05424569001 
 
 

Enzima (Protease) Não se aplica Não se aplica 

Anticorpo Primário 

Anti-CINtec p16 Histology (E6H4)  
Mouse monoclonal primary antibody,  
Ref.: 0669548001;  
Diluição: Ready-to-use 
Incubação: 32 min.  
 
Anti-ARID1A (EPR13501),  
Rabbit monoclonal antibody,  
Ref.: ab182560; 
Diluição: 1/250;  
Incubação: 32 min. 
 

Anti-L1CAM (Poly),  
Rabbit polyclonal primary antibody, 
Ref.: STJ94355;  
Diluição: 1/100; 
Incubação: 32 min. 
 

Amplificação Não se aplica Não se aplica 

Corante de Contraste Hematoxilina II, 8 minutos Hematoxilina II, 8 minutos 

Pós-Corante de Contraste 
(Coloração azulada) Bluing Reagent,  

4 min. 

(Coloração azulada) Bluing Reagent, 

4 min. 

Fonte: Laboratório de IHQ – Hospital de Amor de Barretos, 2021; min – minutos. 

 

Após a coloração realizada em plataforma de automação, as lâminas foram secas e 

passadas em xilol para recebimento do meio de montagem orgânico (Dako Mounting Medium 

– Dako, Ref.: CS703), sendo aplicado 1 gota por lâmina e adicionado a lamínula. Após a 

secagem as lâminas foram visualizadas em microscopia óptica convencional. A avaliação da 

expressão do p16 baseou-se estudo publicado em 2006 por Reid-Nicholson e colaboradores71, 

a avaliação do L1CAM seguiu as recomendações do estudo publicado em 2013 por Zeimet et 

al.25 e do ARIAD1a o artigo publicado em 2018 por Khalique e colaboradores.73  

O ensaio para avaliação da expressão do PD-L1 utilizou o kit PD-L1 IHC 22C3 PharmDx 

– FDA Aproved. As lâminas foram aquecidas a 60°C e em seguida um procedimento 3 em 1 foi 

realizado: desparafinização, reidratação e recuperação de antígeno. Esta etapa utilizou a 

solução Dako EnVision FLEX Target Retrieval, low pH (fornecida como solução tamponada 

baseada em citrato a pH 6,1), no Dako PT Link (código Dako PT100). As lâminas foram coradas 

usando a plataforma Dako Automated Link 48. O anticorpo PD-L1, clone 22C3 é “ready-to-

use”. O kit de detecção é composto por vários reagentes que são utilizados apenas na 

detecção do PD-L1 e composto por: Peroxidade-Blocking Reagent, Negative Control Reagent, 

Linker, Anti-mouse, Visualization Reagent-HRP, DAB (Chromogen + Substrate Buffer), DAB 

Enhancer. O EnVision FLEX Wash Buffer foi usado durante os passos de lavagem. Além disso, 
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o kit utiliza controle celular. No final do processo as lâminas foram contra-cortadas com 

hematoxilina, enxaguadas em água destilada, desidratadas em etanol e apuradas em xileno.  

A intensidade de coloração membranosa das células foi graduada em 1+ (intensidade 

baixa), 2+ (intensidade moderada) ou 3+ (intensidade forte). Utilizando-se microscópio em 

baixa ampliação foi certificado que existiam pelo menos 100 células tumorais viáveis na 

amostra. Em ampliações de 10x, 20x, e 40x, foram observadas todas as áreas tumorais com e 

sem coloração da membrana celular. Esta etapa do processo, de ampliação múltipla, 

envolveu: (a) a distinção das células tumorais de células imunes, compostas por linfócitos e 

macrófagos; (b) determinação das áreas tumorais positivas e negativas; (c) determinação da 

coloração parcial e completa da membrana ≥ 1+. Foi então calculada a porcentagem de células 

tumorais e inflamatórias positivas para PD-L1 em relação a todas as células tumorais viáveis 

presentes na amostra. O tumor foi classificado em uma dentre três categorias de acordo com 

a expressão de PD-L1 como demonstrado na Tabela 3.74 

Tabela 3. Níveis de expressão e padrões de coloração PD-L1. 

Nível de Expressão 

PD-L1 

% células 

expressando PD-L1  
Padrão de coloração 

Não expressor de 

PD-L1 
< 1 

Coloração parcial 

ou completa (≥ 1+) 

em < 1% das 

células tumorais 
 

Expressor de PD-L1 1-49 

Coloração parcial 

ou completa (≥ 1+) 

em ≥ 1-49% das 

células tumorais 
 

Alto expressor de 

PD-L1 
≥ 50 

Coloração parcial 

ou completa (≥ 1+) 

em ≥ 50% das 

células tumorais 
 

PD-L1 – proteína de morte celular programada 1. 
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a) Classificação Molecular: 

Diferentemente da metodologia ProMisE, para a definição da classificação molecular 

das pacientes, realizamos 3 etapas de sequenciamento genético na seguinte ordem: avaliação 

da pesquisa de instabilidade de microssatélite (MSI), sequenciamento do gene POLE e 

avaliação da mutação do TP53. 

 

1. Pesquisa de instabilidade de microssatélite (MSI): 

Realizamos no material parafinado a macrodissecção da área tumoral, utilizando kits 

de extração de DNA da Qiagen, de acordo com protocolos estabelecidos pelo nosso grupo.75, 

76 Foi realizado uma reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando um painel com seis 

mononucleotídeos quase monomórficos (NR21, NR24, NR27, BAT25, BAT26 e HSP110), sem a 

necessidade de um DNA de referência.77 Um par de primers forward e reverse para cada 

marcador foi adicionado à reação, sendo que um deles (forward ou reverse) foi conjugado a 

moléculas fluorescentes da seguinte forma: NR21 – FAM(6-carboxyfluorescein); NR24 – NED 

(2,7,8-benzo-5-fluoro-2,4,7-trichloro-5-carboxyfluorescein); NR27 – VIC (2′-chloro-7′-phenyl-

1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein); BAT25 – VIC (2′-chloro-7′-phenyl-1,4-dichloro-6-

carboxyfluorescein); BAT26 – FAM(6-carboxyfluorescein); HSP110 – PET® (ThermoFisher). 

Utilizamos o kit da Qiagen Multiplex PCR, com 0,5 μl de DNA a 50 ng/μl. Foram realizadas 

termociclagens sucessivas com as seguintes temperaturas: 95C, 55C e 72C.76  

A presença de dois ou mais marcadores com instabilidade classificou a amostra como 

instabilidade de microssatélite alta (MSI-H). A presença de um marcador com instabilidade 

determinou a amostra como instabilidade de microssatélite baixa (MSI-L). Nenhum marcador 

com instabilidade definiu a amostra como estável (MSS).77  

 

2. Sequenciamento do gene POLE 

Para a análise das variantes no gene POLE (domínio de exonuclease – éxons 9, 10, 11, 

12, 13 e 14), utilizamos o sequenciamento direto de Sanger como descrito por Briton et al em 

2019.78 O sequenciamento restringe-se a estes 6 éxons por se tratar de região hotspot 

patogênica.79 O DNA tumoral foi extraído dos blocos fixados previamente em parafina 

utilizando o kit de extração da Qiagen. Para determinar o status somático da mutação, DNA 

normal foi também extraído dos blocos de parafina de tecido não tumoral local. A sequência 
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dos primers utilizados, assim como as condições de ciclagem e o tamanho dos fragmentos 

gerados, estão descritos na Tabela 4.  

Inicialmente, amplificamos cada região de interesse com a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), com um volume final de 15 μL para cada amostra, sendo: 5,6 μL de H2O 

Milli-Q, 7,2 μL de HotStarTaq Master Mix (Qiagen), 0,6 μL de MgCl2 (5 mM, Invitrogen), 0,3 μL 

de primers forward e reverse (10 μM, Sigma-Aldrich) e 1,0 μL de DNA a 50 ng/μL. Para 

confirmação de amplificação da região de interesse, realizou-se eletroforese em gel de 

agarose a 2,0%, por 30 minutos a 120 volts. Posteriormente, purificou-se 7,0 μL do produto 

de PCR com 3,0 μL de ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific) durante 15 minutos a 37°C, seguido 

de 30 minutos a 80°C para inativação enzimática. Para a reação de sequenciamento, utilizou-

se 0,5 μL de BigDye Terminator v3.1 Ready Mix (Applied Biosystems), 2,0 μL de BigDye 

Terminator v3.1 Sequencing Buffer (Applied Biosystems) e 1,0 μL dos primers M13 universais 

forward e reverse (3,2 μM, Sigma-Aldrich). As condições para a reação de sequenciamento 

consistiram em 30 ciclos de dez segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C e quatro minutos a 

60°C. Em seguida, a reação de sequenciamento foi novamente purificada com a adição de 35 

μL de SAM Solution (Applied Biosystems) e 10 μL de Xtterminator Solution (Applied 

Biosystems), seguido de agitação a 1500 rpm por 30 minutos e posterior centrifugação a 2000 

rpm por dois minutos. As amostras purificadas foram submetidas à eletroforese capilar no 

sequenciador 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e os resultados analisados com o 

auxílio do software SeqScape v2.7 (Applied Biosystems). 

Tabela 4. Sequência dos primers utilizados para amplificação do gene POLE (éxons 9, 10, 11, 

12, 13 e 14) e condições para realização do sequenciamento. 

Gene Sequência dos primers Fragmento Ciclagem 

POLE 

(Éxon 09) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTTGGGGAGTTTAGAGCTTGGC -3’  

Reverse 

5’- CAGGAAACAGCTATGACCTCCCAGGAGCTTACTTCCCA -3’ 

223 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

 

 

40x 

POLE  

(Éxon 10) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTCTGACTTGTGCTGATTGCTAATG 
-3’  

Reverse 

241 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

 

 

40x 
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5’- CAGGAAACAGCTATGACAGATCCACATGTCCGTTCTTC -3’ 72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

POLE 

(Éxon 11) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTACTGCTGTGACTTGGGTTCA -3’  

Reverse 

5’- 
CAGGAAACAGCTATGACCCCAGTTACTCATAGAGAAGACACAG

A -3’ 

174 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

 

 

40x 

POLE 

(Éxon 12) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTTGTCTGTCCTCTTTCCAACC -3’  

Reverse 

5’- CAGGAAACAGCTATGACCCTGCTCTGTGGCCCCTAC -3’ 

197 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

 

 

40x 

POLE 

(Éxon 13) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTTCTGTTCTCATTCTCCTTCCAG -3’ 

Reverse 

5’- CAGGAAACAGCTATGACCCGGGATGTGGCTTACGTG -3’ 

210 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

 

 

40x 

POLE 

(Éxon 14) 

Forward 

5’- TGTAAAACGACGGCCAGTGACCCTGGGCTCTTGATTTT -3’  

Reverse 

5’- CAGGAAACAGCTAGACCTGAGGAGGCCAGGGTG -3’ 

242 pb 

96°C – 15 min 

96°C – 45 seg 

58°C – 45 seg 

72°C – 45 seg 

72°C – 10 min 

 

 

40x 

pb: pares de base; min – minutos; seg – segundos. 

 

3. Sequenciamento do gene TP53 

O DNA das amostras foi obtido a partir da macrodissecção da área tumoral selecionada 

por um patologista experiente, garantindo > 60% das células tumorais e <20% de necrose. 

Utilizamos o kit QIAamp DNA Micro (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante. A 

qualidade do DNA foi verificada no NanoDrop 2000 UV-Vis Espectrofotômetro (Thermo Fisher 

Scientific) e a concentração no Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific) 

seguido de armazenamento a -20C até a análise molecular.  
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A integridade das amostras foi testada através da reação de PCR multiplex para o gene 

GAPDH que gera produtos amplificados de diferentes tamanhos: 100, 200, 300 e 400 pares de 

bases. Essa análise prévia direcionou a seleção de amostras com o tamanho mínimo dos 

fragmentos necessários para amplificar as bibliotecas de sequenciamento. A análise de 

mutação baseada em NGS foi realizada usando o Illumina TruSight Tumor 15 (TST15) no 

instrumento MiSeq de acordo com as instruções do fabricante (Illumina). O painel de 

sequenciamento TST15 avalia 15 genes que são comumente mutados em tumores sólidos 

(AKT1, GNA11, NRAS, BRAF, GNAQ, PDGFRA, EGFR, KIT, PIK3CA, ERBB2, KRAS, RET, FOXL2, 

MET, TP53). O presente estudo analisou apenas o gene TP53 devido sua relevância clínica na 

subclassificação do câncer endometrial. O alinhamento de leitura e a chamada de variantes 

foram realizados com BaseSpace BWA Enrichment (Illumina) e software Sophia DDM® versão 

5.7.3 (Sophia Genetics SA, Suíça). A identificação de variantes patogênicas ocorreu após a 

aplicação de filtros para remover variantes de baixa qualidade. Inicialmente, as variantes com 

profundidade de leitura <500 vezes e VAF <10% foram filtradas. Em seguida, variantes 

intrônicas, intergênicas, 3' UTR e sinônimas foram excluídas. A partir destes resultados, foram 

retiradas as variantes que se apresentavam com polimorfismos em frequência maior que 1% 

na base de dados GnomAD (aquelas que não possuíam informação de frequência populacional 

seguiram nas análises). Finalmente, as variantes restantes foram verificadas nas bases de 

dados (ClinVar, IARC TP53, COSMIC e CGI) quanto à sua patogenicidade.80, 81 

Após a filtragem, um total de 8 variantes foram retidas no gene TP53. Elas foram 

classificadas como altamente e potencialmente patogênicas de acordo com Sophia DDM. 

(Figura 1) 

 

Figura 1. Localização das mutações na sequência do gene TP53 no câncer endometrial 
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b) NanoString 

A metodologia NanoString (NanoString Technologies) se baseia em um dispositivo 

automatizado que requer pouco tempo dispensado às atividades de bancada podendo 

processar até 12 amostras distintas simultaneamente. De acordo com o painel escolhido, 

pode-se avaliar os níveis de expressão de centenas de genes (NanoString Technologies). Ela é 

composta por 3 etapas principais: hibridização; purificação e imobilização; contagem e 

análise.82 (Figura 2)  

 

Figura 2. Esquema ilustrativo das 3 etapas principais da técnica Nanostring. 

Este sistema captura e conta um código baseado em combinações de 4 cores (color-

code ou barcode), correspondendo cada combinação a um gene distinto, conforme 

demonstrado na figura 3.82 Cada probe específico possui um sequência de pares de bases 

complementares ao alvo de interesse (RNA no nosso estudo) e barcodes moleculares 

fluorescentes únicos. O processo de ligação da probe ao alvo de interesse chama-se 

hibridização, sendo que a probe que carrega o barcode é chamada de Reporter. Uma segunda 

probe conhecida como Capture contém biotinas que permitem que estes complexos (RNA + 

probes) sejam imobilizados no cartucho para avaliação dos dados. (Figura 3a e 3b) 
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Figura 3. Esquema ilustrativo dos barcodes moleculares (sonda de captura específica e sonda 

reporter codificada por cores) determinando correlação com gene específico. 

O painel escolhido foi o nCounter® PanCancer Pathways, que conta com a avaliação de 

770 genes envolvidos em 13 vias de sinalização celular e sabidamente conhecidas por seu 

envolvimento na patogênese de diferentes tipos de tumores tais como MAPK, RAS, Notch, 

Wnt, Hedgehog, PI3K entre outras (www.nanostring.com/pancancer).51 A escolha deste 

painel baseou-se no fato que a análise da expressão gênica de diferentes vias de sinalização 

http://www.nanostring.com/pancancer
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permite identificar alterações em grupos distintos conforme o nosso estudo (recidiva versus 

não-recidiva). 

  

Figura 4. Vias de sinalização celular avaliadas pela metodologia Nanostring. 

Uma lâmina de hematoxilina-eosina (HE) de cada uma das 51 amostras usadas para 

esta etapa do projeto (17 recidivas e 34 não-recidivas) foi avaliada pelos patologistas (VD e 

GM) para demarcação da área tumoral. A partir disso, três lâminas de 10 μm foram 

confeccionadas no departamento de patologia e as áreas marcadas foram raspadas 

manualmente para extração do RNA das amostras. 

De acordo com o protocolo do kit Recover All Total Nucleic Acido Isolation (Ambion by 

Life Technologies, Austin, TX, USA), são necessárias 6 etapas para extração do RNA das 

amostras: desparafinização; digestão/lise celular; purificação/isolamento; separação do RNA 

do DNA; quantificação do RNA; diluição do RNA. 

• Desparafinização: foram realizados dois banhos com 1 ml de Xilol 100% intercalados 

com incubação em termobloco por 3 minutos a 50C seguido por centrifugação (14000 

rpm/5 minutos) obtendo o pellet de células; em seguida, remoção do Xilol por meio de 

dois banhos com 1 ml de Álcool 100% seguido de centrifugação (14000 rpm/5 

minutos); após remoção do sobrenadante, o pellet de células foi submetido a secagem 

a vácuo no SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA) a 45C por 

10 minutos. 
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• Digestão/Lise Celular: foram adicionados 4 μl de protease e 200 μl de tampão de 

digestão sendo incubados por 3 horas a 50C seguido por inativação da protease com 

elevação da temperatura até 80C por um período de 15 minutos. 

• Purificação/Isolamento: foram utilizadas colunas de sílica com afinidade para ácido 

ribonucleico sendo realizadas duas passagens sucessivas do lisado adicionado com 

solução tampão (550 μl de etanol 100% (Merck) + 240 μl de aditivo de isolamento = 

790 μl de solução), seguido de duas lavagens com 700 μl de Wash 1 seguido de 

centrifugação (10000 rpm/30 segundos) e com 700 μl de Wash 2 seguido de 

centrifugação (10000 rpm/30 segundos). 

• Separação do RNA do DNA: foi adicionada a enzima DNAse para degradação do DNA 

da amostra (4 μl enzima DNAse + 6 μl de 10x DNA buffer 50 μl de água nuclease free) 

e incubadas por um período de 30 minutos em temperatura ambiente com lavagens 

sucessivas sequenciais (solução Wash 1 uma vez; solução Wash 2 duas vezes); 

acrescentado então 30 μl de água livre de RNAs para eluição da amostra que foi 

incubada por 1 minuto em temperatura ambiente seguido por centrifugação (14000 

rpm/1 minuto). 

• Quantificação do RNA: a quantificação foi realizada tanto por NanoDrop ND-200 

espectrofotômetro (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA), quanto com Qubit 

Fluorometric Quantitation. 

• Diluição do RNA:  soluções padrões de 20 ng/l em 5 l de volume final foram feitas, 

utilizando-se as concentrações obtidas por Qubit Fluorometric Quantitation. 

Iniciou-se então a fase de hibridização com duração de 21 horas a 65C. O protocolo 

do kit nCounter Gene Expression 12 Assays determina a adição de 130 μl do buffer de 

hibridização em um microtubo que contém a sonda Reporter fornecida pelo kit. Em seguida, 

20 μl deste master mix é adicionado em um microtubo e na sequência adiciona-se 5 μl de RNA 

total e 5 μl da sonda Capture. 

Completada as 21 horas da hibridização, as amostras foram transferidas para a 

PrepStation, uma estação automatizada que purifica e prepara os cartuchos (nCounter® 

Cartridge), sendo removidos os excessos de probes e alinhados/imobilizados os complexos 

probes/alvos. Estes cartuchos são revestidos por estreptavidina que se liga à biotina das 
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probes de captura permitindo sua contagem digital. Esta etapa teve duração de 3 horas e 30 

minutos. 

A última etapa consistiu na contagem e análise dos cartuchos acima descritos. Este 

procedimento ocorre na nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies) que realiza a 

leitura de 280 até 555 campos de visão (FOVs) para cada amostra de acordo com o padrão de 

fluorescência determinado pelos barcodes na superfície dos cartuchos. 

 



 

5 ANÁLISE ESTATÍSTICA E DE BIOINFORMÁTICA 

 

Os dados coletados na ficha previamente definida e padronizada (Plataforma 

REDCap)69 foram tabulados no programa SPSS 21.0 for Windows. 

A estatística descritiva foi utilizada para a caracterização da amostra. As variáveis 

quantitativas foram descritas através de média e desvio padrão ou mediana e valores mínimo 

e máximo, conforme sua distribuição. As variáveis qualitativas foram descritas através de 

frequências absolutas e relativas. A análise estatística para comparações entre grupos utilizou 

o Teste de McNemar para as amostras não paramétricas.83 Para variáveis categóricas, o Teste 

de Qui-quadrado ou Exato de Fisher foi usado para comparar as proporções entre grupos.84 A 

análise univariada dos fatores prognósticos do estudo caso-controle com características 

clínicas e anatomopatológicas utilizou o Teste U de Mann-Whitney ou o Teste Exato de Fisher. 

Os parâmetros com p < 0,2 na análise univariada foram inseridos na análise de regressão 

logística e modelos de regressão logística backward stepwise foram construídos na avaliação 

dos fatores prognósticos dessa avaliação.85 

Para a comparação dos itens de revisão do anátomo-patológico foi utilizado o valor 

appa de Cohen e para interpretar este valor a escala proposta por Landis e Koch.86 

Análise do modelo de regressão multivariada de Cox foi utilizada com o objetivo de 

interpretar informações prognósticas que podiam complementar a classificação molecular 

(idade, IMC, subtipo histológico, grau histológico, invasão miometrial, ILV).87 

O nível de significância adotado nos passos acima foi de 5%. 

A avaliação dos dados relacionados à expressão do RNA tumoral utilizando o 

NanoString nCounterTM foi realizada através do programa nSolverAnalysis Software v4.0® 

(NanoString Technologies), o qual permite uma avaliação de vários parâmetros técnicos de 

qualidade da corrida como controles positivos, densidade de ligação e limite de detecção. 

Os dados foram normalizados e analisados no ambiente estatístico-matemático R (R-

project (v3.6.3); The R Foundation, Viena, Áustria). Previamente foi utilizado Quantro package 

(v1.18.0) no ambiente R para uma avaliação interna dos cartuchos analisados (5 cartuchos no 

total) para auxiliar na escolha do método de normalização.88 A normalização dos dados tem 

como objetivo corrigir possíveis variações experimentais das amostras como eficiência da 

hibridização, purificação ou ligação. Os arquivos em formato RCC foram convertidos para o 

formato xlsx e importados na plataforma Galaxy-HCB, uma versão customizada e de fácil 
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acesso da ferramenta NanostringNorm (v1.2.1.1).89 O objetivo desta ferramenta é a avaliação 

dos controles positivos e negativos da reação e também a normalização e análise da expressão 

diferencial dos dados. 

A inspeção dos controles positivos e negativos foi realizada por meio da relação entre 

as contagens observadas em escala log2 pela concentração esperada em log2 (fM) dos 

mesmos. Os dados de expressão gênica foram normalizados pelo método quantil 

implementado no pacote NanoStringNorm e transformados em escala de log2. A expressão 

diferencial avaliou a diferença de expressão dos RNAs para grupos distintos (no presente 

estudo recidivas de câncer de endométrio de risco baixo e intermediário e não-recidivas com 

o mesmo diagnóstico). Para a construção dos heatmaps com os genes diferencialmente 

expressos foi utilizado o pacote ComplexHeatmap (v2.0.0) 

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ComplexHeatmap.html) dentro 

do ambiente R através da correlação de Pearson.90 

As análises estatísticas utilizaram o Teste t com nível de significância de p ≤ 0.01 e Fold 

change de 2.0 (quantas vezes o gene está expresso em relação ao outro grupo amostral 

comparado no estudo). Os resultados para todos os genes foram disponibilizados em formato 

Volcano plot. 

Após a detecção dos genes com alta ou baixa expressão dos seus respectivos RNAs, 

avaliamos através da Curva ROC a sensibilidade e especificidade deles comparando com o 

risco de recidiva ou não na população estudada. Definimos o maior valor de sensibilidade e 

especificidade simultâneos na definição da Curva ROC. Esta ferramenta estatística auxilia na 

quantificação do poder discriminatório de um teste ou biomarcador, sendo considerado 

aceitável uma AUC acima de 0,7 para diferenciação entre dois grupos.91, 92 Utilizamos o pacote 

ROC R 1.0-11 para a análise das curvas ROC individuais e o pacote EPI 2.40 para a análise das 

curvas ROC em conjunto. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ComplexHeatmap.html
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6 RESULTADOS 

 

Entre janeiro de 2009 a dezembro de 2014, 195 pacientes com diagnóstico de 

carcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário foram operadas no Hospital do 

Câncer de Barretos. 

A idade média ao diagnóstico foi de 61,1 anos (31,0 a 88,0). O tempo médio decorrido 

entre o diagnóstico realizado na cidade de origem e a primeira consulta no hospital oncológico 

terciário foi de 48,6 dias (7,0 a 195,0). 

Na Tabela 5 descrevemos as características demográficas da população em estudo. 

145 pacientes (74,4%) apresentavam diagnóstico estádio IA e mais de 95% das pacientes 

tinham ECOG 0 ou 1. Como é característica do câncer de endométrio, sobretudo o subtipo 

endometrióide, mais da metade das pacientes apresentavam algum grau de obesidade 

(57,4%). Além disso, 129 pacientes (66,2%) apresentavam diagnóstico de HAS e 47 pacientes 

(24,1%) de DM. A imensa maioria das pacientes já se encontravam em menopausa no 

momento do diagnóstico (85,1%). 

O valor médio do CA-125, um marcador tumoral epitelial sanguíneo muito utilizado no 

acompanhamento do tratamento dos tumores ginecológicos, sobretudo no câncer de ovário 

e endométrio, no momento do diagnóstico foi 29,57 U/ml (1,10 a 615,2). Em até 60 dias após 

o procedimento cirúrgico, os valores caíram em média para 12,06 U/ml (3,12 a 90,7). 

Tabela 5. Características clínicas da população. 

Variável Categoria N % 

Estádio IA 145 74,4 

 IB 50 25,6 

ECOG 0 75 38,5 

 1 109 55,9 

 2 11 5,6 

Raça Branca 147 75,4 

 Negra 8 4,1 

 Parda 40 20,5 
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ECOG – Escala de desempenho (Eastern Cooperative Oncology Group); IMC – Índice de Massa Córporea; Kg – kilograma; m2 
– metro quadrado; HAS – hipertensão arterial; DM – diabetes mellitus; ND – não disponível. 
 

As Tabelas 6 e 7 descrevem as características cirúrgicas e anátomo-patológicas. Como 

a inclusão das pacientes ocorreu entre os anos de 2009 e 2014, há uma nítida curva de 

aprendizado das técnicas minimamente invasivas, sendo que a laparoscopia representou 

pouco mais de 65% dos casos nesta série. Do ponto de vista anátomo-patológico, 62,1% das 

pacientes apresentavam grau 1, 13,8% das pacientes apresentavam invasão da endocérvice e 

mais de 90% dos casos tinham componente endometrióide típico. O tamanho tumoral médio 

foi de 4,7 cm (0,1 a 11,5 cm) e o número médio de linfonodos ressecados foi de 19 linfonodos 

IMC (Kg/m2) Normal (18.5-24.99) 28 14,4 

 Sobrepeso (25.0-29.99) 53 27,2 

 Obesidade I (30.0-34.99) 49 25,1 

 Obesidade II (35.0-39.99) 28 14,4 

 Obesidade III (≥ 40.0) 35 17,9 

 ND 2 1,0 

Paridade Não 23 11,8 

 Sim 170 87,2 

 ND 2 1,0 

Tabagismo Fumante 21 10,8 

 Ex-fumante 9 4,6 

 Nunca fumou 165 84,6 

Comorbidades HAS 129 66,2 

 DM 47 24,1 

 Obesidade 112 57,4 

 Outras 80 41,0 

Status Hormonal Menacme 28 14,4 

 Menopausa 166 85,1 

 ND 1 0,5 
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(2 a 56), sendo que 45 pacientes (23,1%) foram submetidas a linfadenectomia pélvica e 47 

pacientes (24,1%) a linfadenectomia pélvica e para-aórtica. 

Tabela 6. Características cirúrgicas da amostra. 

Variável Categoria N % 

Tipo de Cirurgia HTA + SOOB 94 48,2 

 HTA + SOOB + LND pélvica 45 23,1 

 HTA + SOOB + LND pélvica + retroperitoneal 47 24,1 

 HTA + SOOB + PLS 4 2,1 

 HTA 5 2,6 

Via de Acesso Laparotômica 55 28,2 

 Laparoscópica 129 66,2 

 Vaginal 11 5,6 

HTA – histerectomia total; HTA + SOOB – Histerectomia total + salpingooforectomia bilateral; HTA + SOOB + LND – 
Histerectomia total + salpingooforectomia bilateral + linfadenectomia; HTA + SOOB + PLS – Histerectomia total + 
salpingooforectomia bilateral + pesquisa do linfonodo sentinela. 
 

Tabela 7. Características anatomopatológicas dos espécimes. 

Variável Categoria N % 

Localização do tumor Fundo uterino 148 75,9 

 Segmento uterino inferior 7 3,6 

 Fundo + segmento uterino inferior 40 20,5 

Grau histológico Grau 1 121 62,1 

 Grau 2 70 35,8 

 Grau 3 4 2,1 

Invasão endocérvice Não 168 86,2 

 Sim 27 13,8 

Característica Morfológica Endometrióide 180 92,3 

 Endometrióide + diferenciação escamosa 14 7,2 

 Outro 1 0,5 
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Invasão linfovascular Não 173 88,7 

 Sim 22 11,3 

 
Avaliando o tratamento adjuvante, 72,3% das pacientes receberam radioterapia, 

sendo que 91,5% dos casos receberam HDR exclusiva, corroborando o perfil de risco baixo e 

intermediário da população em estudo. O tempo médio para início da radioterapia foi de 

68,82 dias (20 a 237) contados a partir da data do procedimento cirúrgico. 

Tabela 8. Características do tratamento de radioterapia adjuvante. 

Variável Categoria N % 

Tratamento Adjuvante Não 54 27,7 

 Sim 141 72,3 

Tipo de tratamento HDR 129 91,5 

 Radioterapia externa + HDR 10 7,1 

 Radioterapia externa 2 1,4 

HDR – braquiterapia de alta taxa de dose. 

Das 195 pacientes avaliadas, 22 (11,3%) apresentaram recidiva (o follow-up de todas 

as pacientes foi atualizado em meados de 2019). O sítio mais prevalente de recidiva foi o 

pulmão com 7 casos (23,3%) seguido da cúpula vaginal com 5 casos (16,7%), como 

demonstrado na Tabela 9. Uma mesma paciente pode ter apresentado mais de um sítio de 

recidiva, justificando 30 sítios em 22 pacientes avaliadas. O valor médio do CA-125 na recidiva 

foi 196,27 U/ml (5,50 a 1636,0). 

A maioria das pacientes recebeu quimioterapia como tratamento paliativo (37,9%), 

porém por se tratar de carcinoma endometrióide, 6 pacientes (20,8%) receberam 

hormonioterapia no manejo das metástases. A mesma paciente pode ter recebido duas 

modalidades terapêuticas concomitantes e/ou sequenciais, justificando 29 abordagens 

terapêuticas nesta população. (Tabela 9) 

Tabela 9. Características dos sítios de recidiva da população. 

Variável Categoria N % 

Recidiva Não 173 88,7 
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 Sim 22 11,3 

Local da recidiva Pulmão 7 23,3 

 Vaginal 5 16,7 

 Linfonodos pélvicos 4 13,3 

 Linfonodos retroperitoneais 4 13,3 

 Peritônio 4 13,3 

 Pélvica 4 13,3 

 Mediastino 1 3,4 

 Fígado 1 3,4 

Tratamento da recidiva Quimioterapia 11 37,9 

 Hormonioterapia 6 20,8 

 Radioterapia 5 17,2 

 Cirurgia 5 17,2 

 Cuidados paliativos 2 6,9 

 
Após um follow-up mediano de 6,38 anos (0,4-10,88), 175 pacientes (89,7%) 

permanecem vivas, sendo que 11 destas (6,3%) seguem em tratamento da recidiva do câncer 

de endométrio, conforme demonstrado na Tabela 10. Vinte pacientes faleceram (10,3%), 

sendo 11 (5,6%) em decorrência da progressão do câncer de endométrio e 9 (4,7%) de várias 

causas não relacionadas a esta neoplasia (3 Sepse; 2 IAM; 1 Esclerose Múltipla; 1 Câncer de 

Cólon; 1 Câncer de Estômago). 

Tabela 10. Status atual das pacientes. 

Variável Categoria N % 

Vivo Total 175 89,7 

 Sem doença 164 84,1 

 Com doença 11 5,6 

Morte Total 20 10,3 
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 Doença relacionada 11 5,6 

 Causas diversas 9 4,7 

 
 Ainda sem um follow-up atualizado (realizado em meados de 2019), realizamos um 

estudo caso-controle com os dados clínico-patológicos das pacientes. À época, tínhamos 21 

pacientes com recidiva e escolhemos 3 controles pareados por idade e estadiamento para 

cada uma destas pacientes. Análise univariada das variáveis em estudo está sumarizada na 

Tabela 11. 

Tabela 11. Análise univariada para avaliação do risco de recorrência. 

Variáveis  Casos (n=21) Controles 
(n=63) 

Valor p 

Idade (mediana, min-max)a  64 (46-77) 64 (46-78) 0,873 

Estadiamento FIGO (%)b 
IA 14 (66,7) 42 (66,7) 

>0,99 
IB 7 (33,3) 21 (33,3) 

ECOG Performance Status(%)b 
0-1 20 (95,2) 61 (96,8) 

>0,99 
2 1 (4,8) 2 (3,2) 

Etnia (%)b 
Branco 18 (85,7) 45 (71,4) 

0,251 
Outros 3 (14,3) 18 (28,6) 

IMC (mediana, min-max)a 
 31,64  

(19,78-48,62) 
32,65  

(21,93-52,71) 
0,339 

Tabagismo (%)b 
Sim 2 (9,5) 4 (6,3) 

0,637 
Não 19 (90,5) 59 (93,7) 

Menopausa (%)b 
Sim 21 56 (88,8) 

0,184 
Não 0 7 (11,2) 

Gravidezes (mediana, min-max)a  4 (1-7) 4 (1-20) 0,725 

Grau histológico (%)b 
Grau 1 9 (42,9) 44 (69,8) 

0,037 
Grau 2 ou 3 12 (57,1) 19 (30,2) 

Característica Morfológica (%)b 

Endometrióide 15 (71,4) 60 (95,2) 

0,007 Endometrióide com 
diferenciação escamosa 

6 (28,6) 3 (4,8) 

Tamanho (mediana, min-max)a 
 4.0  

(16,0-115,0) 
4.0  

(1.0-105,0) 
0,597 

Localização do tumor (%)b 
Corpo uterino 14 (66,7) 47 (74,6) 

0,574 
Segmento uterino inferior 7 (33,3) 16 (25,4) 

Invasão endocervical (%)b 
Sim 6 (28,6) 8 (12,7) 

0,103 
Não 15 (71,4) 55 (87,3) 

ILV (%)b 
Sim 5 (23,8) 9 (14,3) 

0,324 
Não 16 (76,2) 54 (85,7) 

HDR – Braquiterapia de alta taxa de dose; HTA + SOOB – Histerectomia total + salpingooforectomia bilateral; IMC – Índice de 
massa córporea; ECOG – Escala de desempenho (Eastern Cooperative Oncology Group); FIGO – Federação Internacional de 
Ginecologia e Obstetrícia; ILV – invasão linfovascular; IMC – Índice de massa corpórea; min – mínimo; max – máximo. 
a – Teste Mann-Whitney; b – Teste Exato de Fisher. 

 
 

  Todas as variáveis que apresentaram um p < 0,2 participaram da análise multivariada de 

regressão logística: grau histológico, característica morfológica e invasão endocervical 
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(menopausa foi retirada pois um dos grupos não tinha representante). Utilizando a técnica 

backward stepwise de regressão logística, o seguinte modelo foi construído. (Tabela 12) 

Tabela 12. Análise multivariada para avaliação de risco de recorrência. 

Variáveis  Odds Ratio (IC – 95%) Valor p 

Grau histológico Grau 1 1 
0,080 

Grau 2 ou 3 2.66 (0,89–7,96) 

Característica Morfológica 

Endometrióide 1 
0,031 Endometrióide com 

diferenciação escamosa 
5.65 (1,17–27,17) 

Invasão endocervical 
Não 1 

0,168 
Sim 2.55 (0,67–9,66) 

Constant= -1.939 (P = 0.0001) 

Das três variáveis acima avaliadas, apenas a característica morfológica foi 

estatisticamente significativo (p: 0,031), demonstrando que a chance de recidiva para 

pacientes com câncer de endométrio endometrióide de risco baixo e intermediário com 

diferenciação escamosa é 5,6 vezes superior quando comparado com pacientes com câncer 

de endométrio endometrióide de risco baixo e intermediário.93 

  

6.1 Resultados Estudo 1 – Reavaliação anátomo-patológica 

Dos 195 casos revisados por dois patologistas especialistas em oncoginecologia, 15 

foram excluídos desta análise: 9 devido ausência de tumor nas lâminas avaliadas; 5 tiveram 

resultado de hiperplasia atípica; 1 paciente foi definida como pólipo endometrial.  

A grande maioria das pacientes eram estádio IA (74,4%), com idade mediana ao 

diagnóstico de 61 anos. Como esperado na população com câncer de endométrio, a mediana 

do IMC foi de 32,8. Após um follow-up mediano de 6.38 anos (0,4-10,88), 22 pacientes 

apresentaram recidiva. (Tabela 13) 

Tabela 13. Características clínicas e demográficas das pacientes. 

Variáveis&  Casos (n=195) 

Idade (mediana, min-max)a  61 (31-88) 

Estadiamento FIGO (%)b IA 145 (74,4) 

IB 50 (25,6) 

ECOG Performance Status(%)b 0-1 184 (94,4) 

2 11 (5,6) 

Etnia (%)b Branco 147 (75,4) 

Outros 48 (24,6) 

IMC (mediana, min-max)a  32,8 
(18,7-62,8) 

Tabagismo (%)b Sim 30 (18,2) 

Não 165 (81,8) 
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Menopausa (%)b Sim 166 (85,1) 

Não 29 (14,9) 

Tamanho mm (median, min-max)a  
 40 

(1-115) 

Grau histológico (%)b 

Grau 1 121 (62,1) 
Grau 2 70 (35,9) 
Grau 3 4 (2,0) 

Característica Morfológica (%)b Endometrióide 181 (92,8) 
Endometrióide com diferenciação escamosa 14 (7,2) 

Localização do tumor (%)b Corpo uterino 148 (75,9) 
Segmento uterino inferior 47 (24,1) 

Invasão endocervical (%)b Sim 27 (13,9) 
Não 168 (86,1) 

ILV (%)b Sim 22 (11,3) 

Não 173 (88,7) 
 HTA + SOOB 94 (48,2) 
 HTA + SOOB + linfadenectomia pélvica 45 (23,1) 
Cirurgia (%)b HTA + SOOB + linfadenectomia pélvica e para-

aóritca 
47 (24,1) 

 HTA + SOOB + pesquisa linfonodo sentinela 4 (2,0) 
 Histerectomia simples 5 (2,6) 
 Laparotomia 55 (28,2) 
Via de acesso cirúrgico (%)b Laparoscopia 129 (66,2) 
 Vaginal 11 (5,6) 
 Não 54 (27,7) 
Radioterapia adjuvante (%)b HDR 129 (66,2) 
 Radioterapia pélvica externa 2 (1,0) 
 HDR + Radioterapia pélvica externa 10 (5,1) 

Recorrência (%)b Sim 22 (11,3%) 

No 173 (88,7%) 
HDR – Braquiterapia de alta taxa de dose; HTA + SOOB – Histerectomia total + salpingooforectomia bilateral; IMC – Índice de 
massa córporea; ECOG – Escala de desempenho (Eastern Cooperative Oncology Group); FIGO – Federação Internacional de 
Ginecologia e Obstetrícia; ILV – invasão linfovascular; IMC – Índice de massa corpórea; min – mínimo; max – máximo. 
a – Teste Mann-Whitney; b – Teste Exato de Fisher; & – Todos os resultados relacionados ao diagnóstico inicial sem revisão do 
especialista 

 Após a avaliação dos patologistas especialistas em oncoginecologia, a frequência de 

mudança no laudo anátomo-patológico das variáveis característica morfológica, grau 

histológico, invasão miometrial e ILV foi respectivamente: 13,3%, 62,8%, 18,3% e 11,1%. Das 

113 pacientes (62,8%) que tiveram alterações do grau histológico, apenas 3 (2,6%) 

apresentaram downstaging na nova classificação. Na análise dos especialistas, 7 (3,9%) 

diagnósticos de carcinoma seroso foram dados. Das 33 pacientes (18,3%) que tiveram 

mudanças na invasão miometrial, apenas 3 (7,0%) apresentaram upstaging na nova 

classificação. (Tabela 14 e Figura 5) 

Tabela 14. Distribuição da característica morfológica, grau histológico, estadiamento, ILV e 

estratificação de risco após análise de patologistas especialistas em oncoginecologia. 

Variável Diagnóstico inicial Revisão Concordância 

 N % N % N % 

Característica Morfológica       
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Endometrióide 172 95,5 158 87,8 153/172 88.9 

Endometrióide com diferenciação 
escamosa 

8 4,5 15 8,3 3/8 37,5 

Seroso 0 0 7 3,9 - - 

Total - - - - 156/180 86,7 

Grau histológico       

Grau 1 110 61,1 17 9,4 15/110 13,6 

Grau 2 66 36,7 142 78,9 49/66 74,2 

Grau 3 4 2,2 21 11,7 3/4 75 

Total - - - - 67/180 37,2 

Invasão Miometrial       

Menos que 50% 131 72,8 158 87,8 128/131 97,7 

Mais que 50% 49 27,2 22 12,2 19/49 38,8 

Total - - - - 147/180 81,7 

ILV       

Sim 160 88,9 154 85,6 147/160 91,9 

Não 20 11,1 26 14,4 13/20 65,0 

Total - - - - 160/180 88,9 

Estratificação de Risco       

Baixo 118 65,6 129 71,7 105/118 89,0 

Intermediário 39 21,7 11 6,1 10/39 25,6 

Intermediário Alto 23 12,7 29 16,1 11/23 47,8 

Alto  0 0 11 6,1 - - 

Total - - - - 126/180 70,0 

ILV – invasão linfovascular. 
 

 

Figura 5. Distribuição da característica morfológica, grau histológico, estadiamento e ILV após 

análise de patologistas especialistas em oncoginecologia. 
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Considerando a Estratificação de Risco Modificada da ESMO do laudo inicial realizado 

pelos patologistas generalistas, 65,6% das pacientes eram de risco baixo, 21,7% de risco 

intermediário e 12,7% de risco intermediário alto. Após avaliação por parte dos patologistas 

especialistas, 11 pacientes (6,1%) foram classificadas como de risco alto. 126 pacientes (70%) 

não tiveram mudança em relação a classificação inicial e das 54 pacientes restantes (30%), 24 

(44,4%) tiveram downstaging e 30 (55,6%) tiveram upstaging em suas classificações de risco. 

(Tabela 15 e Figura 6) 

Tabela 15. Mudanças na Estratificação de Risco Modificada da ESMO após análise por 

patologistas especialistas em oncoginecologia. 

 Estratificação de Risco Final 

Estratificação de Risco Inicial Baixo 
N (%) 

Intermediário 
N (%) 

Intermediário Alto 
N (%) 

Alto 
N (%) 

Total 
N (%) 

Baixo 105 (89)a 1 (0,9)c 9 (7,6)c 3 (2,5)c 118 (65,6) 

Intermediário 19 (48,7)b 10 (25,6)a 9 (23,1)c 1 (2,6)c 39 (21,7) 

Intermediário Alto 5 (21,7)b 0b 11 (47,8)a 7 (30,4)c 23 (12,7) 

Total 129 (71,7) 11 (6,1) 29 (16,1) 11 (6,1) 180 

a – Nenhuma mudança; b – Down-staging; c – Up-staging 

 

Figura 6. Distribuição na Estratificação de Risco Modificada da ESMO após análise de 

patologistas especialistas em oncoginecologia 

 Utilizando o coeficiente de appa para avaliar a concordância entre os laudos iniciais 

dos patologistas generalistas e os laudos finais feitos em conjunto por dois patologistas 

especialistas em oncoginecologia, os resultados mostraram alta variabilidade na comparação 

destes laudos para as 4 variáveis analisadas: tipo histológico ( = 0.154), grau histológico ( = 

0.035), invasão miometrial ( = 0.441) e ILV ( = 0.503). As mudanças nas variáveis descritas 

levaram a uma alta variabilidade na Estratificação de Risco Modificada da ESMO ( = 0.396). 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Intermediário Alto (N= 23)

Intermediário (N= 39)

Baixo (N= 118)

Estratificação de Risco

Baixo Intermediário Intermediário Alto Alto
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 A sobrevida global e a sobrevida livre de doença em 5 anos da coorte estudada foi de 

94,7% e 89,3% respectivamente. Comparando a sobrevida livre de progressão em 5 anos das 

pacientes que tiveram um upstaging após avaliação dos patologistas especialistas em 

oncoginecologia com as pacientes que não tiveram mudança no laudo realizado por estes 

mesmos profissionais, não houve diferença estatisticamente significativa influenciada pelo 

novo laudo dado pelos especialistas (86,7% vs 88,0%, p = 0.77). (Figura 7) 

 

 
Figura 7. Curva de Kaplan–Meier entre pacientes sem mudanças na estratificação de risco e 

que apresentaram up-staging após revisão patológica. 

 
 

6.2 Resultados Estudo 2 – Classificação molecular e Nanostring 

Das 22 pacientes que apresentaram recidiva, 5 tiveram diagnóstico de tumor de alto grau 

(serosos) após revisão feita pelos patologistas especialistas em oncoginecologia e foram 

excluídas da presente análise. O grupo das pacientes que apresentaram recidiva foi numerado 

de 1 a 17. O grupo de pacientes que não apresentaram recidiva foi numerados como 1a/1b 

até 17a/17b. 

Realizamos reações de imuno-histoquímica com os seguintes marcadores: receptor de 

estrógeno (RE); receptor de progesterona (RPg); p16; p53; PTEN; Beta-Catenina; ARIAD1a; 

L1CAM; PD-L1. (Tabela 16) 
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Tabela 16. Painel de Imuno-histoquímica das 51 amostras (17 recidivas; 34 não-recidivas) 

Pacientes RE RPg p16 p53 PTEN Beta-Catenina ARIAD1a L1CAM PD-L1 

Recidivas          

1 - - - Inc - + - 1-5% 0 
2 - - - Inc - + - 0 0 
3 - + + Inc + - - 1-2% 0 
4 + + + - - + + 0 0 
5 + - + - - + + 0 0 
6 - + - - + + + 0 0 
7 - - + + - + + 0 0 
8 - - - + - - - 0 0 
9 - + + - - + - 1-2% + 

10 + + - - - + + 0 0 
11 - + + - - + + 0 0 
12 + - + - + + - 1-3% + 
13 + + + - + + - 0 0 
14 - - - - + + + 0 0 
15 + + + - - + + 0 0 
16 + + - - - + + 0 0 
17 - + + - + + + 1-2% 0 

Não-recidivas          

1a - - - - - + + 0 0 
1b + - + - + + + 0 0 
2a - - - - - + - 0 0 
2b + - + - + + - 0 0 
3a + + + - - + + 1-2% 0 
3b - - - - - + - 0 0 
4a + - + - + + - 0 0 
4b + + - - - + + 0 0 
5a - - - - + + - 0 0 
5b - - + - - + + 0 0 
6a + + - - - + + 0 0 
6b + + - - + + + 1-2% 0 
7a + + - - - + + 0 0 
7b - - + Inc + + - 1-10% 0 
8a - - + - - + - 0 0 
8b - - + - - + - 0 0 
9a - - - - - + - 0 0 
9b - - + - - + + 0 0 

10a - - + - - + + 0 0 
10b + + - - - + - 0 0 
11a - + + - - + + 0 0 
11b + + + - + + + 0 0 
12a + + - - + + + 0 0 
12b - - + + - + + 1-5% 0 
13a + + + - - + - 1-10% 0 
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Tivemos problemas analíticos nestas reações (amostras muito homogêneas 

relacionadas sobretudo ao p53, Beta-Catenina, L1CAM e PD-L1) possivelmente por tratar-se 

de amostras antigas e que podem ter sido mal fixadas à época do diagnóstico.  

Realizamos análise estatística para cada um dos marcadores (Teste de Qui-quadrado 

ou Exato de Fisher) comparando o grupo de pacientes com recidiva com o grupo não 

recidivado e para nenhum dos marcadores de imuno-histoquímica houve diferença entre os 

mesmos: RE (p = 0.69); RPg (p = 0.23); p16 (p = 0.84); p53 (p = 0.58); PTEN (p = 1.00); Beta-

Catenina (p = 0.26); ARIAD1a (p = 0.84); L1CAM (p = 0.24); PD-L1 (p = 0.59). 

 

6.2.1 Resultado Classificação Molecular 

O resultado do sequenciamento do gene POLE mostrou apenas uma amostra mutada 

no Éxon 9 (c.857C>G; p.(Pro286Arg)). Das 51 amostras avaliadas, 23 (45,1%) foram 

descartadas devido baixa qualidade nos respectivos DNAs. Das 28 amostras válidas, 27 eram 

wild type (96,4%). 

Das 51 amostras que foram sequenciadas para avaliação de instabilidade de 

microssatélite, apenas uma apresentou resultado inconclusivo (Tabela 17). Das 50 amostras 

restantes, 12 apresentaram instabilidade de microssatélite (24%) e 38 estabilidade de 

microssatélite (76%). Das 16 pacientes recidivadas (1 amostra excluída devido resultado 

inconclusivo), 4 tiveram resultado de instabilidade microssatélite (25%) e 12 de estabilidade 

de microssatélite (75%). Das 34 pacientes não recidivadas, 8 apresentaram instabilidade de 

microssatélite (23,5%) e 26 estabilidade de microssatélite (76,5%). 

Tabela 17. Avaliação de Instabilidade de Microssatélite. 

Pacientes Resultado 

Recidivas  

1 Inconclusivo 

2 Estabilidade de microssatélite 

13b - + + - - + + 0 0 
14a + + - - + + + 0 0 
14b + + + + - + - 0 0 
15a - - + Inc - + + 0 0 
15b - - + Inc + + - 0 0 
16a + - + - + + - 0 + 
16b - - - - - + + 0 + 
17a - - - Inc - - - 0 0 
17b + + - - + + + 0 0 
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3 Estabilidade de microssatélite 

4 Estabilidade de microssatélite 

5 Estabilidade de microssatélite 

6 Estabilidade de microssatélite 

7 Estabilidade de microssatélite 

8 Estabilidade de microssatélite 

9 Instabilidade de microssatélite 

10 Estabilidade de microssatélite 

11 Estabilidade de microssatélite 

12 Instabilidade de microssatélite 

13 Estabilidade de microssatélite 

14 Estabilidade de microssatélite 

15 Instabilidade de microssatélite 

16 Estabilidade de microssatélite 

17 Instabilidade de microssatélite 

Não-recidivas  

1a Instabilidade de microssatélite 

1b Estabilidade de microssatélite 

2a Estabilidade de microssatélite 

2b Estabilidade de microssatélite 

3a Estabilidade de microssatélite 

3b Instabilidade de microssatélite 

4a Estabilidade de microssatélite 

4b Estabilidade de microssatélite 

5a Instabilidade de microssatélite 

5b Estabilidade de microssatélite 

6a Estabilidade de microssatélite 

6b Estabilidade de microssatélite 

7a Estabilidade de microssatélite 

7b Estabilidade de microssatélite 

8a Instabilidade de microssatélite 

8b Instabilidade de microssatélite 

9a Estabilidade de microssatélite 
9b Instabilidade de microssatélite 

10a Estabilidade de microssatélite 
10b Estabilidade de microssatélite 
11a Estabilidade de microssatélite 
11b Instabilidade de microssatélite 
12a Estabilidade de microssatélite 
12b Estabilidade de microssatélite 
13a Estabilidade de microssatélite 
13b Estabilidade de microssatélite 
14a Estabilidade de microssatélite 
14b Estabilidade de microssatélite 
15a Estabilidade de microssatélite 
15b Estabilidade de microssatélite 
16a Estabilidade de microssatélite 
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16b Estabilidade de microssatélite 
17a Instabilidade de microssatélite 
17b Estabilidade de microssatélite 

 

Realizamos sequenciamento genético para o gene TP53 nas 51 amostras, sendo que 31 

(60,8%) foram descartadas devido baixa qualidade dos respectivos DNAs. Das 20 amostras 

restantes, 5 (25%) apresentaram pelo menos uma variante mutada de acordo com a 

metodologia do estudo, sendo que duas delas carregavam mais de uma mutação patogênica. 

Uma dessas variantes (c.1136 G> A) foi comum a 2 casos distintos. Os tipos de mutação foram 

6 missense (75,0%), 1 nonsense (12,5%) e 1 frameshift (12,5%). Cinco variantes foram descritas 

nas três bases de dados e previstas pelo CGI (Cancer Genome Interpreter). Apenas a variante 

frameshift não foi encontrada nas bases de dados pesquisadas. (Tabela 18) 

Tabela 18. Análise da mutação do TP53 baseada em NGS. 

ID amostra Tipo de mutação Éxon c.DNA Proteína 

5  frameshift 10 c.1020_1021dup p.(Phe341Cysfs*5) 

5  missense 11 c.1136G>A p.(Arg379His) 

8  missense 10 c.1025G>A p.(Arg342Gln) 

6b missense 9 c.949C>A p.(Gln317Lys) 

7a missense 11 c.1136G>A p.(Arg379His) 

13a missense 7 c.733G>A p.(Gly245Ser) 

13a nonsense 6 c.586C>T p.(Arg196*) 

13a missense 5 c.472C>T p.(Arg158Cys) 

  

Compilando os resultados das 3 análises acima descritas (sequenciamento do gene 

POLE, pesquisa da instabilidade microssatélite e sequenciamento do gene TP53), tivemos o 

resultado da classificação molecular (Tabela 19). 

Tabela 19. Resultados da Classificação Molecular. 

Pacientes Resultado 

Recidivas POLE Instabilidade de 
Microssatélite 

TP53 Grupo 

1 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo 
2 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
3 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
4 Wild type Estável Wild type Grupo 3 
5 Wild type Estável Mutado Grupo 4 
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6 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
7 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
8 Inconclusivo Estável Mutado Grupo 4 
9 Wild type Instável Wild type Grupo 1 

10 Wild type Estável Wild type Grupo 3 
11 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
12 Wild type Instável Inconclusivo Grupo 1 
13 Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
14 Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
15 Wild type Instável Wild type Grupo 1 
16 Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
17 Inconclusivo Instável Inconclusivo Grupo 1 

Não-recidivas     

1a Wild type Instável Inconclusivo Grupo 1 
1b Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
2a Mutado Estável Inconclusivo Grupo 2 
2b Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
3a Wild type Estável Wild type Grupo 3 
3b Inconclusivo Instável Inconclusivo Grupo 1 
4a Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
4b Wild type Estável Wild type Grupo 3 
5a Wild type Instável Wild type Grupo 1 
5b Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
6a Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
6b Wild type Estável Mutado Grupo 4 
7a Inconclusivo Estável Mutado Grupo 4 
7b Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
8a Wild type Instável Wild type Grupo 1 
8b Inconclusivo Instável Inconclusivo Grupo 1 
9a Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
9b Inconclusivo Instável Inconclusivo Grupo 1 

10a Inconclusivo Estável Wild type Inconclusivo 
10b Wild type Estável Wild type Grupo 3 
11a Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
11b Wild type Instável Wild type Grupo 1 
12a Wild type Estável Inconclusivo Inconclusivo 
12b Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
13a Wild type Estável Mutado Grupo 4 
13b Wild type Estável Wild type Grupo 3 
14a Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
14b Wild type Estável Wild type Grupo 3 
15a Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
15b Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
16a Wild type Estável Wild type Grupo 3 
16b Wild type Estável Wild type Grupo 3 
17a Inconclusivo Instável Inconclusivo Grupo 1 
17b Inconclusivo Estável Inconclusivo Inconclusivo 
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Grupo 1 – instabilidade de microssatélite; Grupo 2 – POLE ultramutado; Grupo 3 – p53 wild-type; Grupo 4 – p53 
anormal 

 Das 51 amostras analisadas, 24 (47,1%) tiveram resultado inconclusivo em decorrência 

da baixa qualidade do DNA extraído para sequenciamento dos genes POLE e TP53. As 27 

amostras restantes (52,9%) foram divididas em 4 grupos: grupo 1 (instabilidade de 

microssatélite) – 12 pacientes (23,5%); grupo 2 (POLE ultramutado) – 1 paciente (2%); grupo 

3 (p53 wild-type) – 9 pacientes (17,6%); grupo 4 (p53 anormal) – 5 pacientes (9,8%). (Tabela 

20) 

Tabela 20. Classificação Molecular entre recidivas e não-recidivas. 

 N (%) Casos Controle 

Grupo 1 12 (23,5) 4 8 

Grupo 2  1 (2,0) 0 1 

Grupo 3 9 (17,6) 2 7 

Grupo 4 5 (9,8) 2 3 

Inconclusivo 24 (47,1) 9 15 

 
 Através do Teste Exato de Fisher, avaliamos se houve diferença entre os 4 grupos citados 

e a chance aumentada de recidiva destas pacientes. Não houve diferença entre a 

probabilidade da paciente estar alocada em algum dos 4 grupos e ela ter apresentado ou não 

recidiva (p = 0,823). 

 

6.2.2 Resultado Nanostring 

A análise da expressão do RNA foi realizada nas 51 amostras do estudo. As amostras 

no programa de software nSolver são nomeadas com a letra “S”. As amostras S01 até S17 

representam as pacientes com recidiva e as amostras S18 até S51 as não recidivados. Duas 

destas amostras foram excluídas (S01 – recidiva; S50 – não recidiva) devido à baixa qualidade 

do RNA. Esta avaliação aconteceu através de controles de qualidade do software nSolver. 

Utilizamos para as amostras do estudo leitura com 280 FOVs. 

 O resultado da análise da normalização das amostras está demonstrado na Figura 8. O 

intuito foi detectar a existência de Batchs de cartucho (problemas técnicos dentro do mesmo 

cartucho ou entre eles). Também nesta etapa da análise não foram detectados erros de 

contagem amostral (flags) que evidenciariam problemas no nSolver (já haviam sido excluídas 

as 2 amostras devido baixa contagem de RNA). 
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Figura 8. Amostras do experimento (eixo X) divididas nos 5 cartuchos (cores verde escuro, 

marrom, violeta, rosa e verde claro) demonstrando os logs das contagens dos genes (eixo Y). 

 Uma segunda análise do controle dos resultados foi realizada através dos controles 

positivos e negativos das amostras no pacote NanoStringNorm. O gráfico da Figura 9 

demonstra que os controles positivos em cada amostra têm um aumento linear do nível de 

contagem da expressão de RNA e os controles negativos ficam agrupados abaixo da linha 

ascendente do gráfico demonstrando uma baixa expressão. 

 

Figura 9. Análise do controle de qualidade do experimento com controles positivos em 

ascensão e controles negativos agrupados abaixo da linha ascendente. 
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 Realizamos a técnica quantil para normalização dos dados, não sendo detectadas flags, 

conforme demonstrado nas Figuras 10 e 11. 

 

 

Figura 10. Genes endógenos antes da normalização com as 49 amostras representadas no eixo 

X e o log2 da contagem dos genes no eixo Y. 

 

Figura 11. Genes endógenos após a normalização (técnica Quantil) com as 49 amostras 

representadas no eixo X e o log2 da contagem dos genes no eixo Y. 

 Após a etapa da normalização das amostras, procedemos a realização da análise da 

expressão do RNA comparando o grupo das pacientes que recidivaram com o grupo das 

pacientes que não recidivaram. Assumindo um p ≤ 0.01 e um Fold change de 2.0, encontramos 

12 genes com expressão de RNA estatisticamente significativa: HIST1H3G, SIX1, TNF, IL8 (baixa 
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expressão nas recidivas); LEF1, PLA2G4A, DKK1, BMP4, FGF19, FN1, SMAD9 e DUSP4 (alta 

expressão nas recidivas). (Figura 12) 

  

 

Figura 12. Heatmap dos RNAs diferencialmente expressos entre pacientes que apresentaram 

recidiva (rosa) em relação aos que não recidivaram (azul). No eixo X estão representadas as 

amostras do estudo e no eixo Y à direita os genes endógenos codificadores do RNA 

diferencialmente expressos (em cor vermelha estão os genes com maior expressão e na cor 

azul os com menor expressão). 

 A figura 13 demonstra as vias da carcinogênese que pertencem estes genes 

diferencialmente expressos. Dos 4 genes com baixa expressão nas pacientes recidivadas, 3 

fazem parte da via da Regulação Transcricional (HIST1H3G, SIX1, IL8). Já as vias mais hiper-

expressas das pacientes recidivadas são MAPK (PLA2G4A, FGF19 e DUSP4), Wnt (LEF1, DKK1), 

RAS (PLA2G4A, FGF19), PI3K (FGF19, FN1) e TGF-β (BMP4, SMAD9). 

 

                                    

                                                            nCounter Pan-Cancer Pathways Panel - Gene to Pathway Summary 

 

Gene Groups Notch Wnt HH ChromMod TXmisReg DNARepair TGF-B MAPK JAK-STAT PI3K RAS CC+Apop 

BMP4 HH;TGF-B - - + - - - + - - - - - 

DKK1 Wnt - + - - - - - - - - - - 

DUSP4 MAPK - - - - - - - + - - - - 

FGF19 MAPK;PI3K;RAS - - - - - - - + - + + - 
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FN1 PI3K - - - - - - - - - + - - 

HIST1H3G TXmisReg - - - - + - - - - - - - 

IL8 TXmisReg - - - - + - - - - - - - 

LEF1 Wnt - + - - - - - - - - - - 

PLA2G4A RAS;MAPK - - - - - - - + - - + - 

SIX1 TXmisReg - - - - + - - - - - - - 

SMAD9 TGF-B - - - - - - + - - - - - 

TNF 
TGF-B; 
MAPK;CC+Apop - - - - - - + + - - - + 

Figura 13. Tabela com os 12 genes diferencialmente expressos e as vias de sinalização 

relacionadas a cada um deles. 

 Correlacionando os 12 genes que expressaram diferentemente seus RNAs entre os dois 

grupos estudados (recidiva vs não-recidiva) com a classificação molecular que realizamos no 

presente estudo, temos o seguinte grupamente hierárgquico. (Figura 14) 

 

Figura 14. Heatmap dos RNAs diferencialmente expressos entre pacientes que apresentaram 

recidiva (rosa) em relação aos que não recidivaram (azul escuro), correlacionando com a 

classificação molecular (laranja – MSI; rosa claro – POLE ultramutado; azul piscina – p53 wild-

type; verde – p53 anormal; cinza – inconclusivo). No eixo X estão representadas as amostras 

do estudo e no eixo Y à direita os genes endógenos codificadores do RNA diferencialmente 

expressos (em cor vermelha estão os genes com maior expressão e na cor azul os com menor 

expressão). 
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 Realizamos curvas ROC individuais dos 12 genes acima descritos para avaliar a 

sensibilidade e especificidade de cada um deles relacionados ao risco de recidiva de pacientes 

com câncer de endométrio de risco baixo e intermediário. (Tabela 22) (Figuras 15 e 16) 

Tabela 21. Curvas ROC individuais dos genes codificadores de RNA diferencialmente 

expressos. 

Grupos Genes Sensibilidade Especificidade Cutoff1 AUC2 

Não-recidivas      

 HIST1H3G 0,7575 0,8125 5,807 0,8219 

 TNF 0,7272 0,6875 3,17 0,7613 

 SIX1 0,7272 0, 75 2,322 0,7575 

 IL8 0,6363 0,6875 5,285 0,7045 

Recidivas      

 FN1 0,8125 0,8181 6,644 0,8532 

 DKK1 0,6875 0,7575 2,0 0,7821 

 DUSP4 0,75 0,6969 5,524 0,7784 

 PLA2G4A 0,6875 0,8484 5,044 0,7575 

 LEF1 0,8125 0,7272 5,248 0,7547 

 FGF19 0,75 0,7272 1,0 0,7537 

 SMAD9 0,6875 0,8181 5,672 0,7348 

 BMP4 0,75 0,6363 3,322 0,7121 
1 Cutoff – ponto de corte 
2 AUC – Área sob a curva 

 

 

Figura 15. Curvas ROC individuais dos genes codificadores de RNA diferencialmente expressos 

– recidivas. 
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Figura 16. Curvas ROC individuais dos genes codificadores de RNA diferencialmente expressos 

– não-recidivas. 

 Como todas as curvas ROC individuais apresentaram uma AUC ≥ 0,7, realizamos uma 

curva ROC combinada com os 12 genes identificados através de regressão logística. Utilizando 

a técnica backward stepwise de regressão logística do pacote MASS (Modern Applied Statistics 

with S) em ambiente R, foram selecionados 4 genes com melhor performance: FN1, DUSP4, 

LEF1 e SMAD9 (genes com alta expressão do respectivo RNA nas recidivas). (Tabela 23) 

Tabela 22. Genes selecionados através da regressão logística (backward stepwise) para 

determinação da Curva ROC combinada. 

  Coeficiente Erro padrão Valor p 

Constante (b0)  -21,1399 6,0792 0,000506 

 Genes    

 FN1 1,0188 0,4941 0,039 

 DUSP4 1,0663 0,4962 0,031 

 LEF1 0,6211 0,4399 0,157 

 SMAD9 0,8832 0,4531 0,051 

 
O escore de risco de recorrência (RRS) foi calculado através da fórmula obtida por 

regressão logística (logit da regressão): RRS= -21,14 + 1,02*FN1 + 1,07*DUSP4 + 0,6211*LEF1 

+ 0,8832*SMAD9.  A combinação dos 4 genes expressos definiu uma AUC da curva ROC 

combinada de 0,93 com uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 72,7% para 
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identificar através da expressão do RNA o risco de recidiva de pacientes com câncer de 

endométrio de risco baixo e intermediário. (Figura 17) 

 

Figura 17. Curva ROC combinada dos genes codificadores de RNA diferencialmente expressos 

que podem influenciar no risco de recidiva. 
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7 DISCUSSÃO 

 

O câncer de endométrio é uma doença heterogênea e cada vez mais prevalente na 

população mundial, sobretudo em países desenvolvidos como Estados Unidos e União 

Europeia devido à epidemia de obesidade que estes países presenciam.1 Avaliar os fatores 

prognósticos do câncer de endométrio para definir o melhor tratamento adjuvante 

complementar para estas pacientes é essencial. Além do estadiamento cirúrgico tradicional, 

outras variáveis anatomopatológicas influenciam o prognóstico destas pacientes como grau 

tumoral, ILV e tipo histológico.42 Com a revolução do entendimento da carcinogênese deste 

tumor a partir da publicação do TCGA consortium19 e de novas metodologias mais facilmente 

reprodutíveis como a ProMisE20 e/ou Leiden/TransPORTEC21, mais complexo tornou-se a 

definição prognóstica e o tratamento adjuvante adequado. Como exemplo podemos citar o 

estudo de Léon-Castillo et al.94 que demonstrou que pacientes com expressão anormal ou 

ausente da p53 por imuno-histoquímica seriam as que mais se beneficiariam de tratamento 

combinado de quimioterapia e radioterapia quando comparado à radioterapia isolada. Estudo 

prospectivo PORTEC 4a também avaliará o melhor tratamento adjuvante de acordo com a 

classificação molecular destas pacientes.95 

Grupos internacionais têm estudado a construção de modelos prognósticos que 

poderiam mensurar o risco de recidiva das pacientes com câncer de endométrio através de 

perfis de expressão gênica. Deng et al. avaliaram através do banco de dados do TCGA a 

expressão do RNA de 496 pacientes correlacionando com os respectivos dados clínicos.96 

Destas 496 pacientes, 100 foram excluídas de maneira randômica por serem o grupo de 

validação e das 396 pacientes restantes, 33 tiveram o tecido paratumoral também analisado 

sendo considerado o grupo controle do estudo. Das 12 variáveis clínicas avaliadas, duas (grau 

tumoral e estadiamento) foram selecionadas para o modelo. Do ponto de vista molecular, 17 

RNAm (RNA mensageiro), 8 RNAmi (micro RNA) e 3 RNAlnc (RNA longo de não codificação) 

foram diferencialmente expressos e selecionados para o modelo matemático. A associação do 

modelo clínico com o modelo de expressão de RNA resultou numa AUC 0,932 em predizer o 

prognóstico das pacientes, superior aos modelos clínicos ou de expressão de RNA sozinhos. 

Outros dois estudos avaliaram assinaturas preditoras de prognóstico associadas a genes 

relacionados à autofagia.97, 98 Zhang et al. demonstraram que 4 genes (CDKN2A, PTK6, ERBB2 

e BIRC5) relacionados à via da sinalização da apoptose intrínseca foram fatores independentes 
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de mau prognóstico na evolução do câncer de endométrio.97 Correlacionaram então o modelo 

matemático descrito com a classificação molecular do câncer de endométrio do TCGA e 

pacientes com número de cópias altas tinham os maiores score, sendo que para o grupo POLE 

ultramutado, MSI-H e número de cópias baixas não houve diferença estatisticamente 

significativa. Eles validaram ainda através de IHQ a expressão das proteínas destes 4 genes e 

os resultados mostraram maior expressão no tecido tumoral quando comparado com tecido 

normal ao redor.97 Já no estudo de Wang et al., a avaliação ocorreu através de RNAlnc. Foram 

encontrados 5 RNAlnc (LINC01871, SCARNA9, SOS1-IT1, AL161618.1 e FIRRE) que estavam 

diferentemente expressos, sendo que dois RNAlnc (FIRRE e SOS1-IT1) apresentavam alta 

expressão e três RNAlnc (LINC01871, SCARNA9 eAL161618.1) apresentavam baixa expressão 

no grupo de pior prognóstico. Cruzando estes resultados com critérios clínicos prognósticos 

(idade, grau tumoral, estadiamento), houve correlação dos mesmos de acordo com grupos de 

pior prognóstico.98 Um outro estudo avaliou o comportamento da expressão de RNA tumoral 

em dois cenários evolutivos distintos do câncer de endométrio: desenvolvimento de ILV e 

metástase linfonodal. Foram avaliados quatro grupos distintos: controle normal; ILV 

negativo/linfonodo negativo; ILV positivo/linfonodo negativo; ILV positivo/linfonodo positivo. 

Vias da angiogênese e da adesão imune celular apresentavam alta expressão para o 

desenvolvimento da ILV enquanto durante a progressão da ILV para acometimento linfonodal 

há um silenciamento da via da adesão imune celular e uma alta expressão das vias de hipóxia, 

stress metabólico, remodelamento da matriz e via de metástases.61 

No presente estudo utilizamos a técnica do NanoString para avaliarmos a diferenciação 

da expressão do RNA tumoral entre dois grupos distintos: pacientes recidivadas e não 

recidivadas com diagnóstico de carcinoma de endométrio de risco baixo e intermediário. 

Trata-se de uma técnica extremamente sensível, comparável à PCR em tempo real e mais 

sensível que o método de microarranjos, sem a necessidade de reações enzimáticas e 

amplificação. Por utilizar um método de contagem, não apresenta problemas de 

sequenciamento, hibridização e amplificação de ácidos nucléicos. Além disso, esta técnica é 

capaz de detectar fragmentos pequenos provenientes de amostras com alto grau de 

degradação (amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo) e não necessita validação 

por outro método.99-101 

O painel utilizado foi o nCounter Pan-Cancer Pathways Panel, onde 13 vias canônicas do 

câncer são avaliadas através da análise do RNA transcrito de 730 genes: Notch, Wnt, 
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Hedgehog, Chromatin modification, Transcriptional regulation, DNA damage control, TGF-β, 

MAPK, STAT, PI3K, RAS, Cell cycle, Apoptosis.102 A descrição sumária a respeito de cada uma 

destas 13 vias canônicas encontra-se no Anexo 3.82 

 Avaliando os resultados encontrados, há no grupo das pacientes recidivadas a super-

expressão de 8 genes (LEF1, PLA2G4A, DKK1, BMP4, FGF19, FN1, SMAD9 e DUSP4) agrupados 

em 5 vias de sinalização (MAPK (PLA2G4A, FGF19 e DUSP4), Wnt (LEF1, DKK1), RAS (PLA2G4A, 

FGF19), PI3K (FGF19, FN1) e TGF-β (BMP4, SMAD9)) e a baixa expressão de outros 4 genes 

(HIST1H3G, SIX1, TNF, IL8) agrupados em 3 vias de sinalização (Regulação Transcricional 

(HIST1H3G, SIX1, IL8), TGF-β (TNF) e Ciclo celular (TNF)). Dentre os genes e vias acima 

demonstrados, possivelmente a via Wnt seja a que possui dados mais robustos relacionados 

à carcinogênese do câncer de endométrio. Estudo de caso controle avaliando marcadores 

moleculares em câncer de endométrio estádio I e grau histológico 1 publicado em 2019 por 

Moroney et al. demonstrou que pacientes recidivados apresentavam maior prevalência da 

mutação do gene CTNNB1, um gene pertencente a via Wnt.103  O papel da superexpressão das 

proteínas LEF1 e DKK1 na carcinogênese do câncer de endométrio pode estar relacionado 

tanto com a modulação de proteínas de adesão da superfície celular104 quanto com a via de 

sinalização do estrógeno105, influenciando no prognóstico em ambas as situações. Um estudo 

de bancada com ratos knockout para a proteína LEF1 demonstrou a importância dela na 

evolução da carcinogênese do câncer de endométrio nestes animais. A proteína LEF1 é 

primordial na formação glandular uterina e sua superexpressão possivelmente influencia o 

crescimento desordenado das células glandulares e a formação do câncer neste órgão.106 A 

proteína DKK1 inibe os níveis nucleares da β-catenina levando à inativação da via Wnt. Há um 

favorecimento do desenvolvimento/progressão tumoral ao aumentar a taxa de migração, 

invasão e metástases das células.107 Estudo publicado em 2009 por Jiang et al. demonstrou 

que níveis séricos elevados da proteína DKK1 estava associado à pacientes com diagnóstico 

de câncer de colo de útero e câncer de endométrio quando comparado à população normal, 

além de se correlacionar com o estadiamento destas pacientes.108 Outros estudos 

demonstraram um “efeito protetor” da expressão da DKK1 no câncer de endométrio, seja por 

inativação de culturas de células tumorais tratadas com RNA silenciadores (siRNA)109 ou pela 

demonstração de menores níveis da expressão da DKK1 nas células tumorais do câncer de 

endométrio quando comparado com tecido endometrial benigno.110 
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 Duas vias que apresentam um importante crosstalk na carcinogênese de vários tumores 

é da MAPK e PI3K, inclusive com terapia alvo direcionada.111 No presente estudo temos 4 

genes relacionados a essas duas vias (PLA2G4A, FGF19, DUSP4 e FN1). Alguns poucos estudos 

já mencionaram a relação destes genes com o câncer de endométrio. Estudo conduzido pela 

Universidade de Bergen na Noruega em parceria com o M.D. Anderson Cancer Center avaliou 

um modelo preditor de acometimento linfonodal no câncer de endométrio com 399 

pacientes. Além da constatação que a alta expressão de ciclina D1, fibronectina e o grau 

tumoral eram importantes marcadores de acometimento linfonodal, este modelo 

demonstrou que a expressão aumentada do RNAm dos genes FN1 e CCND1 correlacionava 

com maior potencial de invasão mesenquimal.112 Um estudo recente publicado em 2020 por 

Raglan et al. avaliou dados proteômicos de 560 pacientes com câncer de endométrio do banco 

de dados do TCGA e demonstrou que em pacientes obesas ainda sem diagnóstico de câncer 

de endométrio havia uma regulação positiva das proteínas Mcl-1, DUSP4 e do receptor-b da 

insulina. Tais proteínas estão envolvidas em vias da carcinogênese e progressão tumoral 

através de atividades mitogênicas e antiapoptóticas.113 O gene FGF19 estaria implicado no 

desenvolvimento e progressão de  tumores do trato gastrointestinal alto, como esôfago, 

estômago, pâncreas e hepatocarcinoma, sendo que até o presente momento nenhuma 

evidência científica está disponível deste gene relacionado ao carcinoma de endométrio.114, 

115 Já os estudos de maior impacto referente ao gene PLA2G4A fazem correlação do mesmo 

com piora na sobrevida global de pacientes diagnosticados com leucemia mieloide aguda.116, 

117 

 Considerando os outros 2 genes (BMP4 e SMAD9) superexpressos nas pacientes 

recidivadas, temos poucas evidências na literatura correlacionando os mesmos com o 

prognóstico do câncer de endométrio. Estudo publicado por Hsu et al. em 2013 demonstrou 

que a hipometilação dos genes da família BMP, dentre os quais está o gene BMP4, confere 

um pior prognóstico tanto pelo aumento da taxa de recorrência quanto em termos de menor 

sobrevida livre de doença.118 Já o SMAD9, outro gene pertencente à via do TGF-β, não tem 

nenhuma evidência científica até o presente momento que possa correlacionar com a 

carcinogênese do câncer de endométrio. Este gene estaria implicado no mau prognóstico do 

adenocarcinoma de pulmão.119  

 Avaliando os genes com baixa expressão nas pacientes recidivadas, temos três 

(HIST1H3G, SIX1, IL8) que participam da via da Regulação Transcricional e o TNF relacionado 
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com a via do TGF-β e Ciclo celular. Existem poucas evidências científicas até o momento 

correlacionando estes quatro genes com o carcinoma de endométrio. Quatro estudos 

correlacionam a expressão do gene SIX1 com a carcinogênese do câncer endometrial.120-123 

Diferentemente do nosso experimento onde a alta expressão do RNA deste gene está 

relacionado com menor chance de recidiva em pacientes com câncer de endométrio de risco 

baixo e intermediário, três estudos demonstram que o SIX1 participa da progressão do câncer 

de endométrio associado à via da hiperexposição ao estrógeno121, 122 ou à via ERK/AKT.120 Em 

contrapartida, o estudo publicado por Li et al. demonstrou que a inibição do SIX1 através da 

ligação do RNAmi-23 prejudica o desenvolvimento deste tumor.123 Um dos mecanismos que 

influenciam a carcinogênese do câncer de endométrio é um estado inflamatório crônico das 

pacientes obesas. Uma das citocinas relacionadas a este estado pró-inflamatório seria a TNF-

, citocina secretada pelo gene TNF, porém estudo de caso-controle com aproximadamente 

600 pacientes não demonstrou que altas taxas de TNF- estaria associado a um maior risco 

de câncer de endométrio.124  O gene IL8, que codifica a proteína Interleucina 8 (IL-8), 

importante na resposta inata imune-mediada por célula, poderia influenciar o 

desenvolvimento do câncer de endométrio como uma citocina pró-inflamatória para células 

adiposas125 ou interferindo na angiogênese e invasão miometrial deste tumor.126  O gene 

HIST1H3G, que codifica a proteína histona H3.1, não apresenta correlação com a 

carcinogênese do câncer de endométrio até o presente momento.127  

 Apesar da ampla mudança no entendimento do câncer de endométrio da última década 

relacionados à biologia molecular deste tumor, a avaliação anatomopatológica realizada por 

um especialista continua primordial no manejo desta doença.128 Na pesquisa por nós 

realizada, dois patologistas especialistas em oncoginecologia revisaram os laudos de 195 

pacientes e ao confrontarmos com os laudos iniciais avaliando quatro variáveis (subtipo 

histológico; grau histológico; invasão miometrial; invasão angiolinfática) tivemos uma taxa de 

discordância de 13,3%, 62,8%, 18,3% e 11,1%. Como em outras séries previamente 

publicadas,12, 129 o grau histológico é a variável onde as maiores taxas de discordância são 

encontradas. A discrepância do grau tumoral entre a biópsia/curetagem endometrial e 

histerectomia está bem documentada na literatura. Leitão e colaboradores em 2008 

avaliaram retrospectivamente 490 casos diagnosticados como adenocarcinoma endometrial 

grau 1 por biópsia e mostraram uma discrepância de 14,7% no resultado patológico final da 

histerectomia.130 Dois outros estudos retrospectivos mostraram uma discrepância entre a 
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biópsia inicial e a histerectomia final, variando entre 40,9% a 50,5%. Quando os autores 

avaliaram apenas a mudança de grau 1 para 2 ou 3, as taxas chegaram a 55%.131, 132 A diferença 

histopatológica entre os tumores de grau 1 e grau 2 é tênue e subjetiva. Quando temos até 

5% do padrão de crescimento sólido não escamoso (não morular), este tumor é classificado 

como grau 1 e quando esse padrão de crescimento é encontrado entre 5% e 50% de glândulas, 

ele é classificado como grau 2.133 Ao avaliar as classificações de risco para câncer de 

endométrio, a maioria dos estudos não determinou diferenciação prognóstica entre tumores 

de grau 1 ou 2,134, 135 exceto o estudo PORTEC-1,67 onde os tumores de baixo risco eram 

considerados estádio IA grau 1 (Tabela 23). Alguns autores discutem a mudança na 

classificação histopatológica em relação ao grau histológico e sugerem agrupar tumores de 

graus 1 e 2 em uma única categoria para diferenciar dos tumores de grau 3.136, 137 

Tabela 23. Classificações de risco para câncer de endométrio. 

 Baixo Intermediário Intermediário-Alto Alto 

PORTEC-167 Grau 1 IA Grau 1 IB 
Grau 2 IA-IB 
Grau 3 IA 

Idade > 60 anos; IB; grau 
1-2 
Idade > 60 anos; IA; grau 3 

Grau 3 IB 
II-IV endometrióide 
Não endometrióide 

GOG-99134 Grau 1-2 IA 
confinado 
ao 
endométrio 

IA c/ IM, IB ou II: 
 - ≥ 70 anos; s/ FR 
 - 50-69 anos; 1 FR 
 - ≤ 50 anos; 2 FR 

IA c/ IM, IB ou II: 
 - ≥ 70 anos; 1 FR 
 - 50-69 anos; 2 FR 
 - ≥ 18 anos; 3 FR 

III-IV 
endometrióide 
Não endometrióide 

ESMO 201638 Grau 1-2; IA 
Sem ILV 

Grau 1-2; IB s/ ILV 
 

Grau 3; IA c/ ou s/ ILV 
Grau 1-2; IA ou IB c/ ILV 

Grau 3; IB c/ ou s/ 
ILV 
II-III endometrióide 
Não endometrióide 

ESMO 
modificada42 

Grau 1-2; IA 
Sem ILV 

Grau 1-2; IA c/ ILV 
Grau 3; IA s/ ILV 
Grau 1-2; IB s/ ILV 
 

Grau 3; IA c/ ILV 
Grau 1-2; IB c/ ILV 
Grau 3; IB s/ ILV 

Grau 3; IB c/ ILV 
II-III endometrióide 
Não endometrióide 

Risco de 
Recidiva 

< 6% 6-10% 20-27% 35-64% 

FR – Fatores de risco GOG-99: grau 2-3; ILV; invasão do terço externo do miométrio; IM – invasão miométrio 

Optamos em nosso estudo pela Classificação de Risco Modificada da ESMO, que foi 

definida após a publicação do estudo prospectivo multicêntrico de banco de dados que incluiu 

496 pacientes demonstrando a influência da ILV no prognóstico das pacientes com câncer de 

endométrio em estádio inicial.42 A classificação vigente da ESMO baseia-se no consenso de 

especialistas publicado em 2016 e tem como maior diferença para a classificação adotada no 

presente estudo por considerar que toda paciente com ILV deva ser classificada no mínimo 

como risco intermediário-alto.38, 138 Após os novos laudos dados pelos patologistas 
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especialistas em oncoginecologia, encontramos um aumento na classificação de risco para 30 

pacientes, das quais 11 mudaram para alto risco, diferente dos critérios de inclusão do nosso 

estudo. Manion et al. em 2008 avaliaram discrepâncias nos laudos histopatológicos em 

tumores gerais e demonstraram 9,0% de discordâncias menores e 2,3% de discordâncias 

maiores nos novos laudos. Os tumores ginecológicos foram os que apresentaram maiores 

discrepâncias, correspondendo a 24,2% do total.12 Outra série exclusiva de tumores 

ginecológicos demonstrou 33% de alterações em relação aos laudos iniciais, com 

discordâncias maiores em 12% dos casos. O tumor ginecológico que apresentou as maiores 

alterações nesta série foi o câncer endometrial com 40 casos (65,5%) dos 63 descritos.129 Em 

uma população de carcinoma endometrial de alto risco, diferente do presente estudo, Boer 

et al. demonstraram uma mudança de 43% nos itens reavaliados por patologistas 

especialistas, com 8% consideradas alterações importantes que excluíram as pacientes da 

participação no estudo PORTEC-3.13 

 Apesar da revisão anatomopatológica realizada por especialistas já ter sido bastante 

avaliada conforme a literatura descrita, em nenhum dos estudos foi realizada uma correlação 

entre as discrepâncias dos laudos histopatológicos e o risco de recorrência ou morte devido a 

possíveis alterações na classificação de risco do câncer de endométrio. No presente estudo, 

os pacientes que tiveram um upstaging após reanálise dos patologistas especialistas em 

oncoginecologia foram comparados em termos de risco de recorrência com aqueles pacientes 

que não tiveram alteração ou que tiveram um downstaging. Os dados do presente estudo não 

demostraram diferença no risco de recorrência entre estes dois grupos. O prognóstico de 

pacientes com câncer de endométrio de risco baixo e intermediário é excelente o que pode 

influenciar nos desfechos que avaliamos. Além disso a amostra de 195 pacientes pode ser 

insuficiente para demonstrar diferenças de sobrevida numa população de bom prognóstico. 

 Avaliando outras variáveis histopatológicas, demonstramos que pacientes com 

carcinoma de endométrio com diferenciação escamosa de risco baixo e intermediário 

apresentam risco de recorrência 5,6 vezes maior quando comparado com pacientes com 

diagnóstico de carcinoma de endométrio.93 A diferenciação escamosa mimetiza áreas de 

tumores sólidos, porém não entra na diferenciação do grau tumoral no estadiamento FIGO 

(grau 1 – menos de 5% da neoplasia é organizada como um crescimento sólido; grau 2 – 5% a 

50% das neoplasias são organizadas em agrupamentos sólidos; grau 3 –  mais de 50% das 

neoplasias formam massas sólidas).139 Antigamente dividia-se em dois grupos o que 
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denominamos hoje diferenciação escamosa: adenoacantoma (diferenciação escamosa bem 

diferenciada) e carcinoma adenoescamoso (diferenciação escamosa indiferenciada). Abeler et 

al. publicaram uma coorte com 1985 casos com carcinoma de endométrio endometrioide, dos 

quais 255 apresentavam diferenciação escamosa.140 Os autores dividiram os tumores com 

diferenciação escamosa nos dois grupos acima descritos. A sobrevida global em cinco anos 

para todos os pacientes foi de 83,5%. O subgrupo de adenoacantoma apresentou 91,2% de 

taxa de sobrevida global em cinco anos e o subgrupo adenoescamoso 64,9%, confirmando um 

pior prognóstico. Os dados na literatura são muito conflitantes a respeito do prognóstico da 

diferenciação escamosa no câncer de endométrio, com alguns estudos confirmando pior 

prognóstico para este subtipo histológico141, 142 e outros não confirmando este risco.143, 144 

 O presente estudo apresenta algumas limitações. Trata-se de um estudo retrospectivo 

e o material selecionado para análise esteve acondicionado por mais de uma década o que 

influenciou sobremaneira o resultado da imuno-histoquímica e da extração de DNA para 

sequenciamento do gene POLE, TP53 e análise da instabilidade de microssatélite. Com os 

resultados falhos, não foi possível correlacionar a classificação molecular ou os marcadores 

de imuno-histoquímica com a análise de expressão do RNA via metodologia NanoString 

avaliada em nosso estudo. Outra limitação é o baixo número de pacientes recidivadas, o que 

pode ser explicado pelo bom prognóstico que pacientes com câncer de endométrio de risco 

baixo e intermediário apresentam. Faz-se necessário validar numa coorte prospectiva o escore 

do risco de recorrência da assinatura de quatro genes demonstrado no presente estudo. 

 Como pontos positivos podemos destacar a robustez da metodologia NanoString que 

conseguiu avaliar em material parafinado acondicionado há aproximadamente 10 anos a 

expressão diferencial do RNA de pacientes com ou sem recidiva com câncer de endométrio. 

Além disso focamos em uma subpopulação de excelente prognóstico para definir potenciais 

fatores de risco de recorrência associado. Todas as pacientes tiveram seus anátomo-

patológicos revisados por dois patologistas especialistas em oncoginecologia com o intuito de 

minimizar os erros diagnósticos inerentes a esta metodologia conforme demonstrado em 

vários estudos.128, 129 Foi ainda um estudo realizado em hospital oncológico terciário com 

protocolos bem definidos de tratamento que minimizam o risco de heterogeneidade nas 

amostras estudadas. 
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8 CONCLUSÕES 

 

Nas pacientes diagnosticadas com carcinoma de endométrio de risco baixo e 

intermediário do Hospital de Câncer de Barretos entre janeiro de 2009 e dezembro de 2014 

demonstramos: 

• Ausência de diferença na sobrevida livre de doença entre pacientes que tiveram 

mudanças na estratificação de risco modificada da ESMO após terem seus laudos 

reavaliados por patologistas especialistas em oncoginecologia quando comparadas 

com pacientes que não apresentaram mudança na sua estratificação de risco após 

avaliação pelos mesmos profissionais (86,7% vs 88,0%; p = 0,77); 

• 12 genes com RNA diferencialmente expressos quando comparados grupos com 

recidiva e sem recidiva. Quatro genes foram destacados (FN1, DUSP4, LEF1 and 

SMAD9) após regressão logística pela técnica backward stepwise.  O RRS foi calculado 

levando a uma curva ROC do modelo de 4 genes com AUC de 0,93, sensibilidade de 

100% e especificidade de 72,7%. 

• Pacientes com câncer de endométrio com diferenciação escamosa possuem risco de 

recidiva 5,6 vezes maior quando comparado com pacientes sem apresentar 

diferenciação escamosa nos laudos anátomo-patológicos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Carta de aprovação do CEP (Comitê de Ética em Pesquisa). 
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ANEXO 2. Ficha de coleta de dados clínicos, cirúrgicos e patológicos. 

 



92 
 

 



93 
 

 



94 
 

ANEXO 3. Tabela com vias de sinalização do NanoString. 

Via Explicação 

Notch Via de sinalização celular que atua principalmente no desenvolvimento de 
células embrionárias, coordenando diferenciação celular, proliferação celular 
e apoptose. Atua por um processo de inibição lateral competitiva 
possibilitando a diferenciação de determinadas células e garantindo que suas 
vizinhas não sigam o mesmo caminho. 
 

Wnt Regula diversos fenômenos e eventos durante o desenvolvimento 
embrionário (organogênese, diferenciação, polarização e migração celular). 
Tem duas vias: canônica (dependente do Wnt/Beta-Catenina) e não canônica. 
 

Hedgehog Responsável pele desenvolvimento embrionário normal (crânio/caudal; 
direita/esquerda). Participa na regulação das células-tronco adultas 
envolvidas na manutenção e regeneração dos tecidos biológicos adultos. 
 

Alteração da 
Cromatina 

Envolvida na regulação do processo associado com alteração do DNA, 
proteínas ou RNA, influenciando na alteração da estrutura da cromatina. 
 

Regulação 
Transcricional 

Essa via é responsável pela regulação da conversão do DNA em RNA nas 
células. 
 

Reparo ao 
dano do DNA 

Responsável pela integridade do genoma celular (reparo por excisão de 
nucleotídeos; reparo por excisão por base; reparo por quebra de fita de DNA). 
 

TGF-beta Responsável pela proliferação, apoptose, diferenciação e migração celular 
através da secreção de citocinas. 
 

MAPK Via das proteínas quinases ativadas por mitógenos responsável pela 
proliferação, diferenciação e migração celular. 
 

JAK-STAT Regulada através de interações entre proteínas celulares envolvidas nos 
processos de imunidade, divisão celular, morte celular e formação tumoral. 
 

PI3K Importante na regulação do ciclo celular diretamente relacionada à 
transcrição, translação, proliferação, crescimento e sobrevida. 
 

RAS Responsável com interruptores moleculares para as vias de sinalização 
regulando a proliferação, sobrevivência, crescimento, migração, 
diferenciação ou dinamismo celular. 
 

Ciclo celular responsável pelo controle do ciclo celular através de enzimas regulatórias 
chaves conhecidas com quinases dependentes de ciclinas (CDKs). 
 

Apoptose responsável pelo controle da morte celular regulando a homeostase do 
tecido, sendo compostas por vias extrínseca (Fas e membros da superfamília 
TNFr e ligantes) e intrínseca (associada à mitocôndria). 

 

 



95 
 

ANEXO 4. Artigo publicado relacionado à Tese. 

Artigo 1 – Squamous differentiation portends poor prognosis in low and intermediate-

risk endometrioid endometrial cancer. 
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Artigo 2 – A 4-gene signature associated with recurrence in low- and intermediate-risk 

endometrial cancer. 
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ANEXO 5. Artigos publicados em conjunto com o orientador não relacionados à Tese. 

Artigo 1 – Early removal of indwelling urinary catheter after radical surgery for early-

stage cervical cancer – A cohort study. 
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Artigo 2 – Accuracy of MRI for diagnosing pelvic and para-aortic lymph node metastasis 

in cervical cancer. 
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Artigo 3 – Ovarian Sertoli-Leydig Cell Tumors: Epidemiological, Clinical and Prognostic 

Factors. 
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