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RESUMO

Novik PR. Estudo do valor prognéstico da expressido imunoistoquimica de p53 e
pl6 no carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila. Sao Paulo; 2003.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente]

O carcinoma do colo do utero representa doenga de grande importancia devido
a sua alta incidéncia e mortalidade nos paises em desenvolvimento. Por causa da sua
apresentagdo geralmente em estadios avangados, diversas abordagens terapéuticas
vém sendo empregadas na tentativa de melhorar os resultados no tratamento desta
doenca. A pesquisa de inumeros fatores prognosticos propicia o conhecimento de
pacientes que se benificiariam de tratamentos mais agressivos. Varios fatores
prognosticos clinicos e anatomopatologicos vém sendo estudados e correlacionados
com a sobrevida das pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero.

Este trabalho visa estudar o valor prognostico da expressao imunoistoquimica
de p53 e p16, que sdo proteinas que atuam no controle do ciclo celular.

Duzentas e quarenta e seis pacientes portadoras de carcinoma de colo do utero
nos estadios Ib e Ila foram estudadas, correlacionando a expressdo imunoistoquimica
de p53 e de p16 com variaveis clinicas e anatomopatologicas: estadiamento clinico,
tipo histologico, metastase linfonodal, idade, menopausa e numero de gestagdes,
variaveis que tiveram significancia como fatores prognosticos.

As idades variaram de 18 a 72 anos, com média de 44,43. 72,4% das pacientes
se encontravam no menacme, 90,2% no estadio Ib e 9,8% no estadio Ila (sobrevida
livre de doenca de 80,53% e 90,91%, respectivamente com p=0,2496). Nado houve
diferenga quanto a positividade imunoistoquimica para p53 e p16 nos estadios Ib e Ila
(9,5% e 4,2% para p53 com p=0,388, e 86,5% e 83,3% para pl6 com p=0,671). A
expressao imunoistoquimica de p53 e p16 ndo se encontra alterada quando comparada
com as variaveis clinicas e anatomopatoldgicas estudadas: Tipo histologico, metastase
linfonodal idade menor de 35 anos, nimero de gestagdes € menopausa. Nao houve
correlagdo entre a expressdo imunoistoquimica de p16 e p53 com o prognostico das

pacientes portadoras de carcinoma do colo do Gtero nos estadios Ib e Ila.



SUMMARY

Novik PR. Estudo do valor prognéstico da expressio imunoistoquimica de pS3 e
p16 no carcinoma do colo do tutero estiadios Ib e Ila [A study of the prognostic
value of immunohistochemical expression of pS3 and pl6 in Ib and Ila cervical

cancer]. Sdo Paulo; 2003. [Disserta¢do de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente]

Carcinoma of uterine cervix represents a disease of great importance due to its high
incidence and mortality in developing countries. Because of the usual presentation in
advanced stages, several therapeutic approaches have been employed in the attempt of
improving treatment results. Research of several prognostic factors allows the
knowledge of those patients which would benefit from more aggressive treatments.
Various clinical and pathological prognostic factors have been studied and correlated
to survival in patients with cervical carcinoma. This study intends to evaluate the
prognostic value of immunohistochemical expression of p53 and pl6, which are
proteins involved in cell cycle control. 246 FIGO stage Ib and Ila cervical carcinoma
women were studied and immunohistochemical expression of p53 and p16 in cervical
carcinoma were correlated with several clinical and pathological variables: clinical
stage, histologic type, lymph node metastasis, age, menopause and pregnancy
number, variables that had significance as prognostic factor.

Age varied from 18 to 72 years old with average of 44.43. 72.4% still pre-
menopausal, 90.2% were staged as FIGO Ib and 9.8% Ila ( S-year disease free
survival of 80.53% and 90,91%,respctively with p=0.2496). There was no difference
regarding immunohistochemical reaction to pS3 and pl16 in stages Ib and Ila (9.5%
and 4.2% in p53 detection, p=0.3888, and 86.5% and 83.3% in pl6 detection,
p=0.671, respectively). Immunohistochemical expression of p53 and pl6 is not
altered when compared to the selected clinical and pathological variables of this
study: Histologic type, lymph node metastasis, age under 35 years old, pregnancy
number and menopause. There was no correlation between immunohistochemical
expression of p53 and pl16 with the prognosis of patients with Ib and Ila cervical

carcinoma.
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INTRODUCAO




1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O tratamento e a prevengdo do cancer do colo do utero representa um
continuo desafio para os paises em desenvolvimento. Representa uma causa
importante de morbilidade e de letalidade entre as mulheres (Figura 1)

(MINISTERIO DA SAUDE 2002c).

1980 1999
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Figura 1 - Mortalidade feminina por neoplasia maligna no Brasil (1980-1999)
(fonte: Ministério da Saude 2002).




No Brasil, segundo o Ministério da Satde, o cancer de colo do tutero € o
terceiro cancer mais comum nas mulheres, superado pelo cancer de mama (36.090
novos casos € 3.600 obitos) e de pele ndo melanoma (30.750 novos casos e 9.115
Obitos). Sdo esperados para 2002, 17.600 novos casos com uma taxa bruta de
incidéncia de 19,82/100.000 mulheres, e 4.005 ébitos com taxa de 4,49/100.000
mulheres, dados que se mantém estaveis nos ultimos 15 anos (MINISTERIO DA
SAUDE 2002c). No Brasil, a incidéncia do cancer de colo do ttero varia conforme a

acessibilidade aos meios de diagndstico e tratamento (Figura 2) (MINISTERIO DA

SAUDE 2002d).

28,2a31,0 ‘H‘% //
2i,1a282 {

153a2l1

82al53 \

Figura 2 - Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100.000
mulheres estimadas para o ano 2002, segundo a Unidade da Federac@o (neoplasia
maligna do colo do utero) (MINISTERIO DA SAUDE 2002b).




Dados do Ministério da Saude mostram a distribuigdo segundo as capitais no

ano de 2001 (MINISTERIO DA SAUDE 2002a) (Tabela 1).

Tabela 1 - Taxa de incidéncia de carcinoma de colo do utero no Brasil em 2001(em
100.000 mulheres, por estado).

Taxa de incidéncia de cancer de colo de utero em
100.000 mulheres em 2001

O S#o Paulo (SP)

o Boa Vista (RR)

@ Palmas (TO)
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B Foriandpolis (SC)

B Belo Horizonte (MG)
| Salvador (BA)

O Rio de Janeiro (RJ)
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B Macapa (AP)

O Matal (RN)

@ Teresina (P)

© Manaus (AM)

| Belém (PA)

D Recife (PB)

O Vitéria (ES)

@ S&o Luis (MA)

B BRASL Incidéncia

As incidéncias em Sdo Luis (64,6), Vitoria (52,8) e Recife (43,7), sdo comparaveis
aquelas dos paises em desenvolvimento, como mostram os dados do /nternational

Agency for Research on Cancer-IARC (IARC 2002) (Tabela 2).




Tabela 2 - Incidéncia e obito por céncer de colo do utero no mundo em 2000.

Pais casos Novos taxa bruta obitos taxa bruta
Haiti 2.428 58,04 1.326 31,68
Nicaragua 997 39,11 392 15,36
Barbados 54 39,01 27 18,92
Jamaica 489 37,53 209 16,05
Guine. 293 35.02 626 16,96
Tanzénia 5.612 33,21 2.943 17,42
Meéxico 16.448 32,93 6.650 13,31
Israel 187 6,30 124 3,92
China 33.373 5,38 19.585 3,16
Catar 6 3,22 3 1,62
Arabia Saudita 290 3,0 151 1,56
Siria 1,62 2,03 77 0,97
Iémen 242 2,70 122 1,36

Muitos paises tiveram as suas taxas de incidéncia e de mortalidade
diminuidas devido a implantagdo de programas de rastreamento de doenga (como o
exame de citologia cervical oncotica — Papanicolaou) assim como observamos em
Sao Paulo com taxa de incidéncia de 5,8 em 100.000 mulheres ao ano, comparavel
aos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos, segundo a IARC (2002), em 2000 a
incidéncia do cancer de colo de utero foi de 7,84 em 100.000 mulheres, com taxa de
obito de 3,29 em 100.000 mulheres, enquanto no Canada foram respectivamente
8,25 e 2,77. Nos Estados Unidos as taxas de incidéncia € de mortalidade tém
variado conforme os aspectos socio-econdmicos, mostrando uma pequena queda na

incidéncia entre os brancos nos ultimos 26 anos, passando de 16 para 8/100.000




mulheres ao ano, enquanto as negras tiveram quedas maiores, passando de 37 para
14/100.000 mulheres ao ano. A disparidade na assisténcia se faz notar pela diferenca
na taxa de mortalidade de 2,894/100.000 mulheres para as brancas e 6,876/100.000
mulheres para as negras (com um total de 3,298/100.000 mulheres ao ano) segundo
dados do National Cancer Institute (NCI 2002). Ainda segundo o IARC (2000), a
incidéncia mundial do cancer do colo do utero para o ano de 2000 foi estimada em
470.606 novos casos com uma taxa de 15,66/100.000 mulheres, e 233.372 Obitos,
com taxa de 7,76/100.000 mulheres.

A distribui¢@o segundo idade mostrada no Annual Report on the Results of
Treatment in Gynaecological Cancer, BENEDET et al. (2001) mostra um
predominio na incidéncia do cancer do colo do utero em pacientes na pré-
menopausa (Figura 3), e uma concentrac¢io entre os 30 e 60 anos, correspondendo a
67,36% dos casos. Segundo ELUF-NETO e NASCIMENTO (2001), o pico na

incidéncia desta doenga nos paises em desenvolvimento € aos 60 anos.
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Figura 3 - Distribui¢@o do cancer de colo do utero conforme idade e estadio.

Ainda segundo o Annual Report, a sobrevida em 5 anos no tratamento do
cancer do colo do utero era de 55,7% entre 1973 e 1975, e passou a 72,2% de 1993
a 1995.

No Departamento de Ginecologia do Centro de Tratamento e Pesquisa
Hospital do Cancer A. C. Camargo, de 1993 a 1995 foram admitidas para

tratamento 184 pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero sendo 112 nos




estadios 1 e 11 (60,87%) e 72 (39,13%) nos estadios III e IV. Nos estadios I e II
houve recorréncia em 29 pacientes (25,89%) e nos estadios III e IV, houve
recorréncia em 39 pacientes (54,1%) em 5 anos de seguimento com sobrevida de

14,28% e 43,39%, respectivamente, dados estes semelhantes aos da literatura

(BENEDET et al. 2001).

1.2 ETIOLOGIA

Hoje em dia é outorgada a maior responsabilidade pela génese do céncer do
colo do utero ao Virus do Papiloma Humano (Human papillomavirus — HPV). A
cada ano que passa mais estudos mostram a correlagdo deste tumor com a infecgdo
por alguns tipos de HPVs, ditos oncogénicos como o HPV 16, 18, 31 e 33, a ponto
de autores sugerirem que virtualmente todos os canceres de colo do utero sdo
precedidos por infeccdo pelo HPV, com dados que variam desde 95% segundo
CHEN et al. (1994), FRANCO et al. (1999) e SCHOELL et al. (1999), até 99,7 %
segundo WALBOOMERS et al. (1999), a ponto da Organizacdo Mundial da Saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION 2002) e o Instituto Nacional do Céncer
(INCA) (MINISTERIO DA SAUDE 2002b) concordarem que virtualmente todos os
carcinomas do colo do utero tém origem em infec¢éo persistente pelo HPV.

Dos tipos de HPV encontrados no cancer do colo do tdtero, o HPV16 esta
presente em cerca de 53% dos casos, o HPV18 em 15%, o HPV45 em 9%, o HPV31
em 6% e o HPV33 em 3% segundo estudo de MUNOZ (2000). Em nosso meio,
estudo realizado por ELUF-NETO et al. (1994) mostra um risco de cerca de 70

vezes maior de se ter cancer do colo do utero, quando ocorre infec¢do pelo HPV 16,

18,31 ¢33.




Apesar da infecgdo pelo virus HPV ser condi¢do necessaria para o
desenvolvimento do carcinoma do colo do Utero, ndo é condi¢do Unica, visto que
pequena quantidade das portadoras desta infec¢do desenvolvera cancer se nado
tratadas, seguindo assim o mesmo modelo de carcinogénese proposto por FEARON
e VOGELSTEIN em 1990 para o cancer colo-retal. Ha necessidade de um primeiro
estimulo para provocar uma alteragdo no genoma das células do individuo, fazendo
aparecer lesdes pré neoplasicas, que apos varios outros estimulos € sem uma ag@o
dos mecanismos de defesa do organismo, muta¢des se acumulam, dando origem ao
cancer. FRANCO et al. (1999) mostram que numa populagdo de 887 pacientes
admitidas com citologia cervico-vaginal normal e presenca de algum tipo de HPV,
em S@o Paulo, apenas cerca de 10% das pacientes tiveram evolug@o para lesdes
intra-epiteliais. O inicio precoce das atividades sexuais, a multiplicidade de
parceiros sexuais o numero elevado de gestagdes, o uso prolongado de
contraceptivos hormonais, baixo nivel sdcio-econdmico, deficiéncia nutricional, de
B-caroteno e de vitamina C foram identificados como fatores de risco para o
aparecimento do cancer de colo do utero (SCHOELL et al. 1999; BRINTON e
HOOVER 2000; ELUF-NETO e NASCIMENTO 2001), dentre outros como

infecgOes genitais de repeti¢@o e a agdo do virus da herpes genital.

1.2.1 HPV
O HPV ¢é um DNA virus da familia papovaviridae, capaz de provocar

tumores benignos (verrugas) e malignos em diversos animais, inclusive no homem

conforme Tabela 3 (VILLA 1995).
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Tabela 3 - Tipos de HPV e locais de seu isolamento.

Tipos  Localizagao Isolado a partir de Tipos  Localizagao Isolado a partir de
de HPV de
HPV
1 Cutanea Verruga plantar 35 Mucosa genital Adenocarcinoma cervical
2 Cutéanea Verruga vulgar e plantar 36 Cutanea Ceratose actinica
3 Cutanea Verruga plana 37 Cuténea Ceratoacantoma
4 Cutanea Verruga vulgar e plantar 38 Cutanea Melanoma maligno
5 Cutanea Lesao macular, similar a 39 Mucosa genital Papulose bowenoide
ptiriase Versicolor
(paciente EV)
6 Mucosa genital Condiloma 40 Mucosa genital NIP
Cuténea Verrugas em maos de 41 Cutanea Verrugas disseminadas
act iro
Cutanea Les&o macular (EV) 42 Mucosa genital Papiloma vulvar
Cutanea Lesbes de EV 43 Mucosa genital Hiperplasia vulvar
10 Cutanea Verruga plana 44 Mucosa genital Condiloma vulvar
1 Mucosa genital Papiloma de laringe 45 Mucosa genital NIC
12 Cutanea Lesdes maculares (EV) 46 Cuténea Lesdo macular
{paciente Hodgkin's)
13 Mucosa oral Hiperplasia epitelial focal 47 Cutéanea Lesdes e verrugas
maculares (EV)
14 Cuténea Verrugas planas (EV) 48 Cutédnea Carcinoma escamoso
cutdneo (transplantado renal)
15 Cutanea Verrugas planas (EV) 49 Cutanea Verruga plana
(paciente imunodeprimido)
16 Mucosa genital Carcinoma cervical 50 Cuténea EV (benigno)
17 Cutanea Lesdes maculares (EV) 51 Mucosa genital NIC |
18 Mucosa genital Carcinoma cervical 52 Mucosa genital NIC
19 Cutanea Lesdes maculares (EV) 53 Mucosa genital Mucosa cervical normal
20 Cutanea Verrugas planas (EV) 54 Mucosa genital Condiloma
21 Cutanea Verrugas 55 Mucosa genital Papulose bowenoide
22 Cutanea Lesdo macular (EV) 56 Mucosa genital NIC |
23 Cuténea Lesao macular (EV) 57 Mucosa oral e Papiloma invertido do
genital; cuténea seio maxilar
24 Cuténea Lesao macular (EV) 58 Mucosa genital NIC
25 Cuténea Lesao macular (EV) 59 Mucosa genital NIV
26 Cutanea Verruga vulgar 60 Cuténea Cisto
27 Cutanea Verruga de paciente 61
imunodeprimido
28 Cutanea Verruga plana 62 Mucosa genital NIC
29 Cutanea Verruga vulgar 63 Cuténea Myrmecia
30 Mucosa genital Carcinoma de laringe 64 Mucosa genital NIVA
31 Mucosa genital  NIC | 65 Cutanea Myrmecia
32 Mucosa oral Hiperplasia epitelial focal 66 Mucosa genital Carcinoma cervical
a3 Mucosa genital Carcinoma cervical 67 Mucosa genital Condiloma
34 Mucosa genital, Doenca de Bowen 68 Mucosa genital Lesao genital
Cutanea

NIC = neoplasia intra-epitelial cervical, NIV = neoplasia intra-epitelial vulvar, NIVA = neoplasia intra-epitelial
vaginal; NIP = neoplasia intra-epitelial peniana, EV = epidermodisplasia verruciforme.

Seu genoma € constituido de DNA em dupla hélice, circular, de cerca de

7.900 pares de bases como descrito por ZUR HAUSEN (1996) (Figura 4).
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Figura 4 - Representagdo do HPV 16, segundo ZUR HAUSEN (1996).

Acredita-se que o potencial oncogénico deste virus esta correlacionado com
as proteinas codificadas em seu genoma e a inser¢io quer seja na forma epissomal
ou integrada ao genoma do hospedeiro (SCHWARZ et al. 1985; BAKER et al.
1987). Assumem especial importancia na carcinogénese as proteinas E6 e E7, pois
foi demonstrada a interagdo de E6 e E7 com a proteinas p53 e pRb, respectivamente,
conforme demonstrado por DYSON et al. (1989); SCHEFFNER et al. (1990) e
WERNESS et al. (1990). As Proteinas E6 e E7 foram encontradas pela primeira vez
como partes de um grande antigeno T do Virus 40 dos Simios (SV40) (LANE e

CROWFORD 1979).




12

O SV 40 é um DNA virus da familia poliomaviridae, porém de
caracteristicas semelhantes ao HPV em sua aparéncia e em sua forma de agdo

(WERNESS et al. 1990) conforme mostrado na Figura 5.

Figura 5 - SV 40 por difracdo de raios X segundo Grant, Crainic e Hogle

1.2.2 pRbeplé

A partir de 1971 passou-se a discutir a agdo de oncogenes e de anti-
oncogenes na origem de diversos tumores. KNUDSON (1971); HETHCOTE e
KNUDSON (1978), com base em estudos populacionais mostraram que o
retinoblastoma apresenta duas formas: a hereditaria e a esporadica. Para a
ocorréncia da forma hereditaria de retinoblastoma, uma muta¢do em um alelo do
gene Rb ocorreria em todas as células do corpo (carater germinativo) e uma segunda
mutag¢do ocorreria no outro alelo, de forma somatica na retina, levando ao
aparecimento da doenga em um ou ambos os olhos e em idade precoce. Na forma

esporadica as duas mutagdes deveriam ocorrer simultaneamente, de forma




independente na mesma célula (ndo sendo herdada), o que leva ao aparecimento da

doenga geralmente em somente um olho e numa idade mais avancada. Esta mutagdo

foi descoberta no cromossomo 13q14. O produto deste gene € uma fosfoproteina

chamada pRb, de presenca nuclear e de 105 kDa, e a partir de entdo passou a ser

encontrada inativada em diversos tumores (LEE et al. 1987, 1988, HOROWITZ

1990). Definiu-se assim os genes supressores de tumores e desde entdo ja foram

clonados varios destes genes como mostrado na Tabela 4:

Tabela 4 - Genes supressores de tumores e seus Loci

GENE CROMOSSOMO GENE CROMOSSOMO
Rb 13q14 WT1 11p13
pS3 17p13 APC 5921 e22
VHL 3p25e26 BRCALI 17q12-21
BRCA2 13q12 NF1 17ql11
DPC4 18q21 PTEN 10q24
MSh2 2p21 MLHI1 3p21
PMS2 Tp22 MSH6 2p21

Esta proteina pRb esta presente no nucleo celular, de forma n3o fosforilada.

Desta forma ela retem uma proteina reguladora de gene, da familia E2F no seu

interior, mantendo-a inativada como na Figura 6 (ALBERTS 1997). Com o aumento

de Ciclinas que ocorre na saida de G1 para a fase de sintese, Kinases dependentes de

Ciclinas (CDK) passam a fosforilar a pRb, esta agora inativada libera a proteina
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regulatoria de gene, tornando-a ativa e passando a transcrever genes requeridos para
a proliferagdo celular como os genes fos e myc. Apos a fase M, a quantidade de
Ciclinas diminui, assim como a atividade das CDK pela ag¢dao das proteinas

inibidoras de CDK (CDK-I) como, por exemplo, a proteina pl6 (KLAES et al.

2001) (Figura 7).

CELULAEM G’ CELULA EM PROLIFERACAO

proteina Rb proteina Rb
ativa

proteina regulatéria
de gene ativa

proteina regulatéria
de gene inativada

transcricdo do gene
gene alvo gene alvo

Figura 6 - Mecanismo de agao de pRb segundo (ALBERTS 1997).

Quando existem altera¢des genéticas incompativeis com as fungdes celulares
normais (danos causados por agentes fisicos como radiagdes, agentes quimicos, ou
bioldgicos) a proteina pRb permanece ativa impedindo a proliferagdo celular.

Nos HPV de alto risco para desenvolvimento de cancer (HPV 16, 18, 31 e
33) a proteina E7 mostra grande afinidade para ligar-se a pRb SCHWARZ et al.
(1985), tornando-a inativada, assim como se estivesse fosforilada, o que acarretaria

uma elevagdo de CDK-L.




15

Fase M
magquinaria da mitose
-~ mpf ativo ciclo mitético
mt:tlelr;: degradado
— @
Yo

cdk

mitética !
=

ciclina’ “,\‘ —

) cdk
fase S

degradada
fase S

complexo cdk-ciclina ativo

maquinaria de replicagcdo do DNA

Figura 7 - Interacdo ciclina-CDK no ciclo celular.

1.2.3 p53

O gene mapeado no cromossomo 17 (17p13) é responsavel pela produgdo da
fosfoproteina pS3, encontrada no nucleo celular, de 53 kD (LAMB e CROWFORD
1986) e foi descoberta estudando-se o virus SV40, e na época foi considerado um
oncogene. Hoje sabemos que inativagdes da proteina pS3 levam ao descontrole da
replicagdo celular. A proteina p53 € conhecida como guardia do genoma
(ALBERTS 1997). Sua fungdo € a de parar a replicagdo de DNA caso haja lesao,
levando a reparo na sequéncia alterada ou a uma morte celular programada
(apoptose), devido a ac@o de dois genes regulados por p53: o Bcl2 e Bax da mesma
forma que a proteina pRb. Quando a célula tem seu DNA lesado ocorre ativagido do

gene Wafl/Cipl, que transcrito produz a proteina p21 (HUNTER e PINES 1994).
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Esta proteina ¢ uma CDK-I, o que leva a uma parada da progressé@o no ciclo celular,
evitando a replica¢do da célula com DNA lesado. As proteinas E6 dos HPV de alto
risco ligam-se a p53, promovendo a sua degradacdo mediada por ubiqiiitina, o que
desbloqueia a prolifera¢do celular, com ou sem DNA lesado, ficando assim mais
susceptivel ao acumulo de mutagdes. Esta degradagdo se da de maneira mais
eficiente nos HPV 16 do que nos 18, que por sua vez, mais eficiente ainda que nos
HPV de baixo risco (6 e 11).

Ambas as proteinas (p53 e pRb) atuam no chamado Check-point G1, que é o
momento no qual a célula dispde de mecanismos para impedir a entrada na fase S
(sintese de DNA) e deflagrar o resto do ciclo celular como mostrado na figura 8

(ALBERTS 1997).

E todo DNA replicado?

E o ambiente favoravel? ‘

Sao todos cromossomos
w Esuficiertemente grande? afnhados o fusor
; PONTO DE CHECAGEM G, PONTO DE CHECAGEM DA METAFASE

SAIDADEM

PONTO DE CHECAGEM G,
E suficientemente grande?
O ambiente & favoravel 7

F
h

Figura 8 - Mecanismo de controle do ciclo celular.
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1.3 ASPECTOS CLINICOS

1.3.1 Idade

A incidéncia do cédncer do colo do utero aumenta com a idade, dos 20 aos 29
anos, atingindo o seu maximo em torno dos 45 aos 49 anos em populagdes
européias (PARKIN et al. 2001). Nos paises em desenvolvimento o pico de
incidéncia ocorre mais tarde, em torno dos 60 anos (ELUF-NETO e
NASCIMENTO 2001). No nosso meio, o inicio do aparecimento do cancer do colo
do utero e de suas lesdes precursoras € por volta dos 25 anos de idade, presumindo-
se que seja dez anos apos o inicio das atividades sexuais, portanto € uma afeccdo
que atinge as mulheres tanto no seu periodo reprodutivo como no auge de sua
produgdo econdmica, havendo perda nos anos potenciais de vida, o que representa

grande transtorno social (Tabela 5).

Tabela 5 - Anos de vida perdidos pela doenga por faixa etaria

Faixa Etaria APVP TAPVP

1- 4 anos 0 0,00

5-9 anos 0 0,00
10— 14 anos 266 0,01
15 -19 anos 492 0,01
20 - 29 anos 24,462 0,34
30 -39 anos 92,928 1,53
40 — 49 anos 140,488 3,22
50 — 59 anos 99,312 3,562
60 — 69 anos 46,648 2,40
70—-79 anos 8,588 0,83
Total 1 — 79 anos 413,184 1,05

APVP — Anos Potenciais de Vida Perdidos
TAPVP - Taxas de Anos Potenciais de VIDA perdidos
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COELHO (1995) apresenta uma casuistica do Hospital do Cancer A. C.
Camargo de 629 casos de 1953 a 1982 com idades variando de 18 a 72 anos e média

de 44,13 anos.

1.3.2 Tipos Histologicos

Os tipos histologicos de carcinoma de colo de utero sdo os epidermoides,
que correspondem de 90 a 95% dos tumores primarios do colo do utero, os
adenocarcinomas que correspondem de 4 a 8%, e os outros com menos de 1%

ABRAO (1995) como na tabela 6.

Tabela 6 - Tipos histologicos

1. Carcinoma epidermoide

Carcinoma verrucoso
Carcinoma papilifero

Carcinoma linfoepitelioma like

2. Adenocarcinoma

Mucinoso
Endometridide
Células claras
Seroso

Mesonéfrico

3. OQutros carcinomas

Adenoescamoso

Adenoide cistico
Basoadendide
Neuroendocrino (carcindide)
Pequenas células

Indiferenciado
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Na casuistica de COELHO (1995) a populagdo do Centro de Tratamento e
Pesquisa Hospital do Céancer A. C. Camargo era composta de 94,2% pacientes
portadoras de carcinoma epidermoide. Ainda no Hospital do Cancer, de 1993 a
1995, das 184 pacientes admitidas para tratamento de cancer de colo do utero,
76,63% eram portadoras de carcinoma epidermoide, 7,06% de adenocarcinoma,
1,63%de adenoescamoso, 0,54% de células claras, e 0,54 de outros tipos e 13,58%
nao tiveram seus tipos histologicos definidos. Segundo o Annual Report
(BENEDET et al. 2001), a distribui¢do dos tipos histologicos em 11.709 em varios

centros de tratamento de cancer no mundo, se deu da seguinte forma (Tabela 7).

Tabela 7 - Numero de pacientes por estadio e tipo histologico (Fonte: Annual
Report 2001).

Tipo Histologico Sem

Estadio

Nio Especificado

Epiderméide 53 613 259 1634 745 352 860 2337 107 1946 203 135 9244 789
Adenocarcinoma 14 50 23 33 170 66 71 224 10 145 14 17 1140 97
Adenoescamoso 1 19 6 9% st 11 30 58 3 49 4 9 337 2.9
Células Claras 0 0 2 10 4 3 3 13 0 17 0 6 58 0,6
Outros 5 3 1 35 3 3 8 22 5 25 7 6 130 1.1

Total 89 787 313 2470 986 440 993 2775 131 2271 258 196 11709 100
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1.3.3 Estadiamento

Em 1929 um sub-comité das Ligas das Nagdes propds um estadiamento do
cancer do colo do utero que foi dividido em 4 estadios. Estes estadios foram entdo
revistos em 1937 e 1950, e desde entdo a Fédération Internationale de Gynécologie
et d’Obstétrique (F1IGO), a Organizagdo Mundial da Saude e a Unido Internacional
Contra o Cancer (UICC) foram encarregadas das revisdes desta estratificagdo. A
ultima revisdo do estadiamento se deu em Montreal em 1994 e foi publicada por

CREASMAN (1995) conforme ANEXO 1.

1.3.4 Tratamento

De acordo com Wertheim (1912) citado por SHINGLETON (1998), em sua
publicacdo de 500 casos de cancer de colo do utero submetidas a cirurgia
histerectomia radical com inicio em 1899 o tratamento consagrado do carcinoma do
colo do utero nos estadios iniciais (Ib e IIa), € cirurgico. A partir das experiéncias do
casal Curie com radio-is6topos e seu emprego em cancer, especialmente com cancer
do colo do utero, e devido as altas taxas de morbi-letalidade das cirurgias de grande
porte, especialmente no que concerne em se tratar de época anterior ao uso dos
antibidticos e transfusdes, em 1903 deixou-se de lado as cirurgias e passou-se a
empregar a radioterapia, até que em 1939 Joe Vincent Meigs operou uma paciente
com cancer de colo de ttero que ndo teria respondido adequadamente ao tratamento
com radioterapia. MEIGS (1951) publicou a descri¢do da linfadenectomia iliaca
bilateral para o tratamento desta patologia, ficando assim conhecida a cirurgia de
Wertheim-Meigs, técnica esta descrita em seu livro de 1954. PIVER et al. (1974)

descreveram quatro niveis diferentes de histerectomia, desde a histerectomia
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extrafacial (nivel I) feita para o tratamento de patologias benignas, histerectomia
radical (nivel II), para patologias malignas iniciais, ou no nosso servigo, aquelas
pacientes submetidas a radioterapia prévia, Wertheim-Meigs (nivel III), aquela
realizada no carcinoma do colo do utero nos estadios Ib e Ila, e a exenteragdo
pélvica (nivel IV), utilizada nas recidivas tumorais, ou raramente nos estadios I'Va
do carcinoma do colo do utero (SHINGLETON 1998). Varias modalidades de
tratamento neo e pos-adjuvante com radioterapia e quimioterapia foram descritas,
ABRAO et al. (2000) publicaram as rotinas para tratamento do cancer ginecologico
adotadas no Hospital do Céncer, sendo preconizada radioterapia adjuvante nos casos
tratados inicialmente com cirurgia nas quais foram detectados fatores de mau

prognostico para a evolug@o da doenga.

1.3.5 Fatores Prognésticos
No ultimo Annual Report, BENEDET et al. (2001), analisaram os fatores
prognosticos de 11.709 casos de cancer de colo do utero em todos os estadios e
foram identificadas as seguintes variaveis como fatores de risco independentes para
o0 obito: idade maior do que 50 anos (apenas no estadio I), adenocarcinoma (estadios
L, I e IV), carcinoma adenoescamoso (estadio IIT), adenocarcinoma de células claras
(estadios I, II e IV), grau de diferenciagdo 2 ou 3 (apenas no estadio I), tumores com
mais de 4 cm (estadios I, II e III) e presenga de metéstase nos linfonodos pélvicos
(estadios I, 11 e III). A literatura cita ainda outros fatores relacionados com o
prognostico da doenga:
» parametros relacionados ao estado dos linfonodos (PIVER e CHUNG
1975; INOUE 1984; RUSSELL et al. 1984; TANAKA et al. 1984;

INOUE e MORITA 1990; KAMURA et al. 1992; LAI et al. 1993;
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SEVIN et al. 1996; LIN et al. 1996; TSAI et al. 1999; AOKI et al.
2000);

parametros relacionados com a idade das pacientes (STANHOPE et al.
1980; KODAMA et al. 1991);

pardmetros relacionados com o volume tumoral (DARGENT et al.
1985);

condigdes de saude, extensdo tumoral para o endomeétrio, invasdo capilar
sanguinea e linfatica (GAUTHIER et al. 1985; DELGADO et al. 1989,
1990; LIN et al. 1996; SEVIN et al. 1996; COMERCI et al. 1998);
profundidade de invasdo tumoral no estroma do colo do utero (INOUE
1984; DELGADO et al. 1989, 1990; LIN et al. 1996; SEVIN et al. 1996;
SAMLAL et al. 1997a, b; YUAN et al. 1998, 1999; KRISTENSEN et al.
1999; LAI et al. 1999);

processo inflamatorio tecidual, oncogenes como o cmyc e ras, € mais
recentemente genes supressores de tumores e outros marcadores
biomoleculares como p53, p16, mdm2, c-erb2, hipdxia, lavado peritonial
(CROOK e VOUSDEN 1992, BREMER et al. 1995, MILDE-
LANGOSCH et al. 1995, HUNT et al. 1996, BEJAMIN et al. 1996; DE
JONGE et al. 1999; OKA et al. 2000b, HELLAND et al. 2000, YAZIJI
e GOWN 2001, LUO et al. 2001, BOABANG et al. 2001, HAENSGEN
et al. 2001, HELLIWELL 2001, KLAES et al. 2001), porém o fator
preditivo de mau prognostico de maior importancia foi o estadiamento
clinico, que apesar de suas falhas, por ser um método eminentemente

clinico, realizado através de exame fisico, € universalmente aceito.




23

Cumpre salientar que a analise das variaveis demograficas, clinicas e
patolégicas como fatores prognoéstico no carcinoma do colo do utero nos estadios Ib
e Ila, na casuistica do Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A.C.
Camargo, foi extensivamente estudada por FREGNANI (2002), com pacientes
atendidas e tratadas entre 1980 e 1997. Os resultados desta analise multivariada de
278 pacientes mostrou como variaveis independentes, relacionadas com a sobrevida,
apenas a idade inferior a 35 anos, vigéncia de menopausa ao diagnostico do
carcinoma, mais de 4 gestagdes e metastase linfonodal, resultando na criagdo de um
escore preditivo de progndstico.

A grande disparidade nos resultados das pesquisas no que diz respeito a
analise de marcadores imunoistoquimicos como fatores prognosticos motivou-nos a

realizar este estudo.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Avaliar a expressdo imunoistoquimica de p16 e p53 nos estadios clinicos Ib

e Ila do carcinoma do colo do ttero.

Avaliar a associagdo da expressdo imunoistoquimica de pl6 e p53 com

variaveis clinicas e anatomopatologicas estudadas.

Avaliar a associacdo da expressdo imunoistoquimica de pl6 e p53 com o
prognostico das pacientes portadoras de cancer do colo do ttero nos estadios

Ib e Ila.
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MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este € um estudo retrospectivo longitudinal.

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram revistos os prontuarios de 418 pacientes portadoras de carcinoma de
colo do utero nos estadios Ib e Ila, submetidas a histerectomia radical nivel III de
Piver e Rutledge e linfadenectomia iliaco-obturatoria bilateral (cirurgia de
Wertheim-Meigs), no Centro de Pesquisa e Tratamento e Pesquisa Hospital do
Cancer A. C. Camargo de janeiro de 1980 a dezembro de 1997. Excluimos 172

pacientes por ndo estarem de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

3.3.1 Foram incluidas no estudo

Pacientes com diagnostico e carcinoma do colo do utero, confirmado pelo
Departamento de Anatomia Patologica do Centro de Tratamento e Pesquisa
Hospital do Céancer A. C. Camargo.

Pacientes com estadiamento FIGO Ib e Ila
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Pacientes vivas com pelo menos cinco anos de seguimento ou mortas pela

doenga no periodo.

3.3.2 Foram excluidas do estudo

Pacientes com prontuarios incompletos (sem dados suficientes para

identificagdo ou sem pegas anatomopatologicas)

Pacientes submetidas a tratamento prévio ao tratamento cirurgico no Centro

de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo.

3.4

METODOLOGIA

L

Os registros das pacientes foram obtidos a partir do banco de dados
disponivel no Departamento de Ginecologia destinado ao estudo
multicéntrico mundial da FIGO (Annual Report) e a partir dos livros
de registros do Servico de Arquivos Médicos e Estatistica (SAME)
do hospital. Nestes bancos de dados foram selecionadas todas as
pacientes que constavam nos registros histerectomia radical como
forma de tratamento. Desta forma, foram selecionadas 406 pacientes
para o estudo. Os prontuarios foram pesquisados no SAME e as
informagdes foram coletadas em um formulario especifico (ANEXO
2), previamente padronizado, contendo informagdes soOcio-
demograficas, clinicas, dados relacionados ao tratamento e dados
anatomopatologicos, além de informagdes a respeito do

acompanhamento das pacientes. ApOs a revisdao dos prontuarios,
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verificou-se que 12 pacientes ja tinham tratamento prévio a admissao
(radioterapia em 10 casos, quimioterapia em 1 caso e histerectomia
radical realizada em outro servigo em 1 caso) e em outros 10 casos as
pacientes haviam sido submetidas ao tratamento cirurgico
inadequado (histerectomia radical sem a dissec¢@o linfonodal pélvica
em 3 casos, histerectomia simples em 6 casos e histerectomia vaginal
em 1 caso). Foram, ainda, identificadas 83 pacientes com
estadiamento clinico diferente ao do interesse deste estudo, a saber:
Ia (48 casos), IIb (26 casos), I1Ib (5 casos) e IVa (4 casos). O laudo
anatomopatoldgico ndo revelou carcinoma invasor do colo do utero
em mais 23 casos (cervicite em 7, carcinoma in situ em 13,
carcinoma do endométrio em 2 e carcinoma verrucoso em 1). Sendo
assim, dos 406 casos selecionados inicialmente, foram excluidos 128,
fazendo com que a populagdo analisada em estudo preliminar fosse

composta por 278 pacientes.

As pegas cirirgicas incluidas em parafina foram recuperadas dos
arquivos do Departamento de Patologia do Centro de Tratamento e

Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo.

Foram feitas novas ldminas para avaliagdo microscopica e
encaminhadas para coloragdo de hematoxilina-eosina. As laminas
foram revistas por um unico patologista, Prof. Dr. Fernando Soares,
diretor do Departamento de Patologia do Centro de Tratamento e

Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo, e identificadas quanto a
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presenca de cancer, sendo descartadas mais 32 pacientes, por ndo
haver tumor nos blocos de parafina, e, portanto nas novas laminas
constituidas, fazendo com que o numero de pacientes avaliadas

quanto a presenca da expressdo de p53 e p16 fosse de 246.

4. Um par de laminas de cada espécime com tumor foi confeccionado

para as reagdes de imunoistoquimica como segue (modificado de

SANTOS et al. 1999):

A. Processamento para pS3

Cortes de Sum foram montados em laminas previamente tratadas com 3-
aminopropil-trietoxisilano, desparafinados em trés banhos com xilol e reidratados
em trés banhos de alcool etilico absoluto e um a 95%, sendo posteriormente
mergulhados em agua destilada. A recuperagdo antigénica foi induzida pelo calor,
mergulhando-se as 1aminas em solugdo de acido citrico 0,01M, pH 6,0 e aquecida
em panela de pressdo (Eterna, Nigro) sob pressurizacdo total por 5 minutos. O
bloqueio da peroxidase endogena foi feito mergulhando-se as laminas em agua
oxigenada (10V) em 4 banhos de 5 minutos cada e apos lavagem com agua
destilada, seguiu-se um banho de PBS, pH 7,4 com duracdo de 5 minutos. As
laminas foram incubadas em cdmaras umidas por 18 horas a uma temperatura de
4°C com anticorpo monoclonal antiproteina pS3 humana(Clone DO-7-DAKO-Corp,
M7001, Dinamarca) diluido a 1:100 em solug@o de soroalbumina bovina (BSA) 1%
(SIGMA, A9647, EUA); apos trés banhos de 3 minutos em PBS, pH 7,4, procedeu-
se a incubagdo dos cortes, por 30 minutos a 37° C, com anticorpo biotinilado anti-

imunoglobina de camundongo (DAKO-Corp, K492, Dinamarca) em dilui¢do de
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1:200. Apés trés novos banhos de 3 minutos em PBS, os cortes foram incubados
com o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase (DAKO Corp-Kit LSAB2) por
30 minutos a 37° C. A rea¢do foi revelada com tetrahidrocloreto de
diamenobenzidina (Sigma, D-5637, EUA) 60mg%, com substancia cromogena por
um 5 minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e a
laminula montada com Entellan (Merck, 1.07961, Alemanha) apds desidratagdo em
etanol absoluto e xilol.

As reagdes foram acompanhadas de controles positivos, em tecidos
sabidamente positivos para o anticorpo antiproteina p53 testado e um controle
negativo. O primeiro deles foi realizado pelo ndo uso do anticorpo primario e, 0
segundo, pela retirada do anticorpo secundario durante os passos da reagao.

Foi empregado o microscopio optico Labophot-Nikon com ocular CFW 10x
e objetiva 40 (0.65,160/0.17) para a avaliagdo da reac@o. A leitura da reagao foi feita
por um observador com a contagem média de 500 células neoplédsicas para cada
lamina.

A avaliagdo foi qualitativa, considerando-se positivas as c€lulas neoplasicas
que apresentaram nucleos acastanhados, com varia¢do da tonalidade. A expressdo
nuclear da proteina e p53 foi determinada em campos histolégicos onde houvesse
maior numero de células neoplasicas com nucleos corados Aot spot.

O numero final de células reativas foi definido em porcentagem em relagdo
ao universo inicial de 500 células (média).

A interpretagdo final da reatividade imunoistoquimica para o anticorpo
antiproteina p53 foi definida em dois grupos e cada um 5 subdivisdes (de 0 a 4)

COmo se segue:
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a. Quanto a sua intensidade

0 — Ausente

1 — Pouca

2 — Moderada
3 —Forte

4 — Muito forte
b. Quanto ao numero de células
0 -0 células
1 — menos de 10% das células
2 — entre 10% e 50% das células
3 —entre 51% e 90% das células
4 — mais de 90% das células
Foi considerada como reag¢do positiva quando mais de 10% das células

tumorais encontravam-se coradas, ndo importando a sua intensidade.

B. Processamento para pl16

Cortes de Sum foram montados em laminas previamente tratadas com 3-
aminopropil-trietoxisilano, desparafinados em trés banhos com xilol e reidratados
em trés banhos de alcool etilico absoluto e um a 95%, sendo posteriormente
mergulhados em agua destilada. A recuperagdo antigénica foi induzida pelo calor,
mergulhando-se as laminas em solugdo recuperacdo de epitopo (tampao de citrato
com antimicrobiano) em banho-maria a 95-99° C por 40 minutos. Apds retirar as
laminas do banho-maria e dispd-las por 20 min & temperatura ambiente elas foram
lavadas com solucdo tamponada propria (tampido Tris/HCl com detergente e

antimicrobiano). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito aplicando 299uL de




33

reagente bloqueador da peroxidase (3% de peroxido de hidrogénio e 15mmol/L de
NaNj3 por 5 min e lavado com agua destilada. As laminas foram incubadas em
200uL. de reagente anti pl6INK4 (Clone E6H4-DAKO-Corp.) (anticorpos de
camundongo anti p16INK4 humano) com 0,05 mmol/L de Tris/HCI, 15mmol/L de
NaN3, em pH 7,2 com proteina estabilizante por 30 min e lavado com agua
destilada. Para a visualizagdo da reagdo com o anticorpo foi utilizado 200uL do
reagente de visualizagdo (polimero conjugado de dextran com imunoglobulinas anti-
camundongo de ovelhas com tampao Tris/HCI e proteina estabilizadora por mais 30
min e lavadas com agua destilada. As laminas foram reveladas com solugdo
cromogena propria (solugdo DAB cromoégena 3,3-diaminobenzidina) por 10 min. Os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e a laminula montada com
Entellan (Merck, 1.07961, Alemanha) apos desidrata¢do em etanol absoluto e xilol.

As reagdes foram acompanhadas de controles positivos, em tecidos
sabidamente positivos para o anticorpo antiproteina pl6 testado e um controle
negativo. O primeiro deles foi realizado pelo ndo uso do anticorpo primario e, o
segundo, pela retirada do anticorpo secundario durante os passos da reagao.

Foi empregado o microscépio optico Labophot-Nikon com ocular CFW 10x
e objetiva 40 (0.65,160/0.17) para a avaliagdo da reagdo. A leitura da reacéo foi feita
por um observador com a contagem média de 500 células neoplasicas para cada
lamina.

A avaliagdo foi qualitativa, considerando-se positivas as células neoplasicas
que apresentem nucleos acastanhados, com variagdo da tonalidade. A expressao
nuclear da proteina p16 foi determinada em campos histologicos onde houvesse

maior nimero de células neoplasicas com nucleos corados Aot spot.
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O nimero final de células reativas foi definido em porcentagem em relagao
ao universo inicial de 500 células (média).

A interpretagdo final da reatividade imunoistoquimica para o anticorpo
antiproteina p16 foi definida em dois grupos e cada um 5 subdivisdes (de 0 a 4)
como se segue:

a. Quanto a sua intensidade

0 — Ausente

1 — Pouca

2 — Moderada
3 —Forte

4 — Muito forte
b. Quanto ao numero de células
0 — 0 células
1 — menos de 10% das células
2 — entre 10% e 50% das células
3 —entre 51% e 90% das células

4 — mais de 90% das células

Foi considerada como reagido positiva quando mais de 10% das células
tumorais encontravam-se coradas, ndo importando a sua intensidade.
A seguir os dados foram tabulados utilizando-se o software SPSS for

Windows versao 10.0, 2000.
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3.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

-Variaveis Dependentes: Tempo decorrido até a recorréncia.

-Variaveis Independentes: Estadiamento Clinico (FIGO), Positividade para
p16, Positividade para p53, Tipo histologico, Metastase linfonodal, Idade menor de

35 anos, Menopausa, Numero de Gestagdes.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As informagdes coletadas foram armazenadas em um banco de dados
informatizado e posteriormente analisadas por software estatistico (Statistical
Package for Social Science — SPSS for Windows, versao 10.0).

A caracterizagdo da populagdo do estudo, dos resultados anatomopatoldgicos
e do seguimento das pacientes foi feita por meio de estatistica descritiva (média e
desvio-padrio, mediana, porcentagens).

A sobrevida livre de doenga, para cada uma das variaveis, foi calculada
empregando-se o estimador produto limite de Kaplan-Meier, usando o teste de log
rank para a comparagdo entre as curvas (KAPLAN e MEIER 1958). A associagdo
das variaveis qualitativas foi feita com o teste do qui-quadrado, assumindo-se niveis

de significancia menor ou igual a 5% (p<0,05).
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3.7 QUESTOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A. C. Camargo sob niimero 467/03. Por
se tratar de trabalho retrospectivo, ndo houve necessidade de elaborag@o de termo de

consentimento pos-informado.
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RESULTADOS




- RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Foram analisadas 246 pacientes portadoras de cancer de colo de utero nos
estadios Ib e Ila, atendidas e operadas entre janeiro de 1980 e dezembro de 1997. As
pacientes que seriam perdidas de vista foram contatadas por telefone ou carta pelo
SAME (Servigo de Arquivos Médicos e Estatistica). As pacientes apresentaram
idades variando de 18 a 72 anos com média de 44,43 anos e mediana de 44 anos
(dp=10,03). As pacientes tiveram uma média de 5.5 gestacdes com mediana de 5
(dp=3,61). Cento e setenta e oito pacientes (72,4%) encontravam-se na pré-
menopausa, sendo a idade média da menopausa de 47,91 anos (dp=5,07). A
distribuig¢do por estadios mostrou 222 pacientes no estadio Ib e 24 no estadio Ila
(90,2 e 9,8% respectivamente). A analise de sobrevida estimada pelo método de
Kaplan Meier indica uma sobrevida livre de doenga de 80,53% em 5 anos para o
estadio Ib e de 90,91% para o estadio Ila, sem diferenca entre as populagdes

(p=0,2496) como mostrado na figura 9.
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: Estadio Ib 80,53%
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Figura 9. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila.

Nao houve pacientes perdidas de vista pois as pacientes que ndo retornaram
a consulta foram contatadas pelo SAME, que obteve as informagdes pertinentes. A

situag@o clinica das pacientes ao final deste estudo € mostrada na tabela 8.
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Tabela 8. Situagdo clinica das 246 pacientes portadoras de carcinoma do colo do
utero estadios Ib e I1a ao final do estudo.

No de
Pacientes Porcentagem
Vivo sem Cancer 211 85,8
Vivo com Cancer 71 2.8
Morte por Cancer 22 8.9
Morte por Outras Causas 6 2.4
Total 246 100.0

—_— e

Ocorreram 28 6bitos (11,3%), dos quais 22 pelo cancer. Dos casos de morte
por cancer, 19 foram causadas diretamente pelo tumor e 3 pelo tratamento (1 obito

pbs-operatorio por infecg@o e 2 por sequielas actinicas).

O tipo histologico mais comum foi o carcinoma epidermoide (79,9%),
seguido pelo adenocarcinoma (16,5%), carcinoma adenoescamoso (2,5%) e
carcinoma indiferenciado (1,1%), porém n3o houve diferengas quanto a sobrevida
das pacientes portadoras de carcinoma de colo do utero com cada tipo histologico
(p=0,4438) conforme figura 10. Os tumores foram bem diferenciados em 26,5% dos
casos, moderadamente diferenciados em 60,5%, pouco diferenciados em 11,9% e
indiferenciados em 1,1%. Os tamanhos médio ¢ mediano dos tumores foram de 3
cm, variando de 0,7 a 9 cm (dp=1,5). Os linfonodos iliaco-obturatorios estavam
comprometidos em 39 casos (15,9%). O nimero de linfonodos metastaticos por
paciente variou de 1 a 20, sendo a maioria dos casos com 1 ou 2 linfonodos
(82,0%). A sobrevida de pacientes com linfonodos comprometidos foi de 61,92% e
sem linfonodos comprometidos 85,15% (p=0,0190) como mostrado na figura 11. O

paramétrio estava infiltrado pelo tumor em 7 casos (2,8%). Considerou-se
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acometimento parametrial a presenca de invasio direta do mesmo ou a presenca de

metastase em linfonodo parametrial. As margens ciriirgicas estavam acometidas em

4,3% das pacientes.

Indiferenciado 100%

Adenocarcinoma 86,5%

Iﬂ_l
84 Epiderméide 81,02%

6 Adenoescamoso 64,29%

2 Log-rank p=0,4438

Sobrevida Acumulada

w w ™
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (meses)

Figura 10. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246
pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, de acordo
com o tipo histologico.
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Linfonodos negativos 86,15%

-

6 Linfonodos positivos 61,92%

2 Log-rank p=0,019
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Figura 11. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246
pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, de acordo
com presenga de metastase linfonodal.

Em 90,6% das pacientes o diagndstico do carcinoma do colo do utero foi
feito por bidpsia em ambulatorio, nas restantes procedeu-se a conizag¢@o diagnostica.
O padrio de histerectomia radical utilizada com maior freqiiéncia foi a do tipo III de
Piver-Rutledge (97,2%) sendo que as demais pacientes foram submetidas a
histerectomias do tipo II. O nimero médio de linfonodos dissecados por cirurgia foi
de 19,78 (dp=8,67). A duragdo média do ato operatorio foi 375 minutos (dp=88,87),
variando de 180 a 640 minutos. Foi necessaria hemotransfusdo durante a cirurgia ou
no periodo pés-operatério em 175 pacientes (71,1%). Houve conservagdo dos

ovarios em cerca de 25% das vezes.




A radioterapia adjuvante foi empregada em 92 pacientes (37,39% da
populagdo) em virtude de fatores anatomopatologicos adversos, como presenca de
metastase linfonodal, invasdo do paramétrio e margem ciriirgica comprometida ou
exigua, entre outros. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
sobrevida dos grupos com ou sem radioterapia adjuvante (SLD 5 anos de 82,6% e
80,26% respectivamente com p=0,3156). Em 73 casos utilizou-se a teleterapia
associada a braquiterapia (79,34% das irradiadas), em 12, a braquiterapia isolada
(13,04%) e em 7, a teleterapia isolada (7,6%). A dose de teleterapia adjuvante
empregada variou de 540 a 6040 cGy, com mediana de 4500 cGy (média=4650
cGy; dp=865). A técnica da braquiterapia adjuvante variou conforme o periodo
estudado. Até 1991 empregou-se a técnica de LDR (low dose rate), com a dose
variando de 3250 a 8530 cGy (média=5250 cGy; dp=800; mediana=5000 cGy). A
partir de 1992, passou-se a utilizar a técnica de HDR (high dose rate), cuja dose
variou de 1500 a 3200 cGy (média=2300 cGy; dp=320; mediana=2400 cGy). O
tempo mediano transcorrido entre a cirurgia e o inicio da radioterapia foi de 36 dias,
variando desde 13 até 144 dias, com média de 42,8 dias (dp=26,1). Em nenhum

caso a radioterapia foi associada a quimioterapia.

Foram registradas 40 recorréncias da doenca (16,3%), sendo 23 em
topografia pélvica (57,5%), 9 a distancia (22,5%), 6 simultaneamente pélvico e a
distancia (15,0%) e 2 em local ignorado (5,0%). Quando as recorréncias foram
distribuidas por estadiamento, nio houve diferenga estatisticamente significativa
entre os dois grupos (p=0,268) como mostrado na tabela 9. Dos casos nos quais
houve recorréncia, em 28 (70,0%) ndo havia metastase nos linfonodos pélvicos. A

comprovacio histopatologica da recorréncia foi realizada em 25 pacientes (62,5%).
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O tempo para a recorréncia variou de 2,4 a 96,5 meses, com mediana de 21,9 meses

(média=27,8 meses; dp=22,8).

Tabela 9. Presenca de recidiva das 246 portadoras de carcinoma do colo do utero
estadios Ib e Ila distribuidas em cada estadio clinico.

—— RECIDIVA
nio (%) sim (%) Total (%)
o 184 (89,3%) 38 (95,0%) 222 (90,2%)
Ia 22(10,7%)  2(5,0%) 24 (9,8%)
Total 206 (100%) 40 (100%) 246 (100%

4.2 IMUNOISTOQUIMICA PARA P53

Na tabela 10 vemos a distribuigdo das 246 biopsias testadas por
imunoistoquimica para a presenga de p53, no que diz respeito a intensidade da
reagdo para p53: 222 biopsias (90,2%) ndo apresentaram nenhuma forma de reagao,
6 (2,4%) tiveram reagdao de fraca intensidade, 17 (6,9%) tiveram reacdo de
moderada intensidade e 1 (0,4%) teve reacdo de forte intensidade. Dentre as 246
biopsias testadas com imunoistoquimica para a presenga de p53, 2 (0,8%)
apresentaram até 10% das células reagentes, 11 (4,5%) tiveram entre 10% e 50%
das células reagentes e 11 (4,5%) tiveram entre 51% e 90% das células reagentes.

Na tabela 11 vemos a distribuigdo das biopsias quanto a sua qualidade da reagdo
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para p53 (negativas ou positivas) em cada tipo histolégico, sem diferenga entre os

grupos (p=0,287).

Tabela 10. Intensidade da reagdo imunoistoquimica para pS3 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelos seus

tipos histologicos.

Tipo Intensidade
histologico nenhuma  fraca moderada  forte Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Epidermoide 173 (77.9%) 6 (100%) 16 (94,1%) 1(100%) 196 (79.7%)

Adenocarcinoma 39 (17.6%) 1(5.9%) 40 (16,3%)

Adenoescamoso 7 (3.2%) 7 (2,8%)

Indiferenciado 3 (1.4%) 3 (1.2%)
Total 222 (100%) 6 (100%) 17 (100%) 1 (100%) 246 (100%)

Tabela 11. Presenga de reagdo imunoistoquimica para p53 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelos seus

tipos histologicos.

Tipo P53
histologico negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)

Epidermoéide 175 (78,1%) 21 (95,5%) 196 (79,7%)

Adenocarcinoma 39 (17,4%) 1(4,5%) 40 (16,3%)

Adenoescamoso 7(3,1%) 7 (2,8%)

Indiferenciado 3 (1,4%) 3 (1,2%)
Total 224 (100%) 22 (100%) 246 (100%)
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Duzentas e sete pacientes ndo tiveram comprometimento linfonodal e destas
189 (91,3%) ndo tiveram reatividade para p53, enquanto 18 (8,7%) tiveram reagdo
para p53. Das 39 pacientes com metastase linfonodal, 35 (89,7%) ndo tiveram
reacdo para p53 enquanto 4 (10,3%) tiveram reagdo para p53, ndao havendo
diferenga nos grupos (p=0,754) com ou sem metastase linfonodal no que diz

respeito a pesquisa de p53 como mostrado na tabela 12.

Tabela 12. Presenca de reagdo imunoistoquimica para p53 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do tutero estadios Ib e Ila, distribuidas pela
presenca de metastase linfonodal.

P53
Metastase ; .
linfonodal negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
anscate 189 (84,37%) 18 (81,81%) 207 (84,14%)
presente 35(15,63%) 4(18,19%) 39 (15,86%)
Total 224 (100%) 22 (100%) __ 246 (100%

A distribui¢do da rea¢do imunoistoquimica para pS53 segundo o estadio
clinico € mostrado na tabela 13. No estadio Ib 90,5% das bidpsias apresentaram
auséncia de reagdo para p53, e no estadio Ila 95,8% das biopsias apresentaram
auséncia de reagdo para p53, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa na

distribui¢@o da reag@o de p53 entre os estadios Ib e Ila (p=0,388).
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Tabela 13. Presenga de reagdo imunoistoquimica para p53 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo seu
estadio clinico.

- P53
Estadio
negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
Ib 201 (89,73%) 21 (95,45%) 222 (90,24%)
ITa 23 (10,27%) 1 (4,55%) 24 (9,76%)
Total 224 (100% 22 (100% 246 (100%

A sobrevida segundo a auséncia ou presen¢a de reacdo para pS53 pode ser
vista na figura 12, onde notamos 85,74% de sobrevida para pacientes com reagdo
negativa para p53, e 84,52% para pacientes com rea¢do positiva para p53, sem

diferenga entre os grupos (p=0,6400).
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Figura 12. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246
pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, de acordo com
o resultado da reagdo imunoistoquimica para p53.

Das pacientes que ndo apresentaram recidiva, 91,7% tiveram reagdo
negativa para p53 e 8,3% tiveram reagdo positiva para p53, enquanto que das
pacientes que tiveram recidiva 87,5% tiveram reagdo negativa para pS3 e 12,5%
tiveram reagdo positiva para pS3 nas biopsias, sem diferenga estatistica entre os

grupos como vemos na tabela 14 (p=0,37)
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Tabela 14. Presenca de reagdo imunoistoquimica para p53 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pela
presenga de recidiva.

P53
Becidrva negativo POsItivo Total
n (%) n (%) n (%)
auséncia 189 (84,4%) 17 (77,3%) 206 (83,7%)
presenga 35 (15,6%) 5(22,7%) 40 (16,3%)
Tolal 224 (100%) 22 (100%) 246 (100%)

A reagdo de pS53 em pacientes com menos de quatro gestagdes foi negativa
em 92,9% das bidpsias e positiva em 7,1%, enquanto que nas pacientes com quatro
gestagOes ou mais, a reagdo foi negativa em 90,0% e positiva em 10,0% das
bidpsias, sem diferenca entre os grupos (p=0,431), de um total de 242 dados

recuperados dos prontudrios, como visto na tabela 15.

Tabela 15. Presenga de reacdo imunoistoquimica para pS53 nas pacientes portadoras
de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo nimero de
gestacoes.

Nuamero de P53
gestacoes . .
negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
menos de 4 104 (47,1%) 8 (38,1%) 112 (46,3%)
mais de 4 117 (52,9%) 13 (61,9%) 130 (53,7%)
Total 221 (100%) 21 (100%) 242 (100%)

Obs: Sem dados sobre niimero de gestagdes em 4 pacientes
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Pacientes no menacme tiveram 90,4% de auséncia de reagdo para p53 e
9,6% de presenga de reagdo para p53, enquanto pacientes na menopausa tiveram
91,8% de auséncia de rea¢do para p53 e 8,2% de presenga de reacdo, de um total de
239 prontuarios com os dados recuperados, como mostrado na tabela 16, sem

diferenga entre os grupos (p=0,752).

Tabela 16. Presenca de reagdo imunoistoquimica para p53 nas pacientes portadoras
de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo seu estado
menstrual.

P53

Estado
menstrual negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
menacme 161 (74.2%) 17 (77,3%) 178 (74.5%)
menopausa 36 (25,8%) 5(22,8%) 61 (25.5%)
Total 217 (100%) 22 (100%) 239 (100%)

Obs: Sem dados sobre estado menstrual em 7 pacientes

A reacdo imunoistoquimica para p53 teve uma distribuigao similar em
pacientes acima ou abaixo dos 35 anos sendo negativa em 91,8% e positiva em
8,2% das biopsias em pacientes maiores de 35 anos, enquanto que nas pacientes
com idades abaixo dos 35 anos a reagdo foi negativa em 87,2% e positiva em 12,8%

dos casos, sem diferenga entre os grupos (p=0,355) conforme tabela 17.
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Tabela 17. Presenga de reagdo imunoistoquimica para p53 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelas suas
idades.

P53
Idade
negativo positivo Total
1 (%) n (%) 1 (%)
>35 190 (84.8%) 17 (77,3%) 207 (84,1%)
<35 34 (15,2%) 5(22,7%) 39 (15,9%)

Total 224 (100%) 22 (100%) 246 (100%)

A reac@o de p35 € eminentemente nuclear, detectando-se reagdo quase que
exclusivamente em carcinoma epidermoéide como mostrado na figura 13 (apenas um

adenocarcinoma foi imunoreagente).

Figura 13. Fotomicrogafia de carcinoma epidermoide do colo do utero com
reacdo imunoistoquimica para p53 em 20% das células (aumento de 400X).
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43 IMUNOISTOQUIMICA PARA P16

A positividade para a presenga da proteina pl6 foi mensurada segundo a
intensidade da colora¢do e quantidade das células coradas, porém consideradas
como reagentes (positivas) para fins de elaboragdo de calculos, apenas quando

houvesse mais de 10% em 500 células tumorais coradas para p16.

Na tabela 18 vemos a distribuicdo das 246 bidpsias testadas por
imunoistoquimica para a presen¢a de pl6, no que diz respeito a intensidade da
reagdo para p16: 18 (7,3%) ndo apresentaram nenhuma forma de reagéo, 25 (10,2%)
tiveram reagdo de fraca intensidade, 64 (26,%) tiveram rea¢do de moderada
intensidade, 102 (41,5%) tiveram reagdo de forte intensidade, e 37 (15%) tiveram
reagcdo de muito forte intensidade. Dentre as 246 biOpsias testadas com
imunoistoquimica para a presenga de pl6, 18 (7,31%) ndo foram coradas, 16
(6,51%) apresentaram até 10% das células coradas, 60 (24,39%) tiveram entre 10%
e 50% das células reagentes, 118 (47,97%) tiveram entre 51% e 90% das células
reagentes e 34 (13,82%) tiveram mais de 90% das células reagentes. Na tabela 19
vemos a distribuicdo das biopsias quanto a sua qualidade da reagdo para pl6
(negativas ou positivas), em cada tipo histologico, sem diferenga entre os grupos

(p=0,069).
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Tabela 18. Intensidade da reagdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelos seus

tipos histologicos.

3 Intensidade
Tipo 3
histolbnico nenhuma fraca moderada forte muito forte Total
= n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Epidermdide 11 (61,1%) 22 (88.0%) 51 (79,9%) 83 (81,4%) 29 (78,4%) 196 (79,7%)

Adenocarcinoma 4(22.2%) 3 (12,0%) 12 (18.8%) 13 (12.7%) 8 (21.6%) 40 (16.3%)

Adenoescamoso 2(11,1%) 1 (1,6%) 4 (3,9%) 7 (2,8%)

Indiferenciado 1 (5.6%) 2(2,0%) 3(1.2%)
Total 18 (100%) 25 (100%) 64 (100%) 102 (100%) 37 (100%) 246 (100%)

Tabela 19. Presenga de reagdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelos seus

tipos histologicos.

. P16
Tipo
histolégico negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
Epidermoide 23 (67.,6%) 173 (81,6%) 196 (79,7%)
Adenocarcinom 7 (20.6%) 33 (15.,6%) 40 (16,3%)
Adenoescamoso 3 (8,8%) 4 (1,9%) 7 (2,8%)
Indiferenciado 1 (2,9%) 2 (0,9%) 3 (1,2%)
Total 34 (100%) 212 (100%) 246 (100%)

Dentre os 40 casos de adenocarcinoma, 33 (82,5%) foram corados para pl16

diferentemente da reagdo para p53 .

Duzentas e sete pacientes nao tiveram comprometimento linfonodal e destas

27 (13,0%) nao tiveram reatividade para p16, enquanto 180 (87,0%) tiveram reagdo

para p16. Das 39 pacientes com metastase linfonodal, 7 (17,9%) ndo tiveram reagio

para pl16 enquanto 32 (82,1%) tiveram reagdo para p16, ndao havendo diferenga nos
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grupos (p=0,416) com ou sem metastase linfonodal no que diz respeito a pesquisa

de p16 como mostrado na tabela 20.

Tabela 20. Presenca de reagdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pela
presenca de metastase linfonodal.

P16
Metastase negativo  positivo Total
linfonodal n (%) n (%) n (%)
ausente 27 (794%) 180 (84.9%) 207 (84,1%)
presente 7(20,6%) 32(15,1%) 39 (15,9%)
Total 34 (100%) 212 (100%) 246 (100%

A distribuigdo da reagdo imunoistoquimica para pl6é segundo o estadio
clinico é mostrado na tabela 21, onde se encontrou no estadio Ib 13,5% das biopsias
com auséncia de reagdo para pl6, e no estadio Ila 16,7% das biopsias com auséncia
de reacdo para pl6, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa na

distribuigdo da reag@o de p16 entre os estadios Ib e Ila (p=0,671).
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Tabela 21. Presenca de reagdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes

portadoras de carcinoma do colo do ttero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo seu
estadio clinico.

P16
Estadio negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
ib 30 (88,.2%) 192 (90,6%) 222 (90.2%)
Ila 4 (11,8%) 20 (9,4%) 24 (9,8%)
Total 34 (100% 212 (100%) 246 (100%

A sobrevida segundo a auséncia ou presenga de rea¢do para pl6 pode ser
vista na figura 14, onde notamos 82,68% de sobrevida para pacientes com reagdo
negativa para pl6, e 86,31% para pacientes com reagdo positiva para pl6, sem

diferenga entre os grupos (p=0,4349).
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p16 positivo 86,31%

p16 negativo 82,68%

2 Log-rank p=0,4349

Sobrevida Acumulada

Tempo (meses)

Figura 14. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246
pacientes portadoras de carcinoma do colo do tutero estadios Ib e Ila, de acordo com
o resultado da reagdo imunoistoquimica para p16.

No que diz respeito a recidiva, das pacientes que ndo apresentaram recidiva
13,6% tiveram reac@o negativa para p16 e 86,4% tiveram reagdo positiva para p16,
enquanto que das pacientes que tiveram recidiva 15,0% tiveram reagdo negativa
para pl6 e 85,0% tiveram reagdo positiva para pl6 nas bidpsias, sem diferenca

estatistica entre os grupos como vemos na tabela 22 (p=0,813).
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Tabela 22. Presenca de reagdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pela
presenca de recidiva.

Recidiva i
negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
nao 28 (82,4%) 178 (84%) 206 (83,7%)
sim 6 (17,6%) 34 (16%) 40 (16,3%)
Total 34 (100% 212 (100%) 246 (100%

A reagdo de pl16 em pacientes com menos de quatro gestagdes foi negativa
em 15,2% das biopsias e positiva em 84,8%, enquanto que nas pacientes com
quatro ou mais gesta¢des a reagdo foi negativa em 10,8% e positiva em 89,2%
das biopsias, sem diferenga entre os grupos (p=0,306), de um total de 242 dados

recuperados dos prontuarios, como visto na tabela 23.

Tabela 23. Presenga de reacdio imunoistoquimica para pl6é nas pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo
numero de gestacdes.

Numero de P16
gestacoes
negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
menos de 4 17 (54,8%) 95 (45%) 112 (46.3%)
mais de 4 14 (45,2%) 116 (55%) 130 (53.7%)
Total 31 (100% 211 (100%) 242 (100%

Obs: Sem dados sobre numero de gestagdes em 4 pacientes
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Pacientes no menacme tiveram 12,4% de auséncia de reagdo para pl6 e
87,6% de presenga de reagdo para pl6, enquanto pacientes na menopausa tiveram
18,0% de auséncia de reacdo para pl6 e 82,0% de presenga de reagdo, de um total
de 239 prontuarios com os dados recuperados, como mostrado na tabela 24, sem

diferenca entre os grupos (p=0,268).

Tabela 24. . Presenca de reagdo imunoistoquimica para pl6 nas pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelo seu
estado menstrual.

Estado P16
nicasirasl negativo positivo Total
n (%) n (%) n (%)
Ienacine 22 (66,7%) 156 (75,5%) 178 (74,5%)
menopausa 11 (33,3%) 50 (24,3%) 61 (25,5%)
Total 33 (100%) 206 (100%) 239 (100%)

Obs: Sem dados sobre estado menstrual em 7 pacientes

A reagdo imunoistoquimica para pl6 teve uma distribuigdo similar em
pacientes acima ou abaixo dos 35 anos, sendo negativa em 15,0% e positiva em
85,0% das biopsias quando as pacientes eram maiores de 35 anos, enquanto que nas
pacientes com idades abaixo dos 35 anos a reagdo foi negativa em 7,7% e positiva

em 92,3% dos casos, sem diferenga entre os grupos (p=0,227) conforme tabela 25.

e .
J— . o
FUNDAcE " )
v
g - g | §
2 PR LY G Ner B
e # e § Rk 3 ¥ X ~
"f-ﬂ\'ﬂmuzl;ﬁzuﬂﬁm‘ﬁdﬁiww



59

Tabela 25. Presenga de reacdo imunoistoquimica para pl6 nas 246 pacientes
portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, distribuidas pelas suas

idades.

P16
Idads negativo positivo Total
n (%) n(%) n (%)
>35 31(91,2%) 176 (83%) 207 (84,1%)
<35 3(8,8%) 36 (17%) 39 (15,9%)
Total 34 (100% 212 (100%) 246 (100%

Varios padrdes de reagdo imunoistoquimica para pl6 foram encontrados

como mostrado nas figuras abaixo (Figuras 15 a 17).

Figura 15. Fotomicrogafia de células glandulares de adenocarcinoma do colo do
utero com reagdo imunoistoquimica para pl6 em 90% das células (aumento de

400X).
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Figura 16. Fotomicrogafia de carcinoma epidermoide do colo do utero com
reagdo imunoistoquimica para p16 em 50% das células (aumento de 100X).

Figura 17. Fotomicrogafia de carcinoma epidermoéide endocervical do colo do
utero com reagdo imunoistoquimica para pl6 em 90% das células (aumento de
200X).
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A analise de sobrevida para cada uma das combinagdes dos estados das
reacdes imunoistoquimicas é mostrada na figura 18, com sobrevida em pacientes
com reagdes negativas para p53 e pl6 de 81,37%. Nas pacientes com reagdes
negativas para p53 porém positivas para p16 foi 86,65%. Nas pacientes com reagdes
positivas para p53 e negativas para pl6 de 100% e positivas para p53 e pl6 de

82,70%, porém sem diferenga entre os grupos (p=0,5999).
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Figura 18. Curva atuarial de sobrevida livre de doenga em 5 anos para 246
pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero estadios Ib e Ila, de acordo com
as combinagdes dos resultados das reagdes imunoistoquimicas para p53 e p16.
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5. DISCUSSAO

Os varios estudos sobre a influéncia das alteragdes nas expressdes da
proteina p53 em diversos tumores tem sido frequente desde a descrigdo da sindrome

de Li Fraumeni

BACHEGA (2000) nio mostrou correlagdo entre a expressdo da proteina
p53 e a presenga de linfonodos comprometidos por neoplasia em 48 casos de cancer
de pénis, sabendo que a metastase linfonodal € o fator prognostico de maior

importancia.

LOPES (2001) em 82 pacientes portadores de cancer de pénis mostrou que a
detecgdo por imunoistoquimica de p53 esta associada ao risco de metastase para
linfonodos e que a concomitancia de p53 com auséncia de infec¢do por HPV esta

associada ao maior risco de obito.

KLEIHUES et al. (1997) relataram alteracdes nas expressdes de p53 em
carcinoma de mama (24%), sarcoma Osseo (12,6%), tumor em cérebro (12%),

sarcomas de partes moles (11,6%) e tumores de trato gastrointestinal (6,9%).

KOBAYASHI et al. (1999) reportaram sobrevida maior nos pacientes com
cancer de esdfago p53 negativo (p<0,05), sendo de 51% em 5 anos para os pacientes

pS3 negativos e de 35,7% em 5 anos para pacientes p53 positivos.

GAO et al. (1994) nao encontraram nenhum caso de alteragdo na expressao

de p53 em 475 casos de cancer de orofaringe, porém LINGEN (2000) mostrou
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aumento de p53 em 81% dos pacientes com cancer, porém sem fatores de risco para

cancer de orofaringe.

SARKIS et al. (1993) mostraram que pacientes com positividade para p53
em mais de 20% das células tém maior probabilidade de progressdo de doenga, no
cancer de bexiga superficialmente invasivo T1. Enquanto FONSECA (1998)
encontrou expressao de p53 em apenas 11,5% dos 26 pacientes com carcinoma de

bexiga T1, impedindo maiores analises quanto ao seu papel como fator progndstico.

FONSECA (2000) demonstrou que a expressdo da proteina p53 estava

associada com a progressdo local do tumor em 150 casos de carcinoma de prostata.

SCHNEIDER et al. (2000) detectaram mutagdes de p53 utilizando o

sequenciamento de DNA, em 44,7% dos carcinomas de pulmao.

SBRAGIA NETO (1998) né@o encontrou valor prognostico na expressdo de
p53 nos tumores da cortex de supra-renal na infincia. Também ASSUMPCAQ
(2001) ndo encontrou valor prognéstico na expressdo de pS5S3, nem PCNA ou bcl-2
na evolugdo de 135 carcinomas de tiredide, enquanto CARVALHO em 1999
observou que a alta expressdo de p53 estava correlacionada com a diminui¢do da

sobrevida de pacientes operados de adenocarcinoma do pulméo

No que tange aos tumores ginecologicos, enquanto FANNING et al. (2002)
mostraram que em 62 carcinomas de endométrio de alto risco, entre 265 casos do
total estudado, a detecgdo de p53 por imunoistoquimica ndo foi fator prognostico,
assim como receptores de estrogénio e de progesterona, Her-2neu, c-myc, bcl2, ou
Ki67, a ndo ser o estadiamento clinico, GEISLER et al. (1996) e CLIFFORD et al.
(1997) mostraram a presenga de p53 como fator prognoéstico independente e capaz

de predizer recorréncia nessa doenca.
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SEMCZUK et al. (1999) mostraram em relato de caso, um caso de sarcoma
botridide de colo de utero com mutagdo de p53 e ndo de K-ras, bem como o

aumento da expressao de p53.

SCHEISTROEM et al. (1999) mostraram em 167 pacientes que 0 aumento
na expressdo de pS53 por imunoistoquimica esta correlacionado com a piora na
sobrevida nos estadios avangados de cancer de vulva (p=0,004) e sem relagdo com

sobrevida nos estadios iniciais (p=0,6 no estadio I e p=0,96 no estadio II).

ROSEN et al. (1998) mostraram que a pesquisa de p53 por
imunoistoquimica ndo revela impacto na sobrevida de 48 pacientes com carcinoma

de tuba uterina.

NORDAL et al. (1998) mostraram que a pesquisa de p53 nao se presta para a
deteccao de fator prognostico nos sarcomas de utero, porém apresenta diferengas na
sua distribui¢do conforme o tipo de tumor: carcinossarcoma (73%), miossarcoma

(38%), sarcoma endometrial (27%).

GEISLER et al. (2000) demonstraram em 103 casos de carcinoma de ovario
que a expressao de p53 € fator prognostico independente (p=0,0032) e GEISLER et

al. (2001), que a expressao de pS53 € inversa a de p21.

BAEKELANDT et al. (1999) também mostraram p53 como fator

prognostico independente nos 185 casos de cancer de ovario estudados.

GERSHENSON et al. (1999) estudaram 112 casos de carcinoma borderline
de ovario, chegando a conclusdo que a expressdo de p53 aumenta em 4 vezes O risco

de progressdo de doenga e em 6 vezes o risco de morte pela doenga.




66

Autores como ESRIG et al. (1993) defendem que mutagdes no gene do p53
seriam responsaveis pelo acamulo desta proteina nas células ja que a meia vida da
p53 mutada é de 4 a 20 vezes maior do que a da p53 selvagem (ndo mutada).
PINHEIRO e VILLA (2001) mostraram em 122 biopsias de cancer de colo de ttero
HPV positivas, que a mutag@o de p53 nos exons 5-8 pela técnica de single—stranded
conformation polimorfism (SSCP) PINHEIRO et al. (1999) estava presente em

apenas 4 pacientes (3,27%).

Muitos artigos foram publicados nos ultimos 3 anos com respeito a mutagdes
de p53 , seu valor prognostico, e a sua influéncia na evolugéo da infecgdo pelo HPV.
Varios autores relatam que o polimorfismo no cdédon 72 onde prevalecem as
isoformas arginina e prolina ndo traz influéncia na evolugdo da infecgio pelo HPV
nem na evoluc¢do do cancer de colo de utero (MINAGUCHI et al. 1998, TACHEZY
et al. 1999; YAMASHITA et al. 1999; NGAN et al. 1999, 2000; GIANNOUDIS et
al. 1999; KLAES et al. 1999; DYBIKOWSKA et al. 2000; NISHIKAWA et al.
2000; KUCERA et al. 2000; WONG et al. 2000, MALCOLM et al. 2000, BAEK et
al. 2000; MADELEINE et al. 2000; YANG et al. 2001; GUSTAFSSON et al. 2001;
PEGORARO et al. 2000, 2002). Outros autores relatam um risco de 2,5 a 8 vezes
maior em desenvolver cancer de colo do Utero em pacientes portadoras de
homozigose de arginina no codon 72, e uma piora no prognostico por ser esta
isoforma mais susceptivel a degradagdo pela E6 quando comparada com a
heterozigose arginina-prolina (ZEHBE et al. 1999; VAN DUIN et al. 2000;
DOKIANAKIS e SPANDIDOS 2000, AGORASTOS et al. 2000; SZARKA et al.
2000; KLUG et al. 2001; CALHOUN et al. 2002; SARANATH et al. 2002;

BHATTACHARYA et al. 2002).
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GODOY (2001) estudando p53 e c-erb-2 em carcinoma de mama no estadio
I notou uma correlagdo de p53 com sobrevida global e sobrevida livre de doenga
(p<0,01 em ambos). Pesquisando a expressdo de c-erb-2 observou correlagdo apenas
com diminui¢do da sobrevida livre de doenca (p=0,00001). SALINA (2001)
analisando carcinoma de mama em varios estadios notou que a presenca de
receptores de estrogénio estava associada com fatores de bom prognodstico como

estadio I, baixo grau histologico e expressio e p53.

BEJAMIN et al. (1996) relataram que em biopsias de cancer de colo de utero
com super expressdo de p53, apenas 1,7% dos casos apresentavam mutagdo na

proteina p53 quando examinada por SSCP.

No que concerne aos estudos com imunoistoquimica, os resultados sio

variados, nao havendo conclusdes significativas na literatura.

GARZETTI et al. (1996) referiram que em pacientes com expressao
aumentada de p53 em céancer de colo de tutero, haveria uma maior sensibilidade ao

tratamento com quimioterapia.

NKANO et al. (1998) relataram ndo haver diferenca no tratamento com
radioterapia nas pacientes com cancer de colo de itero com aumento da expressao
de p53. OKA et al. (2000a) demonstraram que quando o p53 € expresso em baixa
porcentagem ou mesmo ndo € expresso, aumenta a sensibilidade ao tratamento com
radioterapia, ¢ MUKHERIJEE et al. (2001) mostraram que a expressdo de pS3 em
cancer de colo de utero determina resisténcia ao tratamento com radioterapia

exclusiva.

GARZETTI et al. (1997) demonstraram que nas pacientes portadoras de

lesdes precursoras de cancer de colo do utero e que apresentam expressdo de p53 e
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auséncia de HPV, apresentam maior chance de progressdo da doenca. VECCHIONE
et al. (1994); BREMER et al. (1995); SKOPELITOU et al. (1997); FERREIRA
(1999); DIMITRAKAKIS et al. (2000); e HUANG et al. (2001) referem um
aumento na porcentagem de pacientes com super expressio de p53 conforme
aumenta o grau da lesdo intraepitelial de colo de utero até o carcinoma invasor e
conforme aumenta o estadiamento do carcinoma, enquanto KURVINEN et al.
(1996), ABD EL ALL et al. (1999) e NGAN et al. (2001) referem diminui¢do da
porcentagem de pacientes com super expressdo de p53 conforme aumenta o grau da
lesdo intraepitelial de colo de utero até o carcinoma invasor e conforme aumenta o
estadiamento do carcinoma. DELLAS et al. (1997) mostraram que apesar de p53 ser
mais expresso em carcinoma do colo do utero do que nas lesdes pré-invasivas, a

expressdo de p53 ndo se presta como fator prognastico.

UCHIYAMA et al. (1997) demonstraram que as pacientes que apresentam
adenocarcinoma do colo do ttero com super expressdo de p53 ou auséncia de HPV

tém pior prognostico na evolugdo da doenca.

OKA et al. (1993) analisaram 192 pacientes com Cancer de colo do utero no
estadio clinico 1II e relataram que a expressdo de pS3 ndo guarda relacdo com a

sobrevida das pacientes.

KAINZ et al. (1995) mostraram que em 109 pacientes com carcinoma de
utero nos estadios I e II, a expressao de pS3 ndo guarda relagdo com o estadio

clinico ou sobrevida.

BEJAMIN et al. (1996) publicaram o resultado da expressido de p53 em 132

pacientes portadoras de carcinoma do colo do utero nos estadios Ib e Ila, que
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tiveram 44% de super expressio da proteina (30% no estadio I e 14% no estadio II),

porém sem representar diferenga no prognostico.

EBARA et al. (1996) referiram que de 46 pacientes portadoras de carcinoma
do colo do utero estadio clinico IlIb, 29 apresentavam super expressdo de pS53, e
tinham uma sobrevida global em 5 anos de 52,9% com sobrevida especifica de
70,4%, o que ndo difere das pacientes sem expressdo de p53 (58,2% e 69%

respectivamente).

HUNT et al. (1996) estudaram 82 casos de carcinoma de colo do ttero nos
estadios Ib e Ila, que apresentaram em 17,1% das pacientes, expressdo de p5S3 sem

correlagdo com tipo histologico, metastase linfonodal ou sobrevida.

AVALL-LINDQVIST et al. (1997) mostraram que a expressao de p53 teve
correlagdo com o estadio clinico e com a sobrevida em analise univariada de 113
pacientes nos estadios Ib e Ila de carcinoma de colo do utero, porém esta correlagao

ndo foi encontrada na analise multivariada.

DE JONGE et al. (1999) em 93 pacientes com carcinoma de colo do ttero no
estadio Ib mostraram 50,6% de reatividade para p53; 21,7% para mdm-2; e 14,5%

para c-erb-2, sem relagcdo com sobrevida nem com metastase linfonodal.

HOVE et al. (1999) em estudo de 20 pacientes com carcinoma do colo do
utero no estadio Ib demonstraram que a pesquisa da expressao de p53 e de c-erb-2,

ndo tem valor progndstico na evolugado da doenca.

YUKI et al. (2000) mostraram que ao contrario das expressdes de bax,
caspase 1 e caspase 3, as expressdes de pS3 e bcl-2 ndo guardam correlagdo com

indice de apoptose em carcinoma de colo do utero estadio clinico IIIb apos
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radioterapia. O indice de apoptose pos-radioterapia tem correlagdo com a sobrevida

global (p=0,02).

CHEN et al. (2000) estudaram 27 pacientes com carcinoma do colo do dtero
no estadio Ib, mostrando super expressio de p53 em 33,3% dos casos, baixa
expressdo em 11,1% e auséncia de expressdo em 55,6%. Nos casos de super
expressao de p53 houve uma diminuicdo de sobrevida (p=0,0315), porém sem

significancia em analise multivariada.

HORN et al. (2001) reportaram estudo de 114 pacientes portadoras de
carcinoma de colo do utero nos estadios Ib e Ila, submetidas a cirurgia sem terapia
adjuvante, mostrando 44,4% das pacientes no estadio Ib e 71,7% no estadio Ila com
expressdo de p53, dados que mostram diferenga em sua expressdo nos diferentes
estadios (p=0,007), porém sem relagdo com metastase linfonodal ou sobrevida,

concluindo que existe relagdo na expressio de p53 com a extensio local da doenga.

Da mesma forma, BRENNA et al. (2002) em 220 pacientes com carcinoma
de colo do ttero nos estadios I, II e III mostraram expressdo de p53 em 21%, 28% e
51% das pacientes respectivamente, mostrando correlagdo com extensdo local da
doenga, porém sem peso em analise multivariada na sobrevida global, sobrevida

especifica em cada estadio.

GRAFLUND et al. (2002) referiram que na pesquisa de 172 pacientes com
carcinoma de colo do utero nos estadios I e I, 8,9% apresentavam positividade para
p53, 43,5% para bcl-2 e 25% para p21, e nenhum marcador pode predizer metastase

linfonodal ou alteragio na sobrevida.

Neste estudo notamos que de 246 casos, sendo esta a maior casuistica

estudada até o momento, apenas 8,9% das biopsias de colo do utero tiveram
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positividade para p53 em reagdo de imunoistoquimica. A evolugdo da doenca ndo
sofreu influéncia com a presenga ou auséncia de imunorreatividade para p53, ja que
ndo houve diferenga na curva de sobrevida e nas recidivas (p=0,64 e p=0,37
respectivamente). Quando analisamos a presenga de p53 nos diferentes estadios
clinicos, nio houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(p=0,388), estando presente em 9,5% de um total de 222 carcinomas no estadio Ib, e
4,2% de 24 carcinomas no estadio Ila. Também ndo houve alteragdo na expressao
de p53 em grupos com diferentes prognosticos na evolugdo da doenga, como
mostrado por FREGNANI (2002) em analise multivariada deste mesmo banco de
dados, quer seja idade menor de 35 anos (p=0,355), vigéncia de menopausa
(p=0,752), nuimero de gestagdes (p=0,431), metastase linfonodal (p=0,754), ou tipos

histologicos (p=0,287).

Assim a detec¢do de p53 por imunoistoquimica ndo se presta como fator
progndstico, o que esta de acordo com o racional deste estudo, onde mostramos que
o cancer de colo de utero se origina na infecgdo das células genitais pelo HPV, e na
vigéncia de infec¢do pelo HPV, ha produgdo de proteinas virais (E6) que levam a
degradagdo mediada pela ubiquitina da proteina p53 (notemos que em 91,1% das
biopsias ndo detectamos presenca de p53), ndo devendo mais ser encontrada nas
células que devem estar produzindo proteinas virais por incorporac¢do de partes do
genoma viral em seu proprio genoma. Diferente do que vemos na literatura, a
presengca de p53 ndo variou de acordo com o estadiamento e portanto ndo
influenciou nos resultados do tratamento do carcinoma do colo do ttero, o que deve

ocorrer nos varios estudos citados, é uma variagdo na positividade das reagoes
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imunoistoquimicas, devido a técnica empregada para a deteccao de pS3 nas pecas

estudadas.

Este raciocinio vem de encontro com estudos ja citados, nos quais detectou-
se baixa taxa de mutac¢do no gene do p53 nas pacientes portadoras de carcinoma do

colo do utero.

Como achado surpreendente ndo houve imunorreatividade para p53 nos

casos de adenocarcinoma, sem que haja algum motivo aparente para o fato.

Os estudos da importancia da presenga de pl6 no cancer de colo do utero
tiveram inicio em 1996 com KHLEIF et al. mostrando que em cancer de colo do
utero haveria um bloqueio da proteina pRb, levando a aumento da proteina de
transcricdo génica E2F1, e que esta por sua vez eleva a detec¢do de p16, que € uma
quinase dependente de ciclina (CDK). NAKAO et al. (1997) detectaram aumento da
presenga de p16 durante a indu¢@o da imortalizacdo de ceratinocitos pelos HPV16 e
18, sem alteracdo na sua expressdo apds a sua malignizagdo, mostrando que a
corrup¢ao da “cascata” pl6-pRb ocorre logo apos a infec¢do pelo HPV durante a

imortalizacao de células epiteliais.

Para mostrar se alteragdes na expressao de pl6 poderiam ocorrer por
mutagdes, KIM et al. (1998a) examinaram 57 casos de cancer de colo de ttero por
Polimerase Chain Reaction (PCR) e sequenciamento genético. Ndo detectaram
nenhuma mutagdo ou dele¢do no gene do pl6, o mesmo ocorrendo com
MUNIRAJAN et al. (1998) que encontraram 9% de mutagdes no gene do p53
enquanto nada foi detectado no gene do p16 em 93 casos de cancer de colo do utero.
SANO et al. (1998a) em 98 biopsias de colo de utero relataram que a expressdo de

pl6 € grande em lesdes intraepiteliais de alto grau e em carcinomas, enquanto a sua
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expressdo tende a ser pequena nas lesdes de baixo grau, levando a conclusdo que a

inativagio de p16 por mutagdo é pouco provavel.

SANO et al. (1998b) estudaram em 139 casos de lesdes de colo de ttero
imunoistoquimica para detec¢do de p16 e PCR para HPV, verificando que cancer €
lesdes intraepiteliais com infecgdo por HPV de alto risco tiveram grande expressao
de pl16, enquanto condilomas e lesdes intraepiteliais com HPV de baixo risco

tiveram baia expressdo de p16.

KIM et al. (1998b) estudaram CDK-I (p16 e p21) por imunoistoquimica em
46 pacientes com cancer de colo do utero, 30 com lesdes intraepiteliais, e 22
pacientes submetidas a histerectomia por doengas benignas. Notou que as
expressdes de CDK-I é menor nos casos de cancer € maior nos casos com
coilocitose. Em especial, pl6 aumentou quando se detectou a presenga de HPV

(p<0,05).

WONG et al. (1999) estudaram a hipermetilagdo do promotor do gene p16
(por PCR) ja que a inativa¢do por mutacdo ou dele¢do € pouco freqiiente. Assim
detectaram hipermetilagdo do promotor de p16 em 31% de 98 casos de cancer de
colo do utero, 20% de 49 casos de cancer de endométrio, e 4% de 49 casos de
cancer de ovario. A inativacdo do promotor de p16 nos casos de cancer de colo do
utero e de endométrio deu-se tardiamente (estadios III e IV), e houve correlagao
com sobrevida das pacientes. MCCLUSKEY et al. (1999) mostraram por
imunoistoquimica que em ovario, 33% dos casos (5 em 15) de tumor de baixo
potencial de malignidade ha hipermetilagdo do gene p16, enquanto que em 5% (2

em 37) dos casos de carcinoma de ovario ocorre a hipermetilagdo, com diferenga
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significativa (p=0,02), sendo mais acentuada nos tipos histoldégicos mucinosos

(p=0,001).

Nos ultimos dois anos a utilizagdo da imunoistoquimica para a detec¢do da
expressdao de pl6 passou a ser usada para a diferenciacdo em casos de duvida no
diagnostico de lesdes intraepiteliais. KLAES et al. (2001) detectaram em 100% dos
casos de NIC I a presenca de expressao de pl16 por imunoistoquimica (exceto NIC I
com HPV de baixo risco), em 100% de NIC II e III e em 58 de 60 casos de cancer
de colo do utero. Nao foi encontrada a expressdo de pl6 em nenhum caso de
processo inflamatorio. KEATING et al. (2001) estudaram as expressdes de Ki-67,
Ciclina E e pl6 por imunoistoquimica nos casos de NIC I, II, IIl de dificil
caracteriza¢do, metaplasia e atrofia. Os trés marcadores tiveram expressdo nas
lesdes de alto grau e em infecgdes por HPV. Tecidos normais tiveram 7,7%; 8,0% e
12% de expressdo respectivamente; lesdes de baixo grau tiveram 68,4%; 96,7% e
100% respectivamente; de alto grau 94,7%; 91,6% e 100% respectivamente, em na
presenga de HPV 82,4%; 89,5% e 91,4%, respectivamente. O valor preditivo para a

presenca de HPV, quando pesquisado p16 e Ciclina E foi de 88,7%.

VON KNEBEL DOEBERITIZ 2000, 2002, mostrou que em casos
especificos nos quais ha confusdo de diagnoéstico interobservador pode-se usar a
imunoistoquimica para plé na detecgdo de lesdes intraepiteliais e mesmo nas
progressdes para cancer. KLAES et al. (2002) pesquisaram 194 produtos de
conizagdes de colo do ttero submetidos a avaliagdo e 5 patologistas diferentes,
notaram que a discrepancia encontrada entre os seus laudos, ou mesmo as duvidas
poderiam ser solucionadas ao se utilizar imunoistoquimica junto com a avaliag¢do

anatomopatologica habitual (Hematoxilina-eosina).
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Neste estudo, a detecgdo imunoistoquimica de pl6 mostrou ndo ter variado
nos diferentes estadios clinicos, e foi de 86,5% no estadio Ib e de 83,3% no estadio
Ila (p=0,671). Nao houve também alteragdo na expressdo de pl6 em cada tipo
histolégico (p=0,069), nem quanto a presenca de metastase linfonodal (p=0,416),
nem nos demais fatores prognosticos mostrados em analise multivariada por
FREGNANI (2002) como idade menor de 35 anos (p=0,227), vigéncia de
menopausa (p=0,268), mais de quatro gestagdes (p=0,306). Nao houve alteragdo na
curva de sobrevida na presenca ou auséncia de reagdo para p16 (86,31% e 82,68%

respectivamente, p=0,4349), nem alteragdes no nimero de recidivas (p=0,813).

E de se esperar que em pacientes com agdo do virus HPV, a proteina E7
passe a interferir no estado de fosforilagao da proteina pRb, e a célula entendendo
que se trata de um sinal para a transcricdo de DNA incessante, tenda a aumentar as
proteinas responsaveis pela parada na atividade de transcri¢do. Neste estudo
pesquisamos em especial uma proteina conhecida como Inibidora da Quinase
Dependente de Ciclina (CDK-I) que € a p16. Como ja demonstrado na literatura, o
gene do p16 tem baixa incidéncia de mutacgdes ou delegdes, por isso o achado desta
proteina por imunoistoquimica corresponde ao aumento de sua produgdo na
tentativa de restabelecer o controle sobre o ciclo celular, desestruturado pela
infecgdo do HPV (em decorréncia da produgéo da proteina E7). Por estes motivos a
pesquisa por imunoistoquimica de p16 ndo tem valor prognostico no cancer de colo

do utero.

Na composi¢éo de quadro imunoistoquimico com as quatro possibilidades de

combinagdes nos resultados de p53 e p16 (ambos positivos, ambos negativos ou um
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positivo € outro negativo) vimos que a sobrevida ndo se altera em cada uma das

categorias (p=0,5999).
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6. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o presente estudo foi feito podemos concluir que:

1. Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre a expressao
imunoistoquimica de pl6 e p53 com os estadios clinicos Ib e Ila do

carcinoma do colo do utero.

2. A expressio imunoistoquimica ndo se associou significativamente com

nenhuma das varaveis clinicas e anatomopatologicas estudadas.

3. Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre a expressdo
imunoistoquimica das proteinas pl6 e p53 com o prognostico das pacientes

portadoras de cancer do colo do utero nos estadios Ib e Ila.
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ANEXOS




ANEXO 1. Estadiamento do Cancer do Colo do Utero (FIGO)

Estadio 0: Carcinoma in situ.

Estadio I: Carcinoma restrito ao colo.
la) Carcinoma pré-clinico do colo do utero. Carcinomas diagnosticados
apenas pela microscopia.
la1) Invas@o estromal menor que 3mm e extensdo menor que
7mm.
l1a2) Invaséo estromal maior que 3mm e menor que Smm, com
extensdo menor que 7mm
Ib) Lesbes macroscopicamente visiveis, ou maiores que la2.
Ib1) Lesbes menores que 4cm no seu maior eixo.
Ib2) LesbGes maiores que 4cm no seu maior eixo

Estadio ll: Tumor estendendo-se para fora do utero sem atingir a parede
pélvica ou o tergo inferior da vagina.

lla) Sem invaséo parametrial.

llb) Com invas&o parametrial.

Estadio lll: Tumor estende-se até a parede pélvica e/ou até o terco inferior
da vagina.
llla) Tumor envolvendo tergo inferior da vagina sem extensdo a parede
pélvica.
lllb) Tumor estende-se até a parede pélvica ou causa hidronefrose ou
exclusé&o renal.

Estadio IVa: Tumor invade a mucosa retal ou vesical, ou com extenséo fora

da pélvis verdadeira.

Estadio IVb: Metastase a distancia.






ANEXO 2. Ficha de coleta de dados

NOME : REGISTRO

ADMISSAO :

] T [

DADOS DEMOGRAFICOS :

B NI ..o s 35 e 0 A e RS0 P S P3N A BTS84 [

B 00R v (1) Dranca (2) negra (3) parda (4) amarela (99) ignorado..... [

4 ESTADO CIVIL .................. (1) solteira (2) casada (3) separada (4) vilva (99) ignorado..... [

5. ESCOLARIDADE............... (0) analfabeto (1) 1°completo (2 1°incompleto  (3) 2° completo.........c....covrore.. [
(4) 2 incompleto () superior comp.  (6) superior incomp. (99) ignorado

DADOS CLINICOS :

8. SINTOMAS.........oooovvn Sintomas (0) ndo (1) sim DOy Ignobade: s [
Sangramento (0) néio I —— [
Dor (0) ndo (1) SIM e e [
Secregio (0) ndo (1) SIM et [
Odor (0) n&o (IS s |
Prurido (0) néio (1) SIM e ]
Outros (0) ndio T —— [

QUAL (outros)...........ccceveueee [

7. DURAGAO DOS SINTOMAS (IBSES).... s (99) igNOrado...........ovor. |

8. MENARCA (IAGE)........or oo et (99) igNOrado. ... [

9. MENOPAUSA (idade)...........cocovvvveericrrcenae. (0) se ainda no menacme (90) Ighobado . s [

10. PRIMEIRA RELAGAO (IBAE).........oc oot seeseess e (99) IgNOFado. ..o [

11. PARCEIROS (NMEXO).......r.croeeo e (100) incontaveis (99) IgNOFado. ..o [

12, GESTAGOES (NUMETO)..........oooooovoeeroeecosse oo sees e (99) ignorado.................eceeerememen.

13 PRI S TUOVVEION: v s smvesmonnsissics b s s s BSOS A 5 SR (99) ignorado............ccocoevrrreennn. [

14, ABORTOS (MMETO).......-.oo et oo s er et e (99) IgNOFado........o.ccooceer e [

15. ANTICONCEPCIONAL ORAL.............ccoooeeeee. (0) N0 (1)sim : atual  (2) sim: passado  (99) ignorado................... |

16. ETILISMO ... (O) NBO. (1) sim:atual (2 sim: passado  (99) ignorado................. [

17. TABAGISMO......ooooecereeecee e s (0) ndo (1)sim:atual  (2) sim:passado  (99) ignorado.................. [

]admisséo

]idade
Jcor
Jcivil

] escola

] sintomas
] sangue
]dor

] secregéo
] odor

] prurido
Joutro

] qual

] duragéo
] menarca
] menopa
1 prim_rel
] num_par
Jgesta
]parto
]aborto
]aco

] alcool

] tabaco



18 PESO N0 PrE-ODEIATOND: RO, s cvumsivasiansisiers iasminss s so5a3vasa so$5as 53554 5 B35 v b s smsi {99) IgNOrado........coveceerseresnassessnes [ ] peso

19. ALTURA no pré-operatorio (M) ..........ccoooiiii i secvce e nsissesssasssessssssssssiseseesss (39) IGAOTBAO. . ocvtverrcirenserveicrnnnins | ] altura
20. DATA DO HEMOGRAMA ...t iecece e e e ceee s e ssses s seses e s s es e essee s am e sessees e s s esan e ressess o ees canens s smresne oo [ ] hmg_data
21 HEMOGLOBINA (%) v-vreree oo s e eesees s e st et (99) ignorado................[ ]hb
22 LEUCOCITOS (M%) 1ooeeeeeeoeveeereceeeeressmeeeeeesscenenessssseesssssssmesnesessnenesssssneensssssssssssssneesssssssnnsee (99) IGNOFAAO. v vevreeeen. [ ]leuco
2 NETROFIEOS ) oo mmisscossissomsm s o e s (D) IO v ] neutro
O BT Yo 445 eSS e 5 .(99) ignorado.d............ [ ] bastéio
25 BOBINOPILOS ) oot s s S S v (99) ignorado.................... [ ] eosino
26. LINFOCITOS (B6)...cc . rvvve wenvvereassssseesesesissssssssesssssesssssssess s ssessesessssesessssos s ssssssse s (99) ignorado.................... [ ]linfocto
27. LINFOCITOS ATIPICOS (%0).........vvveseesresreesvesesssssssssssessossssssesesessssssssssssssssssssssesssssiossen (99) ignorado....................[ ] atipico
28, MONOCITOS (%) ..o oo eeoeeoee ettt s (99) ignorado................[ ] monocito
20, BASOFILOS PB)ciisisiisistiniissstisciionsibissaditisstssidsissimsosseissssiuissivictaadisssaessovicse {00) NONOPBOL. iz ] basdfilo
;- PLAQUETAS i e i i i e (99) ignorado....................[ ] plaqueta
DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO :
S DACHOSTICOPOR .o (1) biépsia (2) cone (99) IGNOFado. ..o [ ] diagnost
32. ESTADIAMENTO (FIGO).......ooorvvrvveneeeeiinns woveisssiens cennne (1) 1B (2) 2A e | ] estadio
TRATAMENTO :
33. DATA DA CIRURGIA (NiStErCOMIA)...........oouorrereversoeesisnssesessiesssessesssss s seecessss s sessss s sesssssssssssssssss s seesssssneees | ] cirur_dt
34: TIPO: DE HISTERECTOMIA ... cocssummsomssmsmimsssssmasiss (1) nivel 1 (2) nivel 2 RPINEE S, o e [ ] histere
35. PRESERVAGAO DO OVARIO ........coooorrocrcocerirscnnne (0) néo (1) esquerdo  (2) direito (3)ambos .........[ preserva
38, TEMPO CIRURGICO IMINUDS) oo s T [ Jcir_temp
37. TRANSFUSAQ PRE-OPERATORIA (VOIUME = M) ..o esvcenr s oeees e sesse s st sesesces s e scnns e [ ] tran_pré
38. TRANSFUSAO INTRA-OPERATORIA (VOIUME = MI) ...coccr e st [ ]tran_op
39. LINFONODOS PELVICOS (na Girurgia)...................... (0) sem evidencia de MEtASIASE............o.ccoovcooesoeeecccrees oo [ ]In_pelve
(1) metastase macroscopica ressecavel
(2) metéastase macroscopica iressecavel (99) ignorado
40. LINFONODOS PARA-AORTICOS (na cirurgia)................ (0) sem evidéncia de Metastase................ccoocouevirmeuceivirnnsccsiisssssceinnnas [ ]In_aorta
(1) metastase macroscopica ressecavel
(2) metastase macroscopica iressecavel (99) ignorado
41. BRAQUITERAPIA POS-OPERATORIA..........ocoosccoreen. (0) néo (1) LDR @) HDR.coooree [ ] braqui
DOSE DE BRAQUITERAPIA (CBY).... oo ieressseecees [ ] dose_bra
DATADEINICIO <.ccicncsssiacsiannia - Jini_braq
DATA DE TERMINO....cccc..cinsissinimssiiassmsiusisssmsinisisass e [ ] fim_braq

42 TELETERAPIA POS-OPERATORIA............ccoooece....... (0) NBO (1) SIMereeeoeeeees s | 1tele



DOSE DE TELETERAPIA (6BY).....ovovoerocrcorcorcors oo [
DATADEINICIO.... oo e [
DATA DE TERMINO......ooooo oo [
DADOS ANATOMO-PATOLOGICOS :
U KA U IO BRI oo e seesaa ]

44, TIPO HISTOLOGICO..............occc.......... (1) epidermoide
(4) indiferenciado

A5 GRAU BISTOUOGIO: cisiniasssssasinnsisssinsiosssus sttt i s 5o ase e i

(2) adenocarcinoma
(9) outros

(3) adenoescamoso............cceee. |
(99) ignorado

.. (99) ignorado..........ccooccovncvcnnn. [

46, GRAL NUCLEAR . .coiiinvsnsissinipinimsisiiisromsisssinsipississes rsommasssrmssthssssgmmssmsssrsasssssams sasssmssrssesme (99) ignorado...........c.cocverveereirmen [
47, INDICE MITOTICO....ccooevereesereeeseseessssmssssmesssesses s (99) ignorado..............cccccuuece [
48. INVASAQ LINFOVASCULAR......................(0) ausente (1) presente (99) ignorado..............ccceuriserearnes [
49. INVASAO PERINEURAL..............ccccc...o.... (0) @USENtE (1) presente (99) ignorado............ooorvcvveremrnrninns [
50. INFILTRADO INFLAMATORIO.................... (0) ndo (1) leve (2) moderado...........cccocccueriiicrnnns [
(no tumor) (3) intenso (8) sim (SE) (99) ignorado
51. DESMOPLASIA <.....ooroeooeor oo (0) ndo (1) leve (2) moderada..............oooocoocomerene [
(no tumor) (3) intensa (9) sim (SE) (99) ignorado
B NECROSE s ss s A 19 (1) leve (2) moderada..............cooocoorrucre. |
(no tumor) (3) intensa (9) sim (SE) (99) ignorado
53. COILOCITOSE / HPV (no tumor)................. (0) ndo (1) sim (99) ignorado............coeeereriaren [
54 ASPECTODO TUMOR ..........ccoccc..... (1) exofitico (2) ulcerado (3) ambos (99) ignorado.....
55. LOCALIZAGAO DO TUMOR ............. (1) ectocénvix (2) endocérvix (3) ambos (99) ignorado..... |
56. TAMANHO DO TUMOR 1§ (0M)c00i0rsssisuenssrsessossessssssinsusseinss s esssonssifesineasisissssssassaainsiess (99) ignorado.......cccowvvvuverrevnnennne [
57. TAMANHO DO TUMOR 2.................... (1)até 7 mm (2) mais doque 7 mm  (99)ignorado..........ccc.oeeeeveeeenn [
58: PROEUNDIDADE: 10 socmnimmis e i st v s (o o e sosob vt (99) ignorado. ... [
59. PROFUNDIDADE 2............cocccoo.(1) <5 mm (2)5mm L T
60. PROFUNDIDADE 3..........covceveveenenn. (1) 113 externo (2) 1/3 médio (3) 1/3internO....c.cceeveeens [
61. PARAMETRIO (invas&o)..................... (0) livre (1) unilateral (2)bilateral ~ (99) ignorado......[
62. CORPO UTERINO (invaséo)................ (0) ausente (1) presente Q9 ighorado......cuaiaian|
63. MIOMETRIO (inVasao)...............oo........ (0) ausente (1) presente (99) ignorado...... ....ccccocowvrrvcervcccnn. |
64. ENDOMETRIO (invas&o)..................... (0) ausente (1) presente (99) igNOFadO........v. oo [
65. VAGINA. (comprometimento)................ (O)ausente (1) invasivo (2)insitu (9) sem especif (99)ignorado.............cccoverenn |
66. MARGENS CIRURGICAS.................... (0) lires (1) comprometidas (99) ignorado...........ccocoveremanneiinne [
67 LINFONODO S POSTTIVIOS (PMTUE) 55050530800 rmaesinisisasis s s s 4448 o4 o5 v s 0 35 S 5 [
68, LINFONODOS DISSECADO'S {TMBION:. .0tk tasibis s s oo ik ot i et bboss st deasinsnnt [

] dose_tel
Jini _tele

] fim_tele

] num_ap

] histolog

] grau_his
]grau_nuc
] mitose
]linfvasc

] neural

]inflama

]desmopla

] necrose

] coilocit

| macro_ap
]local
]taman_1
] taman_2
] prof_1
]prof_2
1prof_3

] parametr
]compo

] miome

] endome
]vagina

] margem
1In_pos

] In_total



69. LATERALIDADE LINF. POSITIVOS............ (1) unilateral (2) bilateral (99) ignorado.............cooeermecceecnns |
70. TRANSPOSIGAO CAPSULAR.................... (0) néo (1) sim (99) ignorado.............ccammmmminnnes [
RECIDIVA :
T RECIDIVA.........ooieiereeieieieerrs e (0) néo (1) sim (99) ignorado.............cccoeurrrnrnns [
72. PADRAO HISTOLOGICO (recidiva)....................(0) sem AP (1) invasivo (2) in situ (3)ambos.............. [
(9) Ca sem especificagéo (99) ignorado
73. PADRAO DA RECIDIVA...........ooovoovevveeereee <o (1) PEIViCO (2) a distancia (3) ambos (99) ignorado......... [
T4 LOCAL DERECIDIVAL. ... ccvnvonsmmasmsmpmaipesssns (1) vagina (11) linfonodo para-adrtico.............cco.ocuieurecieeiiciie [
(2) paramétrio (12) linfonodo supraclavicular [
(3) reto (13) pulmao [
(4) bexiga (14) cérebro [
(5) pélvico lateral  (15) figado
(6) pélvico central ~ (16) osso
(7) linfonodo pélvico (17) pele
(9) pélvico SE (18) mediastino
(19) linfonodo inguinal
(20) fundo de saco de Douglas
(21) peritonio
(39) distante SE
75. DATA DA RECIDIVA LOGAL ... oo et eessereeeesscessersessseessassss s o s s e st s ssss ettt sess s snens [
76. DATA DARECIDIVA A DISTANCIA. ..o ssssssssssssss s sssssssessssessssessssssssssssssssssssssses [
TRATAMENTO DA RECIDIVA :
77. TRATAMENTO (na recidiva).................co...... (1) RXT (2) cirurgia (3) RXT +cirurgia........... [
4 Qr B)RXT +QT (6) Cirurgia + QT
(7) Cirurgia + RXT +QT
78. TELETERAPIA (narecidiva)...............cccoecee. (0) ngo DO o cconvenismmemey s o e R VA AT
DOSE DE TELETERAPIA (CBY). cuuiuvucvivunsisimsmissinirssmasssinmsiadinminiss [
DATA DEINICID. ;oo ssnimsinssianninnnmsimiim [
DATA BE TERMING...... o it [
79. BRAQUITERAPIA (narecidiva)...................... (0) néo (1) LDR (QHDR......cceoivev, [
DOSE DE BRAQUITERAPIA (CGBY).....cooveeienieieie et [
DATADEINIGIO o [
DATADETERMING .. covvasansmmammosstosisiss s [
SEGUIMENTO :
80. ULTIMANOTICIA......oooooe oo (0) vivo sem cancer (1) VIV COM CANCET ......cooveeeeeeeeeccere. |
(10) morte por cancer (12) morte por outra causa
(99) perdido de vista

81. DATA DA ULTIMA NOTICIA

1n_bilat

] cépsula

] recidiva

] hist_rec

]pad_rec

]local_dt

]dist_dt

| trat_rec

]tele_rec
]ds_t_rec
]ini_t_re
]fim_t re
]bra_rec
]ds_b_rec
]ini_b_re

1fim_b_re

] status

] status_d
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