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CORRELAGAO DE FATORES CLINICOS E PROGNOSTICOS, COM A
EXPRESSAO DA PROTEINA P53, NO CARCINOMA INVASOR DE COLO
UTERINO

CORRELATION OF CLINICAL AND PROGNOSTIC FACTORS, WHIT THE
PS3PROTEIN EXPRESSION IN INVASIVE CERVICAL CARCINOMA

Resumo
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pacientes com idade da coitarca entre 15 e 20 anos. Os dados
obtidos permitem associar o estadio Il da doenca e a idade da
coitarca com a expressao positiva da proteina p53 no cancer de
colo uterino invasor. Esses co-fatores mostraram-se
estatisticamente significativos pelo teste exato de Fisher e néo
houve associacdo da proteina com outros co-fatores analisados e
progndsticos. O valor prognostico da p53 em céancer cervical tem
sido examinado concluindo-se que a p53 esta associada a
progndstico desfavoravel.

Palavras-chave: Neoplasias do Colo do Utero. Genes p53. Genes
Supressores de Tumor. Histoquimica.

Abstract

The analysis of p53 protein in cervical carcinoma correlated with
clinical and prognostic factors was performed in a retrospective
study with p53 expression detection by immunohistochemical
technique. 120 slides of patients with squamous cell cancer at the
Gynecologic Oncology Clinic and stored in the Department of
Pathological Anatom at the School of Medicine of Botucatu were
used. Age, ethnicity, parity, smoking habit, oral contraceptive use,
age at first intercourse, histology, stage, treatment, and follow-up
were the cofactors associated with p53 positivity. Fisher's exact
tests were carried out to analyze associations between p53 and
variables, with p < 0.05 as the significant level. The study revealed
a 43.3% frequency of patients with stage Il disease and p53
positive rate with p = 0.001, and 64.2% frequency with p = 0.024 of
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patients whose first intercourse occurred between the ages of 15
and 20. These findings show the correlation between stage Il
disease and age at fir

st intercourse with p53 positive in invasive cervical cancer. Fisher's
exact test revelead these cofactors to be statistically significant and
there was no association between the protein p53 with others
prognostic and analyzed cofactors. The prognostic value of p53 in
cervical cancer had been examined, with the conclusion that p53 is
correlated to unfavorable prognosis.

Key words: Uterine Cervical Neoplasms; Genes, p53; Genes;
Tumor Suppressor Histochemistry.

Introducéao

A neoplasia de colo uterino ou cancer cervical tem sido objeto de estudo
frequente no meio médico cientifico, devido a alta mortalidade na mulher e
mesmo em face de métodos preventivos promovidos por campanhas e
dispondo de moderna tecnologia é considerado um problema de saude publica.

O cancer cervical é a segunda neoplasia maligna mais comum na
mulher. A cada ano, registram-se cerca de 500.000 casos novos no mundo.
Nas ultimas décadas, sua ocorréncia tem aumentado em todas as racas,
exceto a branca. A sobrevida é maior que cinco anos em 49% das mulheres
afetadas em paises em desenvolvimento, com maior incidéncia em mulheres
multiparas na perimenopausa e em mulheres na faixa etaria de 20 a 29 anos. A
maior incidéncia de cancer cervical encontra-se no grupo de mulheres entre 45
e 49 anos.™?

A neoplasia cervical e suas lesGes precursoras sao provenientes de dois
tipos de ePitéIio: escamoso e glandular, sendo mais frequente no epitélio
escamoso.®

O adenocarcinoma de colo uterino ou carcinoma glandular mostra uma
associacdo mais frequente com o0 uso de anticoncepcionais orais que o
escamoso, também conhecido como carcinoma epiderméide. O tabagismo é
um conhecido fator de risco para cancer cervical. Estudos demonstram sua
associacado com lesdes intraepiteliais (SIL) de alto grau em razao da acéo direta
de metabdlitos da nicotina no muco cervical ©®

A associacao dessa neoplasia com o Papova Virus Humano (HPV) de
alto risco tem sido bem documentada. Virus de transmisséo sexual, o HPV é
considerado agente causal das neoplasias de colo uterino e pode ser detectado
com técnicas de hibridizacdo molecular na cérvix uterina.

O desenvolvimento do cancer envolve uma sucessdo de eventos
regulados por padrdes genéticos preestabelecidos.® As funcdes celulares
tornam-se desordenadas, resultando na expressdo exagerada de proteinas
responsaveis pela proliferacdo celular, como a p53, cuja fungéo é controlar o
ciclo celular, a transcricdo do gene e o reparo do DNA.© 78
O gene p53, supressor de tumor, pode apresentar-se inativado ou mutado.®

A proteina p53 encontra-se mutada em varios tipos de tumores. O tipo
selvagem da p53 (TP53) é mais frequentemente encontrado nos tumores
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iniciais do colo uterino.® Os métodos mais utilizados para detectar mutacdes
da p53 sdo a imunoistoquimica (IH) e os métodos de reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR).®V

A imunoistoquimica € um método préatico na deteccdo da expressdo da
p53 em lesdes pré-cancerosas e carcinomas. Permite precisar a localizacao e
identificar células com alteracdes da p53, contudo ndo pode detectar a perda
completa da p53 ou mutacfes pequenas. A mutacdo do TP53 leva ao acumulo
de proteina no nucleo celular, e esta alteragcdo aumenta a meia vida dessa
proteina, o que permite sua deteccdo pelo método.*?*® A superexpressédo da
proteina p53 mutada encontrada no nucleo das células neoplasicas pode ser
detectada por imunoistoquimica em amostras teciduais congeladas ou
parafinadas.®?

Apesar da associacao frequente do HPV com o céancer cervical, nos
casos HPV positivo, ndo existem mutacdes frequentes da p53."> A mutacéo é
mais frequente em tumores HPV negativos do que em tumores HPV positivos.
Para a formacdo do tumor, procede que a p53 deve ser inativada ou por
interacdo de proteinas virais ou por mutacdo. Uma pequena proporcao de
cancer cervical ndo contém HPV detectavel.*® 7 8 As mutaces da p53 séo
importantes para estabelecer relacbes de causa e efeito em exposicdo a
doenca e para “screening” da populagao exposta antes do inicio do cancer.®

A mutacdo da p53 ocorre em estadios clinicos precoces do processo
neoplasico em alguns tipos de cancer, mas a fracdo dos tumores com gene
alterado é maior em estadios mais avancados do tumor.?

O valor prognostico da p53 em cancer cervical tem sido examinado, e a
conclusdo que se tem, até agora,®?? é que a superexpressdo da p53 esta
associada a um prognostico desfavoravel. Existem agentes que restauram ou
mimetizam a funcdo da p53 e que estdo predispostos a ter uma potente
atividade antitumoral, estes ainda encontram-se em estudo.

Na América do Norte, quase 60% dos casos de neoplasia cervical
uterina séo diagnosticados no estadio I; 25% no estadio Il; 10% no estadio llI; e
5% no estadio IV. Em paises menos desenvolvidos, a maioria € diagnosticada
no terceiro ou quarto estadios. Para lesdes menores (estadios IA e IB1), a
classificacdo é feita em biopsia cOnica. O tratamento do carcinoma invasor do
colo uterino, nos estadios IB e IIA, de acordo com a Federacao Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO), pode ser cirurgico, por histerectomia radical
com linfadenectomia pélvica, radioterapia primaria ou quimioirradiagdo. Tais
opcOes apresentam taxas de sobrevida em cinco anos, variando de 87 a 92%
em paises desenvolvidos. O exame histopatolégico da peca cirdrgica €
importante para estabelecimento do tipo histoldgico, estadio, progndstico e
tratamento da doenga.m) O prognoéstico da paciente com cancer de colo uterino
depende de fatores, como idade, estadiamento, tipo histologico e grau de
diferenciacao do tumor.

Este estudo objetivou avaliar a correlacdo da expressao da proteina p53
com fatores clinicos e progndsticos em pacientes com carcinoma invasor de
colo uterino.
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Objetivo

Avaliar a correlacdo da expresséo da proteina p53 com fatores clinicos e
prognosticos em pacientes com carcinoma invasor de colo uterino.

Métodos

Este é um trabalho retrospectivo realizado com 120 mulheres portadoras
de carcinoma epidermoide invasivo, tratadas no Setor de Oncologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina, da Universidade Estadual de S&o
Paulo (UNESP), Campus de Botucatu, durante o periodo de 1985 a 2000. Para
este trabalho, foram utilizadas as laminas dos estudos anatomopatolégicos,
fornecidas pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
UNESP, campus de Botucatu, e o estudo imunoistoquimico realizado nesse
departamento. Excluiram-se as laminas e os prontuarios das pacientes com
diagndstico de adenocarcinoma de colo uterino.

O preenchimento dos questionarios foi realizado com base na andlise
dos prontuérios para a coleta dos dados. Foram estudados os seguintes dados
relativos as pacientes: idade, raca, paridade, coitarca, tabagismo, uso de
anticoncepcionais orais, classificagdo citologica, estadio e expressdo da
proteina p53. Os dados clinicos avaliados foram: idade, cor, paridade, uso de
contraceptivos orais, tabagismo, coitarca, grau de diferenciacao histologica do
tumor, tratamento realizado e follow-up (seguimento).

No presente estudo, utilizou-se a técnica imunohistoquimica, para a
pesquisa da proteina p53 e o complexo avidinina-biotina-peroxidase (ABC) com
modificacdes,®® com o auxilio do método de recuperacéo antigénica pelo forno
de microondas, como descrito a seguir.

Os tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina foram cortados
com 3 micra de espessura e mostrados em laminas de vidro previamente
preparadas com o adesivo poli-D-esiva (Segma Chenical Corporation, P-7886,
Saint Louis, MO, EVA) para evitar o descolamento dos cortes durante a
imunocoloragdo. Em seguida, os cortes foram desparafinizados em xilol por 5
minutos (3 banhos), hidratados em alcool etilico absoluto (4 banhos) e lavados
com solucéo salina tamponada (SST) em p47,4 por 5 minutos. Posteriormente,
os cortes forma testados com peréxido de hidrogénio (H202) a 3% diluido em
SST por 5 minutos para bloqueio da peroxidase endogena.

Utilizou-se o método de recuperacdo de epitopos pelo calor (SST de
citrato com p4 6,4 por 15 minutos em forno de microondas caseiro SHARP,
modelo Interactive Touch On a 900 Watts para a pesquisa da proteina p53. Em
seguida, os cortes foram incisados com anti corpo primario anti p53 na diluicéo
1:500 em média por 16 horas, incluindo o periodo noturno. No dia seguinte,
apos lavagem em SST, os cortes foram incubados com anticorpo secundario
biotinilado anti camundongo, na diluicdo de 1:160 para o anticorpo (Vector,
USA). A seguir, realizou-se incubacéao por 45 minutos com complexo ABC na
proporcao de 1 gota do reagente A (Avidina) e uma do reagente B (biotina
ligada a peroxidase) na diluicdo de 5ml de solucdo TRIS. Para visualizacdo da
reacao, os cortes foram tratados com solucao de DAB (3-3) — tetrahidrocloreto
de diaminabenzidina na concentracdo de 1 mg/ml de solugcdo tampéo de TRIS
e solucao de peroxido de hidrogénio (H202) por 5 minutos. Os cortes foram
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entdo contracorados com hematoxilina de Harris por 20 segundos. Todos os
passos da reacdo imunohistoquimica foram realizados a temperatura ambiente,
com excecao da incubacdo no forno de microondas. Entre cada passo da
reacdo, as laminas foram lavadas varias vezes com SST (pH = 7,4).

A reacdao foi considerada positiva quando a imunorreatividade em padréo
nuclear esteve presente.

Os cortes histologicos de cancer de colo uterino invasor foram avaliados
pelo examinador por microscopio optico com 200 vezes de aumento. Para o
marcador pesquisado, foi feita andalise semiquantitativa apds a
imunoistoquimica. Os resultados da expresséao protéica foram registrados como
positivos ou negativos. Quando positivos, a expressao protéica foi graduada 1+
a 4 +, o que corresponde aos graus de 1 a 4, tendo por base analises
encontradas em estudos anteriores. %

Sendo assim considerada: +/4+: expressdo da proteina em menos de
10% das células; ++/4+. expressdo da proteina em 11-25% das células;
+++/4+: expressdo da proteina em 26-50% das células; ++++/4+: expressdo da
proteina em mais de 50% das células.

A quantificacé@o foi realizada pelo estudo de, pelo menos, 1.000 células
em 10 campos com 200 vezes de aumento.

A analise estatistica foi apresentada em tabelas de frequéncia das
variaveis e foram realizados testes de Fisher para examinar associacfes entre
os co-fatores e a expressao da proteina p53. Consideraram-se estatisticamente
significativos os resultados cujos valores da p53 foram inferiores a 0,05. 24 %)

Para a realizacdo deste estudo foi necessaria a aprovagao pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina, da Universidade Estadual de
Séao Paulo (UNESP), Campus de Botucatu, obedecendo todas as normas deste
comité, incluindo o Termo de Consentimento Livre Esclarecido previamente
assinado pelas pacientes envolvidas no estudo. Protocolo de aprovacéo:
351/2007-CEP em 03/09/2007.

Resultados

A analise dos dados encontrados em nosso estudo nos mostrou a média
de idade das mulheres com céancer epiderméide de 46,5 anos com uma
frequéncia de 52,5%. A idade mais precoce de diagnostico da neoplasia
ocorreu na faixa etaria de 20-30 anos. O p53 esteve positivo mais
frequentemente na faixa etaria de 40 a 49 anos (46,67%), porém sem
correlacao estatistica significativa (p>0,10) (Tabela 1).

Quanto a etnia, obtivemos uma maior frequiéncia da positividade da p53
em pacientes brancas (71,67%), mulatas (10,83%) e negras (6,67%). A analise
demonstrou ndo haver associacdo estatistica significativa entre a p53 e etnia
com o p>0,10 (Tabela 1).

A Andlise dos dados mostrou-nos que no fator paridade associado ao
cancer de colo uterino, houve uma frequéncia da doenca em 64,2 % das
multiparas analisadas com uma positividade de 56,67% da expressdo da p53
(p>0,10). Nao se encontrou associacdo estatistica entre multiparidade e a
expressao da p53 (Tabela 1).

50 Schaffer, LTH et al.



Quanto a associacao entre a p53 e a idade da coitarca, a faixa etaria em
que a p53 teve expressao positiva foi entre 15 a 19 anos, (p = 0,024),
demonstrando haver associacéo estatistica significativa entre a p53 e idade da
coitarca (Tabela 1, Gréfico 1).

Na andlise da correlacdo entre mulheres tabagistas e a expressao da
p53, observou-se que a expressao foi positiva em 36,7% dessas mulheres,
com o p > 0,10. Nao se obteve correlacao significativa entre a p53 e o uso de
tabaco (Tabela 1).

Em pacientes usuarias de anticoncepcional oral a expressao da p53 foi
positiva em 53,3% das mulheres que nao utilizavam anticoncepcional e em
35,8% das mulheres que utilizavam esse método (Tabela 1). Do ponto de vista
estatistico, ndo obtivemos correlacdo entre p53 e uso de anticoncepcional oral
(p > 0,10).

A diferenciagdo histolégica dos tumores foi classificada em: bem
diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado, com
expresséo positiva da p53 de 23,33%; 43,33% e 22,50% respectivamente, com
o p > 0,10. Demonstrando ndo haver associacdo entre a diferenciacao
histolégica e a expressdo da proteina, ndo houve, portanto, diferenca
estatistica significativa (Tabela 1).

Referente ao estadiamento proposto pela FIGO, nosso estudo mostrou o
percentual de positividade da p53 de 25,83% no estadio I; 43,3% no estadio lI;
15,3% no estadio Ill e 4,17 % no estadio IV da doenca. Desse modo, o
percentual de positividade da p 53 foi maior nas pacientes que estavam no
estadio Il (p = 0,001). Essa associacédo foi estatisticamente significativa, o que
pode ser visualizado no Grafico 2 e Tabela 1.

A radioterapia exclusiva foi o tratamento mais utilizado (52,5%) devido
ao estadio da doenca, seguido do cirtrgico, pela técnica de Wertheim Meigs
(24,2%) (Tabela 1).

Quanto ao seguimento, neste estudo foi possivel concluir que o maior
tempo de seguimento em pacientes com expressao da p53 positivas foi de 1 a
5 anos; correspondendo a 43,3% das pacientes. Ndo se observou, assim,
associacao estatistica significativa entre tempo de seguimento e positividade
da p53 (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo de frequéncias relativas dos dados clinicos estudados nas
pacientes com expressédo da p53.

ASPECTO CLINICO PERCENTUAL (%)
Idade — 40 a 49 anos 52,5
Etnia — Branca 82,5
Paridade — Multipara 64,2
Idade da Coitarca — 15 a 20 anos 68,3
Tabagismo — N&o 60,8
Anticoncepcional oral — Nao 59,2
Histologia — Moderadamente diferenciado 49,2
Estadio (Figo, 1994) — grau |l 44,2
Tratamento — Radioterapia 52,5
Seguimento — acima de 10 anos 74,3
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Grafico 1 - Distribuicdo quanto a associacdo da p53 e a idade da coitarca.
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Gréfico 2 - Distribuicdo quanto a associacao da p53 e estadio.

Discussao

A deteccdo de anormalidades da p53 pode ter implicacdes diagnosticas,
prognosticas e terapéuticas no cancer do colo uterino. Existe um sinergismo
dos fatores de risco ditos como classicos para cancer cervical, entre eles a
perda da funcdo do gene supressor de tumor, p53, o qual se encontra inativado
ou mutado. A identificagcdo de mutacdes da p53 nos tumores pode tornar-se um
importante fator nas decisdes de tratamento. Neste estudo a imunoistoquimica
foi utilizada por ser este um método préatico na deteccédo da expresséo da p53
em lesdes pré-cancerosas e carcinomas.

Neste estudo, encontrou-se a média de idade de 46,5 anos, indicando
uma idade mais precoce de diagndstico da neoplasia. A expressao positiva da
p53 foi mais frequente na faixa etaria de 40 a 50 anos, porém sem correlacao
estatistica significativa.
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Varias estatisticas apontam maior nimero de casos de cancer cervical
uterino nas populacbes negras e latino-americanas que vivem no territério
norte-americano.®” Este estudo mostrou maior incidéncia em pacientes
brancas (82,5%) em relagdo as mulatas (10,8%) e a negra (8,0%), talvez
explicada pela realidade socioeconémica nos diferentes grupos étnicos. Porém
sem diferenca estatistica significativa de positividade da p53 em relacdo a cor.

A mulher multipara € considerada como paciente tipica para desenvolver
o cancer cervical.*? A multiparidade tem sido relatada na literatura por estar
muito associada ao cancer de colo uterino, o que foi confirmado neste estudo,
cujo resultado mostrou uma frequéncia de 77,0% de cancer em multiparas
(acima de trés filhos), sem, no entanto, haver associacdo estatistica
significativa com a positividade da proteina p53.

Héa evidéncias indiretas de que os contraceptivos hormonais promovem
infecgcdo pelo HPV e, consequentemente, cancer cervical. Dois estudos de
caso-controle da relacdo entre largo uso de anticoncepcional oral e cancer
cervical demonstraram aumento de 2,0% no risco da neoplasia.*”” Do ponto de
vista estatistico, ndo se obteve correlacdo entre a expressdo da p53 e uso de
anticoncepcional oral.

Em mulheres tabagistas, a nicotina tem sido encontrada no muco
cervical dessas mulheres em concentragbes mais altas do que no plasma.
Esses metabdlitos ndo sao carcinogénicos por si préprios, mas diminuem o0s
mecanismos de defesa locais, tais como as células de Langerhans. Estudos de
caso-controle demonstraram aumento aproximado de 2,0% no risco de cancer
cervical por fumantes.?) No nosso estudo, ndo houve correlacéo significativa
guanto a presenca da p53 positivo e tabagismo.

O sistema de estadiamento proposto pela FIGO espelha nitidamente a
evolugdo da doenca e representa a melhor maneira para avaliar o fator
progndstico para o cancer cervical.?” Este estudo mostrou um percentual de
43,3% das mulheres em estadio Il da doenca. Puderam-se observar
correlacdes estatisticamente significativas entre a p53 positiva e estadiamento.

Além do estadiamento, outros fatores sdo apontados como importantes
na avaliacdo prognostica. A gradacao histolégica tem significacdo controversa
no prognaostico. A gradacgao histologica do carcinoma epidermoide baseia-se na
quantidade de ceratinizagdo, pleomorfismo e atividade mitética das células e
permite que seja classificado em bem diferenciado, moderadamente
diferenciado e pouco diferenciado.

Outros estudos encontraram maior frequéncia de metastases em
linfonodos pélvicos e ébito em pacientes com tumores bem diferenciados, em
comparagdo com os poucos diferenciados. Evidenciaram, assim, que o indice
de metéstase em linfonodos pélvicos aumenta com a diferenciagdo. Pacientes
com carcinoma cervical estadio 1B, encontraram sobrevida de 5 anos em 95,0
% das pacientes com tumores bem diferenciados e 82,0% naquelas com
tumores pouco diferenciados.®”

Quanto a histologia, observou-se, neste estudo, predominio do tipo
moderadamente diferenciado (49,2%). N&o houve correlacdo estatistica
significativa entre a p53 positiva e grau de diferenciagéo do tumor.

A analise da sobrevida das pacientes ndo foi realizada porque varios
seguimentos foram perdidos por motivos diversos. Porém, foi possivel concluir
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gue as pacientes em estadios de cancer mais avancados tiveram um tempo de
seguimento menor.

Apés o diagnostico de cancer cervical invasivo ser estabelecido, a
questdo é como melhor tratar a paciente. As medidas terapéuticas especificas
sdo geralmente guiadas pela idade, estado geral da paciente, extensdo do
cancer, presenca e natureza de qualquer anormalidade que complique.®)

A radioterapia, exclusiva neste estudo, foi a terapéutica mais utilizada
(52,5%) em razdo do diagnédstico da doenca em estadios mais avancados,
seguida da cirurgia de Wertheim Meigs (24,2%). Tais dados ndo foram
correlacionados a positividade da p53.

A expressao alterada da p53 foi demonstrada, em nosso estudo em
89,2% das pacientes, por meio do método de imunoistoquimica, que, segundo
a literatura, detecta a p53 mutante em razdo da sua meia vida mais prolongada.
A expressao da p53 foi negativa em 10,8% dos casos. Segundo a literatura, a
imunoistoquimica pode indicar o estado da p53 tipo selvagem, ou seja, p53
com funcdo normal ou p53 inativada, resultado da acé&o de oncogenes virais.

Muitos estudos examinam o valor prognéstico de mutacdes da p53 em
uma variedade de cancer. Esses dados concluem que tumores com mutacdes
da p53 sao piores do que aqueles sem mutacfes da p53, em termos de
sobrevida total da paciente, livre da doenca.

Conclusdes

Este estudo permite concluir que a expressdo positiva da p53 esta
associada a um progndstico pouco favoravel em pacientes com cancer invasivo
de colo de utero, pois o estadio em que a doenca encontrou uma maior
frequéncia dessa expressao foi o estadio Il segundo a classificacdo da FIGO.
Entre os co-fatores analisados, o estadiamento e a coitarca tiveram associagao
significativa com a expressao positiva da p53. As formas de tratamento n&o se
evidenciaram como fator progndstico quando relacionadas com a expressao da
pS53.
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