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p53

Rb

1waf1 cip1

p2
p16
p27

c-myc

bax
bcl-2
Genoétipo

Fendtipo

Alelo

Codons

gene supressor de tumor que codifica proteina de 53
kilodaltons (kd)

gene supressor de tumor que codifica proteina de 110 kd.
Foi descrito inicialmente no retinoblastoma, em criancas.

gene inibidor de CDK que codifica proteina de 21 kd
gene inibidor de CDK que codifica proteina de 16 kd
gene inibidor de CDK que codifica proteina de 27 kd

protooncogene ou oncogene, que codifica proteina de 62 kd.
Foi descrito inicialmente na leucemia mieldide.

proto ou oncogene, que codifica proteina de 19 kd
proto ou oncogene, que codifica proteina de 26 kd
caracteristicas do individuo dada pelos genes

caracteristicas do individuo que se pode ver ou mensurar
como consequéncia de mutagdes dos genes

forma alternativa do mesmo gene. Todos o0s genes existem
em duas copias e cada copia € um alelo

sequéncia de trés nucleotideos
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Nucleotideos

Bases

Exons

Genoma

Transcrigao

Translagao

Translocagao

Amplificagao

Delecao

Mutacao

Expressao

Heterozigose

Perda da
heterozigose

Polimorfismo

Tipo
selvagem

unidade do DNA e do RNA, constituido por agucar, fosfato e
base nitrogenada

compdem os acidos nucléicos e sao as purinas (adenina e
guanina) e as pirimidinas (timina e citosina)

sequéncias de bases que fazem parte da mensagem
definitiva do gene

totalidade das mensagens codificadas numa molécula de
DNA

processo que converte o codigo de DNA para o RNAm
complementar

processo no qual aminoacidos especificos sdo incorporados
na proteina, ditados pela sequéncia de RNAm

recombinacao de segmentos do cddigo genético nao
homaologos

presenca de multiplas copias do gene na célula.
Normalmente ha somente duas copias por célula somatica

delecao de parte ou todo o gene através da remocgao das
seguencias de DNA

alteracdo no DNA

transcricdo ativa de um gene para a molécula de RNA,
seguida de transdugao do produto protéico

duas diferentes formas do mesmo gene na célula. Os
polimorfismo sdo responsaveis pelo status da heterozigose

perda de regides especificas do DNA de uma copia de um
Cromossomo

variagao na exata sequéncia de bases

termo usado para descrever o gene normal ou o produto do
gene. O gene que tem a sequéncia de DNA alterada é
referido como gene mutante e o seu produto como proteina
mutante
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Alguns estudos analisaram a expressao protéica de p53 e c-myc como
marcadores no progndstico do carcinoma de colo uterino, mas a maioria foi
realizada em paises desenvolvidos, onde ha programas de rastreamento
eficientes, que podem selecionar estadios iniciais e formas agressivas da
doencga. O objetivo deste estudo foi analisar a associagao destas proteinas com
o prognéstico do carcinoma espino-celular invasivo de colo uterino (CEC). Foi
de coorte, considerou poder de 80% e IC de 95%. Incluiu 220 mulheres
diagnosticadas entre 1992 e 1994, nos estadios Ib-Ill, seguidas por cinco anos.
Os blocos de parafina foram processados para imuno-histoquimica: p53 (Dako
DQO7) e c-myc (Santa Cruz Biotechnology MX 9E10). Para a analise estatistica
utilizou-se: teste de Cochran-Armitage, método de Kaplan-Meier, testes de
Wilcoxon ou log-rank e modelo de risco proporcionais de Cox. A idade das
mulheres variou de 25-80 anos (média 53,4) e o CEC foi diagnosticado em
22%, 28% e 50%, nos estadios I, Il e Ill respectivamente. A freqiéncia das

proteinas foi 35% para p53 e 40% para c-myc. Houve tendéncia linear inversa
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entre a faixa etaria e a proteina p53 (p=0,03) e entre o tempo de atividade
sexual e a proteina c-myc (p=0,03). As mulheres no estadio Il e proteina p53
tiveram menor sobrevida livre de doencga (p<0,01) e risco de recidiva 2,6 (IC
1,1-6,2) vezes maior, nos 12 primeiros meses (p=0,02). As mulheres com
controle clinico da doenga pds-tratamento e proteina c-myc tiveram menor
sobrevida livre de doenga (p<0,01) e risco de recidiva 2,1 (IC 1,1-3,9) vezes
maior, nos 12 primeiros meses (p=0,02). A proteina p53 associa-se ao mau
progndéstico apenas no estadio Il e a proteina c-myc associa-se apenas nas

mulheres com controle clinico da doenca pds-tratamento.

Resumo



7. f%ﬂm

Os canceres ocorrem quando alteragdes genéticas interferem nos
mecanismos normais de controle do crescimento celular. Estas alteragdes
podem ser herdadas ou adquiridas e por isso entende-se que a carcinogénese
€ um processo de multiplos estagios, a nivel de gendtipo e fendtipo, que

envolve alteragdes cumulativas.

Desde a publicacao, da estrutura do acido desoxirribonucléico (DNA), por
WATSON & CRICK' (1953), houve grande progresso na compreensdo das
relagdes entre este e a funcao celular. A fita de DNA é uma estrutura em dupla
hélice, na qual o cddigo genético € representado por sequéncias de nucleotideos
aos pares: adenina com timina e citosina com guanina. A molécula de DNA
transmite a informacéo genética através de sua capacidade de duplicagao. Para
que isto ocorra, cada célula com a fita de DNA, deve dividir-se durante o ciclo

celular (GOMPEL & KOSS, 1997).

1 WATSON J.D. & CRICK, F.H.C., 1953 apud GOMPEL C. & KOSS L.G. - Principios de biologia molecular - As fungdes celulares. In: GOMPEL C.

& KOSS L.G. - Citologia ginecolégica e suas bases anatomoclinicas. Sdo Paulo: Manole Ltda., 1997. p.13-21.
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O ciclo celular parece iniciar-se quando fatores de crescimento ligam-se a
receptores de membrana, os quais ativam proteinas transdutoras de sinais.
Uma vez que estes sinais chegam ao nucleo, ativam-se os fatores de regulagao
nuclear, e estes iniciam a transcricdo do DNA, ultimando a divisdo celular.
Possivelmente o ciclo se desenvolve em quatro etapas, denominadas de fases:
G1 (gap ou lacuna), S (sintese), G2 e M (mitose). Na fase G1, com
aproximadamente oito horas, a célula acumula no citoplasma os materiais
necessarios para o desdobramento do DNA. Apds ha uma pausa, denominada
ponto R ou primeira parada, no qual havera uma checagem da fita de DNA,
antes da progressao do ciclo. Se houver alguma anormalidade na informagao
genética, a mesma devera ser reparada durante esta parada, caso contrario, a
célula ndo podera prosseguir. Na fase S, com duragéo aproximada de oito
horas, ocorre a replicagdo do DNA e na fase G2, com quatro horas, ha o
armazenamento dos materiais necessarios para a mitose. Por ultimo ocorre a
fase M, com duragdao de uma e meia a duas horas, onde ha a duplicacdo da

célula (CORTNER & WOUDE, 1997; GOMPEL & KOSS, 1997).

A progresséo do ciclo celular é controlada por um grupo de proteinas
reguladoras denominadas kinases dependentes da ciclina (CDK). Estas s&o
enzimas, que ligam-se a outras proteinas ativadoras denominadas de ciclinas e
ambas agem através de reacao de fosforilagdo em outros substratos, os quais
inibem ou ativam fases especificas do ciclo celular. Assim, para a célula entrar
na fase G1, age a ciclina D ligada a CDK4 ou a CDKG6; apds o ponto R, ainda na

fase G1, age a ciclina E ligada a CDK 2. Ja na fase S age a ciclina A, na fase G2
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as ciclinas A e B e na fase M a ciclina B, ligadas as CDK correspondentes

(KASTAN, 1997; SINGER & MONAGHAN, 1999).

Uma vez ocorrida a divisdo celular, cada célula contém informacdes
especificas na fita de DNA, as quais sao transcritas a nivel nuclear para a fita
de acido ribonucleico mensageiro (RNAm). Este leva as informagbes até o
citoplasma, mais especificamente até os ribossomos, onde com o auxilio do RNA
de transferéncia (RNAt) e do RNA de sintese (RNAs) ocorre a sintese de
proteinas. Cada célula é programada para cumprir suas fungbes e terminar o
seu ciclo de vida com a morte celular programada, denominada apoptose. A
apoptose, na realidade, € um processo controlado geneticamente, que atua na
remogao de células indesejaveis, cujo processo esta envolvido tanto em

fungdes fisioldgicas quanto patolégicas (CORTNER & WOUDE, 1997).

Os avancos da biologia molecular permitiram a identificagcdo de genes
que intervém no crescimento celular, possibilitando o melhor conhecimento do
processo da carcinogénese humana. Podemos citar duas classes de genes: os

supressores de tumor e os oncogenes.

1.1. Genes supressores de tumor

Sao genes que codificam proteinas capazes de regular o crescimento
celular, suprimindo o comportamento maligno das células. Quando mutados
podem perder sua fungao por delecdo de um dos alelos; o que é denominado

de perda de heterozigose. S&o conhecidos cerca de dez destes genes, entre
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eles o p53, que talvez seja o gene supressor mais estudado. As suas mutacdes
ja foram descritas em varios canceres humanos, incluindo: cancer de mama,
colo uterino, colon, pulmao, figado, prostata, bexiga e pele (GODWIN et al.,
1997). O gene p53 é a defesa do organismo contra a formagdo de um cancer
porque ele protege a informagdo genética das células, motivo pelo qual foi

chamado de “guardiao do genoma” por LANE (1992).

Este gene codifica proteina nuclear de 53 kilodaltons (kd), localiza-se no
cromossomo 17p13.1, tem 393 aminoacidos, 11 exons e tem a funcido de
controlar o ciclo celular. A expressédo do p53 na forma selvagem ou wild se faz
através de proteinas, que tém meia-vida curta, de seis a vinte minutos e, nesta

condigao é dificilmente detectada por método de imuno-histoquimica (IARC, 1998).

Quando existe alguma danificagdo do DNA, o gene p53 € ativado, parando
o ciclo celular no ponto R, na fase G1, para permitir que o DNA recupere-se
antes de prosseguir o ciclo. Assim, o gene p53, através de sua proteina envia
sinal para outros genes chamados inibidores de CDK/ciclina, como o p16, p27 e
p21"afeP! & ha parada do ciclo celular. Se houver reparo do DNA, o p21 sinaliza
para o complexo CDK/ciclina para prosseguir o ciclo. Em condi¢ées normais, se
nao houver restauracdo do DNA, o gene p53 sinaliza para outros genes
reguladores, como bax, bcl-2 e c-myc e ha indugdo da apoptose, eliminando a
célula com a informacgao genética avariada. A agao conjunta dos genes c-myc,
bax, bcl-2, resulta em maior ou menor propensao a morte celular programada

(SINGER & MONAGHAN, 1999; SYRJANEN & SYRJANEN, 2000).
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No entanto, sabe-se que as mutagdes do gene p53 podem ocorrer apos
dano ao DNA por fontes enddgenas ou exdgenas, tais como radiagao ultravioleta,
no caso do cancer de pele; por dieta com aflotoxina, no cancer de figado; por
fumo, no cancer de pulméo, esdfago e cabeca e pescoco (IARC, 1998). Estas
mutagbes podem causar instabilidade no genoma e em consequéncia ha
mutagdes no gene p53. Neste caso, a proteina p53, codificada pelo gene mutado,
passa a ter vida média de seis a oito horas, o que a torna detectavel por método
de imuno-histoquimica (CHO, 1998). A mutagao do gene p53 também pode ser
hereditaria, como na Sindrome de Li-Fraumeni, na qual os membros da mesma

familia desenvolvem multiplos tumores (SKILLING & SOOD, 1997).

1.2. Oncogenes

Sao derivados de protooncogenes, os quais sao genes celulares que
promovem o crescimento e diferenciacdo normal da célula. Estes genes quando
estdo mutados tornam-se hiperexpressos ou amplificados no numero de copias
e ganham uma fungdo paradoxal, funcionando como promotores da expansao
clonal da célula tumoral, passando a ser denominados de oncogenes
(SKILLING & SOOD, 1997). Nestas condicbes, as oncoproteinas, codificadas
por estes genes, sdo responsaveis pela proliferagdo anormal das células, que
uma vez desreguladas, superam a parada do ciclo celular no ponto R, onde
seria feita a checagem do DNA. Assim, se houver dano ao genoma, n&o havera
tempo suficiente para sua reparacdo, tampouco havera tempo para a célula

danificada ser enviada para apoptose. Deste modo, as alteragdes do genoma
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serdo herdadas pelo clone celular, ap6és a divisdo celular, perpetuando os

danos de DNA (GODWIN et al., 1997).

Sabe-se que para ocorrer transformacado maligna em células de cultura
requerem-se duas ou mais alteracbes de oncogenes e freqlientemente séo
necessarias quatro a seis diferentes genes alterados para o crescimento
tumoral. Isto sugere que os oncogenes individualmente n&do sdo capazes de
causar tumores malignos e, assim, muitos tumores nao poderiam ser explicados
apenas por alteragbes nestes genes (SKILLING & SOOD, 1997). DISAIA &
CREASMAN (1997) comentam que mutagdes herdadas, responsaveis por
predisposicdes pessoais ou familiares, também estdo relacionadas aos

oncogenes.

Sao conhecidos mais de 60 oncogenes associados a tumores humanos e
alguns deles ja foram descritos em canceres ginecologicos (GODWIN et al.,
1997). Existem varias classificagbes para os oncogenes, entre elas, estes podem
ser divididos em: 1) fatores de crescimento; 2) receptores de fatores de
crescimento, por exemplo, c-erb-B 2/neu; 3) transdutores de sinal, por exemplo,
H-ras; 4) fatores de transcrigao nuclear, por exemplo, c-myc e 5) receptores de

membrana, por exemplo, bcl-2 (DISAIA & CREASMAN, 1997).

O oncogene c-myc foi um dos primeiros a ser estudado e inicialmente
descrito em leucemia mieldéide (ROWLEY, 1973), mas a mutagao deste gene ja
foi descrita no carcinoma de colo uterino. Ele localiza-se no cromossomo 8924,

tem 3 exons, codifica proteina nuclear de 62 kilodaltons e tem vida média de
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alguns minutos. Em condi¢des normais o proto-oncogene c-myc € um conhecido
fator transcricional que age regulando a progressao do ciclo celular. Codifica
uma fosfoproteina nuclear, na qual ha dominios de interagao proteina-proteina
tipo helix-loop-helix (HLH) e leucine ziper (LZ). Em outras palavras, a proteina
c-myc pode ligar-se a outra proteina HLH-LZ denominada Max. A associagao
da proteina c-myc com a proteina max, aumentaria a afinidade de ligacdo ao

DNA (KRETZNER, BLACKWOOD, EISENMAN, 1992).

Existe uma hipotese de que durante a fase G1 do ciclo, a expressao
protéica c-myc esta sob controle do gene supressor de tumor Rb e de ciclinas.
O gene c-myc tem sido apontado como um importante fator de apoptose.
Possivelmente este induz o gene da ornitina descaborxilase (ODC), o qual
codifica uma enzima que pode produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) e
causar a morte celular. O gene bcl-2 pode bloquear a apoptose por prevenir
danos celulares causados pelo ERO. Quando o gene c-myc estd amplificado,
tem efeito inibidor sobre o gene p53 e a ciclina D1 no inicio do ciclo celular,

enquanto tem efeito estimulador sobre as ciclinas A e E (CORY et al., 1999).

Assim, a elevada expressao da proteina c-myc é capaz de superar a
parada do ciclo na fase G1/S causada pela proteina p53, bem como neutralizar
o efeito da quinase dependente da ciclina D1. Deste modo, a proteina c-myc,
passa a ter fungdo paradoxal, na progressdo do ciclo celular. A associagao
paradoxal entre os genes c-myc e bcl-2, inibindo a apoptose, pode bloquear a

funcao supressora do gene p53 (CORY et al., 1999; SCHMIDT, 1999).
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FEARON (1995), comenta que quando a expressao protéica de c-myc
esta desregulada, aumenta a sua vida média e pode ser detectada por método
de imuno-histoquimica, mas € insuficiente para permitir a expansao clonal de
uma célula com DNA alterado. Parece que s&do necessarios varios tipos de
mutacgdes, inclusive a existéncia de mutacdes que inibam a morte celular, o que

poderia ser um legado da instabilidade do genoma.

1.3. Carcinoma de colo uterino

O carcinoma de colo uterino, pode estar, quase em todos os casos,
associado a infec¢ao por varios tipos de HPV (WALBOOMERS et al., 1999). O
ciclo de vida do HPV esta ligado a diferenciacdo da célula escamosa. A infecgéo
ocorre nas células basais do epitélio e a replicacdo viral produtiva comeca
quando as células filhas sofrem maturacao. O DNA do HPV é replicado em alto
numero de cdpias em células proximas a superficie do epitélio, onde o material
genético do virus e as proteinas do capsidio combinam-se para formar particulas
virais maduras. Uma vez ocorrida a infecgdo, o HPV pode permanecer latente
ou sofrer replicacio intranuclear ativa, com sintese de particulas infectantes. O
padrdo do DNA viral nas lesbes benignas e malignas € diferente. Na primeira,
apresenta-se sob forma circular e ndo integra o genoma celular (epissomal), no
entanto nas lesbes malignas o genoma do virus quase sempre esta integrado

ao do hospedeiro (SYRJANEN & SYRJANEN, 2000).
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O genoma viral do HPV tem determinadas sequéncias que codificam
proteinas chamadas de early (E) ou late (L), conforme sdo expressas,
precocemente na replicagdo do DNA viral ou tardiamente na formacao de seu
capsideo, respectivamente. Para ocorrer a integragdo do genoma do HPV ao do
hospedeiro, o DNA viral rompe-se entre os genes precoces, denominados E1 e
E2. A proteina produzida por E2 tem papel regulador e, se destruida, permite a
expressao das proteinas E6 e E7. Acredita-se que ocorra um sinergismo entre
as proteinas virais para que a apoptose seja prejudicada e a célula infectada
possa ser imortalizada, garantindo a perpetuacédo de genoma viral na célula
hospedeira (POESCHLA & WONG-STAAL, 1997; SYRJANEN & SYRJANEN,

2000).

No caso do carcinoma de colo uterino, estudos bioquimicos demostram que
a proteina EG, expressa pelo HPV, é capaz de ligar-se a proteina p53, através
da proteina E6AP, formando o complexo p53-E6AP-E6, que € rapidamente
inativado através da via proteolitica dependente da ubiquitina. Como a proteina
p53 esta inativa, ndo ha parada do ciclo para o reparo de DNA e o ciclo celular
prossegue com o genoma do HPV integrado ao do hospedeiro (POESCHLA &

WONG-STAAL, 1997; CHO, 1998).

No entanto para ocorrer alteragdes de varios genes reguladores do ciclo
celular, prejuizo da apoptose, instabilidade génica e acumulo de mutagbes é
necessario que a integragcdo do HPV ao hospedeiro mantenha-se de forma
persistente. No inicio deste processo, as mutagdes que vao ocorrendo no gene

p53 mantém ainda a sua heterozigose, ou seja os dois bragos do cromossomo
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ainda estao presentes. A forma mutante do gene coexiste com a forma normal
(selvagem), codificando proteinas mutante e normal ao mesmo tempo, as quais
formam um oligbmero complexo entre elas. Neste oligbmero pode haver
predominio da funcdo da proteina mutante sobre a normal, porém a funcao
supressora ainda € mantida parcialmente pois se mantém porcentagens variaveis
de apoptose. No entanto, com o tempo, a perda parcial da apoptose causa
instabilidade do genoma e o acumulo de mutagdes pode levar a perda da
heterozigose, ou seja, ha delegdo do brago curto do cromossomo 17, restando
somente proteina p53 mutante, cuja fungédo néo regula o ciclo celular (GODWIN

et al., 1997).

Ja foi estudado o mecanismo de agao do HPV e as possiveis mutacdes do
gene c-myc que ocorrem no carcinoma de colo uterino. Um dos primeiros
estudos sobre o assunto sugeriu que a integracdo do HPV no genoma do
hospedeiro ocorreria em sitios frageis proximos ao gene c-myc, de modo que a
mutagénese insercional poderia ser um dos mecanismos de oncogénese deste
virus. Tal estudo demonstrou a presenga de sequéncias de HPV na banda
8924,1 que é a mesma do gene c-myc (CANNIZARO et al.; 1988). No entanto,
tal inferéncia parece ndo ser o principal mecanismo responsavel pelas
mutagcbes neste gene, pois a propria instabilidade do genoma, gerada pela
presenca do HPV poderia causar acumulo de mutagées no gene c-myc, da

mesma forma que ocorre no gene p53 (CHO, 1998).

Portanto, parece que a carcinogénese do epitélio do colo uterino € um

processo evolutivo complexo, facilitado por uma maior instabilidade genética, no
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qual a perda do sinal de apoptose representa importante papel na expansao
clonal da célula tumoral. Considerar cada gene como protagonista isolado na
apoptose € negligenciar a importante interagdo e convergéncia das diversas
vias que a regulam. O presente estudo enfoca apenas a expressao protéica dos
genes p53 e c-myc, as quais participam desta maquinaria altamente especializada

que é o ciclo celular.

A expressao protéica do gene p53 foi analisada devido a sua importancia
na regulagao do ciclo celular. Alguns pesquisadores tém estudado esta proteina
como marcador no progndstico do carcinoma de colo uterino e demonstraram
tal associagdo, estudando CEC (NAKANO, OKA, TANIGUCHI, 1996), ou
adenocarcinoma (TSUDA et al., 1995), ou adenocarcioma e carcinoma adeno-
escamoso (UCHIYAMA et al., 1997). No entanto alguns autores, ndo encontraram
associagao prognostica estudando somente CEC (KAINZ et al., 1995; EBARA
et al., 1996), ou estudando varios tipos histoldgicos: CEC, adenocarcinoma e
carcinoma adeno-escamoso (BREMER et al., 1995; HUNT et al.,, 1996;
SKOMEDAL et al., 1999), ou somente adenocarcinoma (TENTI et al., 1998).
Isto significa que o valor progndstico da proteina p53 ainda ndo foi bem

estabelecido para CEC de colo uterino.

A expressao protéica do gene c-myc foi analisada por ser o produto de um
dos genes relacionados a apoptose, cuja mecanismo de agao esta relacionado
ao do gene p53, como descrito anteriormente. Com relagdo a proteina c-myc,
pode-se citar estudos que demonstraram associagao prognostica com a recidiva

da doencga, com metastases a distancia e com o menor intervalo livre de doenca
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(RIOU, 1988; SOWANI et al., 1989; BOURHIS et al., 1990; RIOU, BOURHIS,

LE, 1990).

DISAIA & CREASMAN (1997) comentam que a amplificagdo do gene c-
myc € uma alteragdo frequente nos canceres e pode contribuir para a sua
progressao, bem como ja foi descrito na resisténcia tumoral quimioterapia, o
que significa que o valor prognéstico da proteina c-myc ja foi estabelecido. No
entanto alguns autores ndo demostraram tal associacao (BREWER et al., 1996;

POLISCHOUK et al., 1997).

No entanto, a maioria dos estudos foram realizados em paises
desenvolvidos, com boa cobertura populacional dos programas de rastreamento do
cancer de colo uterino, o que poderia interferir nos resultados obtidos. Como
consequéncia, estes estudos incluiram predominantemente mulheres com

cancer nos estadios | e Il e poucos casos em estadios mais avancados.

Sabe-se que também existe um efeito seletivo que pode ocorrer pela
agao dos programas de rastreamento. Os tumores que tém crescimento lento
sao mais facilmente detectaveis pelos rastreamentos e estas mulheres tém
melhor progndstico e maior sobrevida. No entanto aqueles com crescimento
rapido, podem desenvolver-se clinicamente durante o intervalo destes
rastreamentos e estas pacientes tém progndstico ruim e menor sobrevida. Esta

tendéncia denomina-se length bias. (MACLEAN, 1996).

Deve-se também considerar que poucos destes estudos selecionaram as

mulheres segundo o tipo histolégico do carcinoma. Alguns, analisaram o CEC, o
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adenocarcinoma e o0 carcinoma adeno-escamosoco juntos; outros analisaram
apenas adenocarcinoma e carcinoma adeno-escamoso. Sabe-se que estes
tipos histologicos, em geral, sdo menos freqliente, tém evolugdo mais rapida e

s&o mais agressivos quando comparados ao CEC (FIGO, 1998).

Ha pouca informagéo sobre o valor progndstico das proteinas p53 e c-myc
nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, cuja cobertura dos programas
para rastreamento do carcinoma de colo uterino € baixa. A pratica do exame de
Papanicolaou geralmente é inadequada (BRENNA, 1996), portanto é grande o

numero de casos avancados da doenca.

Este estudo pretendeu analisar a expressao protéica de p53 e c-myc, em
uma amostra da populagéo brasileira e a sua associagdo prognéstica com o
carcinoma de colo uterino. Espera-se agregar mais conhecimento sobre o CEC e
mais do isto, existe a expectativa de que este estudo possa indicar novas etapas
na identificagdo de genes e suas expressodes protéicas envolvidos na evolugao
deste cancer. A identificacdo de possiveis marcadores prognosticos podera
servir, em futuro préximo, para selecionar o tratamento mais adequado e para

um melhor delineamento do seguimento clinico nas mulheres com esta doencga.
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2.1. Objetivo geral

Analisar a associacédo da expressao protéica do gene supressor de tumor
p53 e do oncogene c-myc com o prognostico do carcinoma espino-celular

(CEC) invasivo de colo uterino.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a freqiéncia da expressao protéica de p53 e c-myc no

CEC.

¢ Relacionar a faixa etaria e o tempo de atividade sexual das mulheres

com a expressao protéica de p53 e c-myc.

e Estudar a associagado da expresséao protéica de p53 e c-myc com a

sobrevida total e livre de doencga, estratificada por estadio clinico.
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e Analisar a relagdo da expressado protéica de p53 e c-myc com a
sobrevida total e livre de doenca, nas mulheres com controle clinico

da doencga pos-tratamento (CCDPT).
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3. Crrsatitive e Mtodos

3.1. Desenho do estudo

Este estudo foi de coorte.

3.2. Tamanho amostral

Foi calculado pelo Epi-Info 6.04, a fim de atender a analise de sobrevida

total e livre de doencga .

— A sobrevida livre de doengca em mulheres com carcinoma de colo
uterino, estadio Ill, (EBARA et al.,, 1996), o numero minimo de

mulheres poderia ser de 66, baseado no seguintes paradmetros:

e Mulheres ndo expostas ao risco de recidiva foram aquelas sem
expresséo protéica de p53. Ao final do estudo, 69% delas nao

apresentaram recidiva e 31% apresentaram recidiva.

e Mulheres expostas ao risco de recidiva foram aquelas com
expresséo protéica de p53. Ao final do estudo, 70% delas nao

apresentaram recidiva e 30% apresentaram recidiva.
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e Y:razao de riscos de recidiva expostos/nao expostos de 1:1.

¢ o: nivel de significancia ou erro tipo | de 5% e intervalo de confianga

(1-c.) de 95%.

¢ [3: nivel de significancia ou erro tipo Il de 20% e poder (1-) de 80%.

— A sobrevida total de doenga para as mulheres com carcinoma de colo
uterino, estadios Ib a llb, (BOURHIS et al., 1990), o nimero minimo de

mulheres poderia ser de 98, baseado nos seguintes parametros:

e Mulheres ndo expostas ao risco de morte foram aquelas sem
expressédo protéica de c-myc. Ao final do estudo, 93% delas

sobreviveram e 7% morreram.

o Mulheres expostas ao risco de 6bito foram aquelas com expressao
protéica de c-myc. Ao final do estudo, 51% delas sobrevivem e 49%

morrem.
e Y:razdo de risco de 6bito entre expostos/nao expostos de 1:7.

¢ o: nivel de significancia ou erro tipo | de 5% e intervalo de confianga
(1-a) de 95%.

B: nivel de significancia ou erro tipo Il de 20% e poder (1-) de 80%.

3.3. Selecao dos sujeitos

Os sujeitos da pesquisa foram selecionados através dos registros das
mulheres admitidas nos Ambulatérios de Oncologia Ginecoldgica do Hospital-
Maternidade Leonor Mendes de (HMLMB) - Sdo Paulo — Secretaria de Estado

da Saude e do Centro de Atencéo Integral a Saude da Mulher (CAISM) -
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Departamento de Tocoginecologia — Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Tratam-se de instituicdes do Sistema Unico de Salude que prestam
atendimento secundario e terciario, a populagao proveniente do Estado de Sao

Paulo e de varias regides do Brasil.

Foram utilizados blocos de parafina arquivados, com material de colo
uterino obtido por biépsia, no momento do diagndstico destas mulheres. As

informacdes clinicas foram obtidas através dos prontuarios.

Foram incluidas todas as mulheres com diagndstico histolégico de CEC
invasivo de colo uterino, com estadio clinico entre Ib a Ill segundo a Federagao
Internacional de Ginecologia (FIGO), diagnosticadas no periodo de 1992 a
1994. Foram excluidas aquelas mulheres cujos blocos de parafina ndo foram
localizados ou cujo fragmento de tecido foi insuficiente para a realizagéo da

técnica proposta.

Assim, de um total de 310 mulheres, apenas 287 preenchiam os critérios
de inclusdo, segundo tipo histologico e estadio. Destas, 49 blocos de parafina
nao foram encontrados e 18 n&o tinham tecido suficiente para serem
submetidos a técnica laboratorial. Restaram 220 mulheres que foram incluidas
neste estudo, 39 provenientes dos arquivos do HMLMB e 181 do CAISM, nas
quais o carcinoma foi diagnosticado nos estadios I, Il e Il em 48, 61 e 111,

respectivamente.
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3.4. Variaveis e conceitos

3.4.1. Independentes

— Expresséao protéica do gene supressor de tumor p53:

e Positiva - foi considerada quando houve reatividade nuclear,
corando-se 0s nucleos em castanho (LAMBKIN, MOTHERSIL,
KELEHAN, 1994).

¢ Negativa - auséncia de reatividade nuclear.

— Expresséo protéica do oncogene c-myc:

e Positiva - foi considerada quando houve reatividade nuclear,
corando-se 0s nucleos em castanho. Embora o método de
imnunohistoquimica possa mostrar coloragédo tanto nuclear quanto
citoplasmatica para a proteina c-myc, recomenda-se considerar

principalmente a reagao nuclear (STAGLE et al., 1998).

e Negativa — auséncia de reatividade nuclear.

3.4.2. Dependentes

— Sobrevida total: definida como o tempo em meses completos,
decorrido do momento do diagndstico anatomopatoldgico até a morte.
Caso nao tenha ocorrido o evento, a sobrevida & considerada até os
60 meses (FLETCHER, FLETCHER, WAGNER, 1996).

— Sobrevida livre de doenca: definida como tempo em meses completos,

decorrido do término do tratamento oncoldgico inicial até a recidiva do
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carcinoma. Caso ndo tenha ocorrido o evento, a sobrevida é
considerada até os 60 meses (FLETCHER et al., 1996).

3.4.3. Confundidora

Trata-se de variavel que pode confundir a causa dificultando a avaliagao

do desfecho final (FLETCHER et al., 1996).

— Estadios CEC invasivo (FIGO, 1998).

|. carcinoma limitado ao colo clinicamente visivel e invasdo estromal

acima de cinco milimetros, que corresponde ao estadio Ib.

Il. carcinoma que invade ao redor do utero, sem atingir parede pélvica

nem um terco inferior de vagina.

[ll.carcinoma que se estende até a parede pélvica ou envolve um terco
inferior de vagina, incluidos os casos de hidronefrose e disfuncao

renal.

3.4.4. De trajetéria prognostica

Tratam-se de variaveis de causa remota que podem agir na causa
intermediaria ou na variavel confundidora (FRANCO, 1991).
— Idade da mulher: expressa em anos completos.

— Tempo de atividade sexual: tempo, em anos completos, decorrido

desde o primeiro coito até o0 momento do diagndstico da doenca.
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3.4.5. Outros conceitos

— Tratamento inicial - aquele instituido até 120 dias do diagndstico
(FIGO, 1998).

— Controle clinico da doenca pos-tratamento (CCDPT) — auséncia clinica
de doenga avaliada pelo exame ginecoldgico, realizada até trés meses

apos o término do tratamento.

3.5. Coleta de dados

3.5.1. Informacgoes clinicas

As informacgdes foram coletadas a partir dos prontuarios das pacientes, em
fichas elaboradas especificamente para esta finalidade (Anexo 1). Nos casos de
dados incompletos ou duvidosos, as pacientes ou familiares foram convocados

para entrevista com a assistente social.

3.5.2. Seguimento e critérios de descontinuagao

O tratamento proposto inicialmente, foi baseado no estadio da doenga, como
predominantemente cirurgico no estadio | e predominantemente radioterapico
nos estadios Il e lll. As mulheres foram acompanhadas em ambulatério
semestralmente ou em menor intervalo quando necessario, com exame fisico e
subsidiarios como colpocitologia oncoldgica, colpovaginoscopia com bidpsia se
necessario, provas de fungao renal, urina | e urocultura com antibiograma se

necessario, ultra-sonografia pélvica ou abdominal e de vias urinarias, urografia
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excretora e cistoscopia, quando necessarios, até completarem cinco anos do

diagndstico ou até o 6bito.

Nos casos de abandono do seguimento, uma assistente social procurou
localizar as pacientes e convoca-las a retornarem ou entéo identificar algum
familiar ou vizinho que pudesse ter informacdes atualizadas. Utilizou-se também
informagdes de registro de ébitos de outros hospitais. Entre as 220 mulheres
incluidas, 11% (25) abandonaram o seguimento e n&o foi possivel obter

informacdes atualizadas sobre elas, ao final dos 60 meses.

3.5.3. Selegcao do material biolégico

Foram identificados os numeros das laminas e dos blocos de parafina
correspondentes as mulheres selecionadas para o estudo. Este material foi
procurado nos arquivos dos laboratorios de patologia e buscou-se inclusive em

laboratorios localizados em outros municipios, através de contato postal.

3.6. Processamento laboratorial

Os blocos de parafina contendo material de colo uterino, foram
processados, no Laboratério de Patologia Experimental, CAISM, Departamento de
Patologia, Unicamp, de acordo com a técnica descrita abaixo. Foram
reavaliadas as laminas coradas em hematoxilina-eosina (HE), correspondentes
aos blocos, para confirmacgao diagndstica, antes do corte dos mesmos para a

técnica proposta.
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3.6.1. Cortes histolégicos

Secgdes de 4um sdo colocadas em laminas previamente lavadas e
desengorduradas, tratadas em solugéo de organosilano a 25% em acetona (3-
Aminopropil-trietoxi-silano - SIGMA cod A3648). As laminas com os cortes sao
deixadas a temperatura ambiente até o momento da reagdo imuno-histoquimica

(30 minutos).

3.6.2. Técnica de Imuno-histoquimica

Foram usados anticorpos primarios: para p53 utilizou-se Dako clone D07,
cod M7001, com diluicdo 1:100 e para c-myc utilizou-se Santa Cruz
Biotechnology MX 9E10, com diluicdo 1:80. A diluicdo foi realizada com BSA

(soro albumina bovina).

— Reacéao de imunoperoxidase:
e Etapa I: desparafinizagao.
1. Colocar o xilol na estufa a 110° C por + 30 minutos. Fazer varias
lavagens.
2. Xilol Il e lll em temperatura ambiente. Fazer varias lavagens.

3. Alcool absoluto I, II, 1l em temperatura ambiente. Fazer varias

lavagens.
4. Lavagem em agua corrente e destilada.

5. Colocar em tampao citrato pH 6,0, em panela de vapor a 100° C
(TAYLOR, SHI, COTE, 1993) por sete minutos, trés vezes; deixar

esfriar por 15 minutos.
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. Lavagem em agua corrente e destilada.

. Bloqueio da peroxidase enddgena: Incubar por 15 minutos em

temperatura ambiente, em solugao 3%: H202 (30%).... ... 15ml

. Lavagem em agua corrente e destilada. Colocar em tampao PBS

(phosphate buffer saline, pH 7,6).

. Pingar os anticorpos primarios especificos. Incubar em camara

umida 30 minutos a 37° C.

Colocar na geladeira overnight.

Etapa Il coloragao

10

11.

12.

13.

14.

. Retirar as laminas da incubacdo com anticorpos primarios e
fazer trés lavagens, no agitador, em PBS de cinco minutos cada

a temperatura ambiente.

Secar com papel de filtro e pingar o anticorpo secundario
biotilinado kit Multilink Dako, cod. E453 (este anticorpo é capaz
de ligar-se ao primario e conjugar-se a biotina, e o complexo de
peroxidade liga-se a estreptavina e a biotina); seguido de

incubagao por uma hora na estufa a 37° C.

Terminada a incubagéo, fazer trés lavagens, no agitador, em

PBS de cinco minutos cada a temperatura ambiente.

Secar com papel filtro e pingar o complexo ABC (kit Dako, cod

K377). Incubar por 40 minutos a 37° C em estufa.

Terminado o tempo, colocar as ldminas em tampéo PBS e

preparar o DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de diamino-benzina,
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Sigma D5637), cromdgeno de cor marrom que impregna o local

onde ocorre reagdo. Sendo que:

DAB.......ovveeee 60mg

PBS....cccooenn.. 100mg

H202 (30%)...500ug

DMSO................ 1ml (Dimethilsulfoxide)

Misturar a solugdo e colocar as laminas para corar por cinco

minutos.
15. Lavar em agua corrente e passar em agua destilada.

16. Contracorar com Hematoxilina de Mayer por 30 a 60 segundos.

Lavar novamente.

17. Passar por alguns segundos em agua amoniacal, por agua

corrente e destilada.

18. Desidratar por trés passagens em alcool absoluto e trés em xilol

e montar as laminas.

3.6.3. Leitura da laminas

Os exames para a proteina p53 foram analisados por um patologista e os
exames para a proteina c-myc, por outro patologista. O controle de qualidade
das reacgdes foi feito pela leitura de controle positivos e negativos para ambas
proteinas. A positividade nuclear de ambas proteinas (Fotos 1 a 6) foi
classificada inicialmente como: leve (ou +) — até 20%, moderada (ou ++) — até

60% e acentuada (ou +++) — acima de 60%.
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Foto 1. Reatividade nuclear da proteina p53 (imunoperoxidase x 200)

Foto 2. Reafividade nuclear da profeina c-myc (imunoperoxidase x 200)
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Foto 4. Reatividade nuclear da proteina pS3 (imunoperoxidase x 400)
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Foto 5. Reatividade nuclear da proteina c-myc {imunoperoxidase x 400}

Fota 6. Reatividade nuclear da proteina c-mye (imunoperoxidase x 400)
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3.7. Analise dos dados

As fichas preenchidas foram revisadas e as informagdes foram
codificadas e digitadas em de banco de dados no programa Excel 5.0. Este foi
revisado, para avaliagdo da consisténcia dos dados e submetido a analise

estatistica no programa Statistical Analysis System (SAS).

Analise descritiva: inicialmente as caracteristicas da amostra foram

mostradas em tabelas descritivas. Calculou-se a frequéncia de mulheres em
cada estadio clinico do carcinoma. A idade e o tempo de atividade sexual foram
descritos através de suas médias, valores minimos e maximos, e desvios-

padrao. Também foi calculada a frequéncia da expresséao protéica de p53 e c-myc.

Anadlise de tendéncia: para tal analise utilizou-se tabelas de contingéncia

de dupla entrada, apresentando-se os resultados em tabela unica resumida. A
correlacao entre as variaveis foi feita pelo teste de tendéncia linear de Cochran-

Armitage (EVERITT, 1992).

Anadlise de sobrevida: a propor¢ado acumulada da sobrevida total e livre

de doencga foi estudada pelo método de Kaplan-Meier (KAPLAN & MEIER,
1958), para todas as variaveis do estudo, considerando-se a expresséo de p53
e c-myc estratificada por estadios e nas mulheres com controle clinico da
doenga pos tratamento. As mulheres que ao longo do seguimento de 60 meses
ndo morreram, n&o tiveram recidiva, ou abandonaram o estudo, foram

consideradas “censuradas” e aquelas que morreram até 60 meses foram
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consideradas “nao censuradas”. Esta analise consistiu no calculo da taxa de
sobrevivéncia ou survival rate (SR), da razdo da taxa de sobrevivéncia survival
rate ratio (SRR), mostradas em trés pontos distintos no tempo: aos 12, 36 e 60
meses. Também efetuou-se o calculo da razdo de risco ou hazard ratio (HR),
para o risco de morte e recidiva da doenca ao final dos 60 meses, quando este
foi constante no tempo, aceitando-se intervalo de confianca (IC) de 95%.
Também foram construidas curvas de sobrevida, comparadas pelo teste de
Wilcoxon ou pelo teste de log-rank, aceitando-se uma diferenga significante de
p=0,05. Estes testes sado de natureza ndo-paramétrica e a sua utilizagado segue
a seguinte regra: se as curvas de sobrevida se cruzam, o que significa que nao
existe a hipétese de proporcionalidade de riscos (de 6bito ou de recidiva), usa-
se o teste de Wilcoxon; se as curvas n&o se cruzam, usa-se o teste de log-rank

(LEE, 1980).

Modelo de regressdao de riscos proporcionais de Cox: a expressao

protéica de p53 e c-myc foi analisada, estratificada por estadio e também nas
mulheres com CCDPT, pelo modelo de regressao de riscos proporcionais de
Cox (COX, 1972) em trés periodos de tempo: 0 a 12, de 12 a 36 e apds 36

meses, para risco de morte e recidiva do carcinoma.
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3.8. Aspectos éticos

O estudo foi desenvolvido a partir de dados obtidos das fichas de
atendimento clinico da rotina dos Ambulatodrios de Oncologia Ginecoldgica, e do
material de arquivo (blocos de parafina) dos respectivos servigos de Patologia
onde foi realizado o diagndstico. As informagdes obtidas foram mantidas em

sigilo, sendo que, a paciente foi identificada apenas por um numero.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e do Hospital-Maternidade Leonor

Mendes de Barros.
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4.1. Caracteristicas da amostra

As 220 mulheres com carcinoma de colo uterino, tinham idade entre 25 e
89 anos quando foi realizado o diagndstico da doenca, com média de 53,4
anos. O tempo de atividade sexual variou entre 11 a 69 anos, com média de
35,8 anos. Metade (50%) das pacientes eram portadoras de carcinoma no
estadio clinico Il e as demais distribuiram-se entre os estadios | e Il em 22% e

28% respectivamente (TABELA 1).

TABELA 1. Caracteristicas das mulheres com carcinoma de colo uterino

o Idade (anos) Tempo de atividade sexual
Estadio n (%) (anos)

Média (tDP) Min-Max Média (tDP)  Min-Max

| 48 ( 22)  46,1(x11,5)  28-74 28,4 (+ 9,3) 13-49
I 61(28)  51,8(11,2) 32-75 34,0 (+11,7) 16-59
Il 111( 50) 57,7 (+12,8)  25-89 40,0 (+12,4) 11-69

Total 220 (100) 53,4 (+12,9)  25-89 35,8 (+12,4) 11-69

MIn-Max — Minimo-Maximo
DP — desvio padrao
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A proteina p53 foi detectada em 35% das mulheres e a proteina c-myc
em 42% delas. No entanto observou-se o predominio da expressao protéica
leve (< 20%), na maioria dos casos positivos, ou seja, em 26% dos casos para
a proteina p53 e em 29% para a proteina c-myc. Os demais casos positivos
distribuiram-se entre as formas moderada (20-60%) e acentuada (> 60%), em
7% e 2% para p53 e em 9% e 2% para c-myc, respectivamente (TABELA 2).
Devido a baixa frequéncia na expressao moderada e acentuada, reagruparam-
se ambas aos casos com expressao leve e considerou-se todos como positivos,

a fim de viabilizar a analise estatistica para sobrevida.

TABELA 2. Distribuicao da amostra segundo as proteinas p53 e c-myc

y p53 c-myc
Expressao n % n o,
Negativa 143 65 131 60
Positiva 77 35 89 40
< 20% 58 26 65 29
20-60% 16 7 19
> 60% 4 2 5
Total 220 100 220 100
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4.2. Tendéncias

A proteina p53 foi mais frequente nas pacientes com menos de 40 anos

e apresentou tendéncia a diminuir linearmente conforme aumentou a faixa

etaria. A proteina c-myc foi mais frequente naquelas com menos de 25 anos de

atividade sexual e também apresentou tendéncia linear a diminuir conforme

aumentou o tempo de atividade sexual. Estas tendéncias foram confirmadas

pelo teste de tendéncia linear de Cochran-Armitage, para a proteina p53

(p=0,03) e para a proteina c-myc (p=0,03), respectivamente, com relagdo a

faixa etaria e ao tempo de atividade sexual (TABELA 3).

TABELA 3. Distribuicao das variaveis segundo as proteinas p53 e c-
myc nas mulheres com carcinoma de colo uterino

p53 c-myc
Variaveis Negativo Positivo p"  Negativo Positivo p"
n (%) n (%) n (%) n (%)

Faixa etaria (anos)
<40 21 (58) 15 (42) 20 (56) 16 (44)
40 a 55 49 (60) 33 (40) 0,03 43 (52) 39 (48) 0,11
56 a 70 52 (68) 24 (32) 51 (67) 25 (33)
>70 21 (81) 5(19) 17 (65) 9 (35)
TAS® (anos)
<25 36 (63) 21 (37) 29 (51) 28 (49)
25a35 32 (59) 22 (41) 0,49 30 (56) 24 (44) 0,03
36 a45 43 (72) 17 (28) 38 (63) 22 (37)
> 45 32 (65) 17 (35) 34 (69) 15 (31)
Total 143 (65) 77 (35) 131 (60) 89 (40)

(1) teste de tendéncia de Cochran-Armitage
TAS — tempo de atividade sexual
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4.3. Sobrevida

Analisando-se a taxa de sobrevivéncia ou survival rate (SR), calculada
pelo método de Kaplan-Meier, e a razdo da taxa de sobrevivéncia ou survival
rate ratio (SRR), com seu respectivo intervalo de confianga (IC) de 95%, notou-
se, globalmente para todas as variaveis, que somente o estadio clinico do
carcinoma de colo uterino associou-se com a sobrevida total e livre de doenga
(TABELAS 4 e 5). As curvas de sobrevida total e livre de doenca
correspondentes aos estadios da doenga encontram-se no Anexo 3 (FIGURA 9
e 10). Por este motivo esta variavel foi considerada confundidora e a analise de

sobrevida foi estratificada por estadios clinicos.

Tomando-se como referencial a sobrevida total no estadio I, aos 12
meses, o estadio Il apresentou SRR de 0,9 (IC 0,8-1,0) e, esteve muito préximo
ao limite da significancia, considerando-se o IC. Esta associagdo manteve-se
aos 36 e 60 meses, com SRR de 0,6 (IC 0,4-0,8) e 0,4 (IC 0,3-0,6)
respectivamente. O mesmo foi observado para o estadio lll, aos 12, 36 e 60
meses, com SRR de 0,5 (IC 0,4-0,7); 0,3 (IC 0,2-0,5) e 0,2 (IC 0,1-0,4)

respectivamente (TABELA 4).

Ainda para a sobrevida total, houve diminuicdo da SRR e da SR
conforme aumentou o estadio clinico e o tempo de seguimento, ou seja, como
esperado, o numero de sobreviventes foi menor nos estadios mais avangados e

ao longo do tempo. Considerou-se p<0,01, calculado pelo método de Wilcoxon
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ou log-rank, ao final dos 60 meses, para todos os estadios. A razao de risco ou
hazard ratio (HR) de morte ao final dos 60 meses foi 3,2 vezes maior (IC 1,6-6,3)

para o estadio Il e 4,4 vezes maior (IC 2,3-8,4) para o estadio Il (TABELA 4).

Com relagao a sobrevida livre de doencga, a SR e a SRR mantiveram a
mesma associacido mostrada para a sobrevida total, diminuindo a medida que
aumentaram o estadio e o tempo de seguimento. Assim, o estadio Il mostrou
aos 12, 36 e 60 meses, SRR de 0,7 (IC 0,5-0,9); 0,5 (IC 0,3-0,7) e 0,4 (IC 0,2-
0,7) respectivamente. Ja o estadio Il mostrou 0,4 (IC 0,3-0,6); 0,3 (IC 0,2-0,5) e
0,4 (IC 0,2-0,6). A HR para recidiva ao final dos 60 meses foi 2,2 vezes maior
(IC 1,2-4,0) para o estadio Il e 3,3 vezes maior (IC 1,9-5,5) para o estadio llI,

com p<0,01 (TABELA 5).
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TABELA 4. Sobrevida total das mulheres segundo estadio do carcinoma de colo uterino e proteinas p53 e c-myc

Sobrevida total

Obitos

Variaveis n Aos 12 meses Aos 36 meses Aos 60 meses ¢] HR (IC 95%)
(nN) SR (%) SRR(IC9%) SR (%) SRR (IC 95%) SR (%) SRR (IC 95%)
Estadio
| 48 8 95 1,0 88 1,0 81 1,0 <0,01@ 1
I 61 33 91 0,9 (0,8-1,0) 55 0,6 (0,4-0,8) 38 0,4 (0,3-0,6) 3,2 (1,6-6,3)
11 111 82 57 0,5 (0,4-0,7) 33 0,3 (0,2-0,5) 23 0,2 (0,1 -0,4) 4,4 (2,3-8,4)
p53
Positivo 77 38 74 1,0 50 1,0 45 1,00 0,57 NS
Negativo 143 85 74 1,0 (0,8-1,1) 51 1,0 (0,7-1,3) 37 0,8 (0,5-1,1)
c-myc
Positivo 89 53 77 1,0 46 1,00 35 1,00 0,55" NS
Negativo 131 70 72 0,9 (0,8-1,1) 54 1,1 (0,8-1,5) 42 1,1(0,8-1,7)
Total 220 123 74 51 39

SR - taxa de sobrevivéncia, SRR - razao da taxa de sobrevivéncia, HR — raz&o de risco, IC - intervalo de confianca
TAS - tempo de atividade sexual, (1) teste de Wilcoxon, (2) teste de log-rank, NS - n&o significante
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TABELA 5. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo estadio do carcinoma de colo uterino e proteinas p53 e
c-myc

Sobrevida livre de doenga

Variaveis n Recidivas Aos 12 meses Aos 36 meses Aos 60 meses o] HR (IC 95%)
(n) SR (%) SRR(IC95%) SR (%) SRR(IC95%) SR (%) SRR (IC 95%)
Estadio
| 48 17 80 1,0 72 1,00 60 1,0 <0,01@ 1
I 61 39 60 0,7 (0,5-0,9) 37 0,5 (0,3-0,7) 24 0,4 (0,2-0,7) 2,2 (1,2-4.0)
" 111 83 36 0,4 (0,3-0,6) 28 0,3 (0,2-0,5) 24 0,4 (0,2-0,6) 3,3 (1,9-5,6)
p53
Positivo 77 48 50 1,0 40 1,0 31 1,0 NS
Negativo 143 91 53 1,0 (0,7 - 1,3) 41 1,0 (0,7-1,4) 33 1,00,6-1,6) 081"
c-myc
Positivo 89 61 47 1,0 37 1,0 25 1,0 0,67" NS
Negativo 131 78 55 1,1(0,8-1,5) 40 1,2 (0,8-1,7) 37 1,4 (0,9-2,2)
Total 220 123 52 40 32

SR - taxa de sobrevivéncia, SRR - razdo da taxa de sobrevivéncia, HR — razao de risco, IC - intervalo de confianga
TAS - tempo de atividade sexual, (1) teste de Wilcoxon, (2) teste de log-rank, NS - n&o significante

Resultados 38



Assim, considerando-se que o estadio foi variavel confundidora, a analise
de sobrevida total e livre de doencga foi estratificada por estadios para que se
pudesse qualificar o valor progndstico das proteinas p53 e c-myc. Analisou-se a
SR com relagédo a sobrevida total e livre de doenca em trés pontos no tempo:
12, 36 e 60 meses de seguimento, para a expressao protéica de p53 (TABELA

6) e para c-myc (TABELA 7).

A proteina p53 ndo associou-se com a sobrevida total em nenhum dos
estadios clinicos. No entanto mostrou associagao significante com a sobrevida
livre de doenga (p=0,01) e HR para recidiva, ao final dos 60 meses, 2 vezes
maior (IC 1,1-1,3), apenas para as mulheres no estadio Il (TABELA 6). A curva
de sobrevida livre de doenca, no estadio Il, nas mulheres com proteina p53
positiva sempre esteve abaixo das demais mulheres (Figura 2). O mesmo né&o

ocorreu com relagéo ao estadio | (Figura1) e estadio Il (FIGURA 3).
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TABELA 6. Sobrevida total e livre de doenca de mulheres com proteina de p53, estratificadas por estadio do

carcinoma
Sobrevida total Sobrevida livre de doenga
Variaveis N Opitos SR (%) em meses Recidi SR (%) em meses
(1) 0 eciaivas (1) 0
(n) 12 36 60 p HR (IC 95%) (n) 12 36 60 p HR (IC 95%)

Estadio |
P53
Positivo 19 1 94 94 94 0,16 NS 5 82 82 67 0,45 NS
Negativo 29 7 96 85 74 12 78 66 55
Estadio Il
p53
Positivo 26 14 96 46 36 0,28 NS 19 43 24 14 <0,01 2,0(1,1-3,9)
Negativo 35 19 94 62 38 20 72 45 35
Estadio Il
p53
Positivo 32 23 53 30 26 0,88 NS 24 38 27 24 0,91 NS
Negativo 79 59 58 34 22 59 35 28 23
Total 220 123 139

SR - taxa de sobrevivéncia, HR — raz&o de risco, IC - intervalo de confianga
teste de Wilcoxon, NS — nao significante
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Figura 1. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo a proteina p53, no
estadio | do carcinoma de colo uterino.
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Figura 2. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo a proteina p53, no estadio
Il do carcinoma de colo uterino.
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Figura 3. Sobrevida livre de doenga das mulheres sequndo a proteina p53, no estadio
Il do carcinoma de colo uterino.

O mesmo nao ocorreu com relagdo a proteina c-myc, quando foi
estudada a sobrevida total e livre de doencga estratificada por estadios clinicos
(TABELA 7). As curvas de sobrevida livre de doenca no estadio |l mostram-se
praticamente justapostas ao longo dos 60 meses (FIGURA 5). Ainda que as
curvas de sobrevida para a proteina c-myc, nos estadios | (FIGURA 4) e Il
(FIGURA 6) mantiveram-se abaixo das demais mulheres, apds o primeiro ano

de seguimento, as diferengas nao foram significantes.
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TABELA 7. Sobrevida total e livre de doen¢ca de mulheres com protéica de c-myc, estratificadas por estadio do

carcinoma
Sobrevida total Sobrevida livre de doenga
Variaveis N Opitos SR (%) em meses Recidi SR (%) em meses
(1) 0 eciaivas (1) 0
(n) 12 36 60 p HR (IC 95%) (n) 12 36 60 p HR (IC 95%)

Estadio |
c-myc
Positivo 18 4 94 81 75 0,38 NS 9 69 63 42 0,16 NS
Negativo 30 4 97 93 84 8 86 78 70
Estadio Il
c-myc
Positivo 28 15 100 50 36 0,99 NS 17 54 42 28 0,77 NS
Negativo 33 18 83 60 39 22 64 32 25
Estadio llI
c-myc
Positivo 43 34 56 30 19 0,60 NS 35 33 23 17 0,78 NS
Negativo 68 48 57 35 27 48 38 31 28
Total 220 123 139

SR - taxa de sobrevivéncia, HR —razao de risco, IC - intervalo de confianca
(1) teste de Wilcoxon, NS — nao significante
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Figura 4. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo a proteina c-myc, no
estadio | do carcinoma de colo uterino.
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Figura 5. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo a proteina c-myc, no
estadio Il do carcinoma de colo uterino.
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Figura 6. Sobrevida livre de doenga das mulheres segundo a proteina c-myc, no
estadio Ill do carcinoma de colo uterino.
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A sobrevida total e livre de doenga, bem como o risco de obito e recidiva
também foram analisados apenas em relacdo as 154 mulheres que tiveram
controle clinico da doenga pés-tratamento (CCDPT). A proteina p53 nao
associou-se com a sobrevida total e livre de doencga nestas mulheres (TABELA

8 e FIGURA 7).

No entanto, a proteina c-myc positiva mostrou associagéo estatisticamente
significante (p=0,01) e HR para recidiva da doenga 1,7 vezes maior (IC 1,1-2,6),
ao final dos 60 meses, para estas mulheres (TABELA 8). As curvas de
sobrevida livre de doenga justapuseram-se nos primeiros meses de seguimento
e depois a curva para as mulheres com proteina c-myc positiva manteve-se
abaixo até os 60 meses. A diferenga entre as curvas mostrou-se
estatisticamente significante (p=0,01). Nota-se que a recidiva ocorreu,
principalmente nas mulheres com proteina c-myc positiva, nos 12 primeiros

meses (FIGURA 8).
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TABELA 8. Sobrevida total e livre de doen¢a das mulheres com controle clinico da doenga pdés-tratamento e

Variaveis n

com proteinas p53 e c-myc

Sobrevida total

Sobrevida livre de doenga

Abi SR (%) em meses idi SR (%) em meses
Obitos (%) p  HR (IC 95%) Recidivas (%) M HR (IC 95%)
(n) 12 36 60 (n) 12 36 60
p53
Positivo 50 20 94 65 58 0,65 NS 27 69 55 43 0,74 NS
Negativo 104 48 93 68 49 53 72 55 44
c-myc
Positivo 66 34 94 59 58 0,06 NS 41 60 47 33 0,01 1,7 (1,1-2,6)
Negativo 88 34 93 73 44 39 79 60 52
Total 154 68 80

SR - taxa de sobrevivéncia, HR — razao de risco, IC - intervalo de confianca

(1) teste de Wilcoxon, NS — néo significante
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Figura 7. Sobrevida livre de doencga das nas mulheres com controle clinico do
carcinoma de colo uterino, segundo a proteina p53.
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Figura 8. Sobrevida livre de doenca das nas mulheres com controle clinico do
carcinoma de colo uterino, segundo a proteina c-myec.
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4.4. Regressao de riscos proporcionais

Por outro lado, deve-se considerar que os riscos calculados para recidiva
da doenca (TABELAS 6 e 8) ndo foram constantes durante os 60 meses.
Mostrar apenas o risco de recidiva aos 60 meses seria dar uma idéia
incompleta e imprecisa do que poderia ter ocorrido ao longo do tempo. Desta
maneira, procedeu-se a analise de regresséo de riscos proporcionais de Cox a
fim de calcular o HR para recidiva, em cada periodo do tempo: de 0 a 12, apds
12 até 36 e apds 36 meses. Esta analise mostrou HR para recidiva da doencga
2,6 maior (IC 1,1-6,2), nos primeiros 12 meses (p=0,02), para mulheres com
proteina p53 positiva e no estadio Il do CEC. Também mostrou HR para
recidiva 2,1 vezes maior (IC 1,1-3,9), nos primeiros 12 meses (p=0,02), para

mulheres com proteina c-myc positiva e com CCDPT (9).
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TABELA 9. Risco de recidiva em mulheres com carcinoma de colo uterino com proteinas p53 e c-myc

Recidiva

De 0 a 12 meses

Apoés 12 até 36 meses

Apods 36 meses

Parametro HR (IC 95 %) p Parametro HR (IC 95 %) p Parametro HR (IC 95 %) p
Estadio Il
pS53
Negativo referéncia 1,0 - referéncia 1,0 - referéncia 1,0 -
Positivo 0,981148 2,6 (1,1-6,2) 0,02 0,420606 1,5(0,4-5,2) 0,50 0,351729 1,4 (0,2-7,7) 0,68
CCDPT
c-myc
Negativo Referéncia 1,0 - Referéncia 1,0 - referéncia 1,0 -
Positivo 0,75873 2,1(1,1-3,9) 0,02 0,027689 1,0 (0,4-2,4) 0,95 0,67187 1,9 (0,7-5,2) 0,18

HR- raz&o de risco
CCDPT - controle clinico da doenga pés-tratamento
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5. Dpscasscio

De acordo com os resultados deste estudo e analisando-se globalmente,
a expressao protéica do gene supressor de tumor p53 e do oncogene c-myc
nao associam-se ao prognostico do carcinoma invasivo de colo uterino. No
entanto, a proteina p53 associa-se ao mau prognostico no estadio I,
aumentando o risco de recidiva nos primeiros 12 meses de seguimento. De
forma semelhante, a proteina c-myc associa-se ao mau progndstico nas
mulheres com controle clinico pds-tratamento, aumentando o risco de recidiva

nos primeiros 12 meses de seguimento.

Os resultados que servem de base para esta resposta sdo as analises de
sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e a de regressdo de riscos
proporcionais de Cox. A analise apds estratificacdo por estadio clinico mostrou
que as mulheres com carcinoma invasivo estadio Il e proteina p53 positiva
apresentaram menor sobrevida livre de doenga e maior risco de recidiva, para

os 12 primeiros meses de seguimento.
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Tais resultados podem ser hipoteticamente explicados, se for
considerado que o estadio | tem bom progndstico, portanto seria necessario
uma grande casuistica de mulheres com carcinoma neste estadio para uma
analise prognostica mais conclusiva. Neste sentido, a avaliagdo em 60 meses
possivelmente seria insuficiente para estudar-se a associagdo com fatores de

risco de recidiva.

Considerando-se que as mulheres no estadio Il tiveram risco 2,2 vezes
maior de recidiva aos 60 meses e que o risco de recidiva devido a proteina p53
€ 2,6 vezes maior neste estadio, pode-se dizer que o risco de recidiva pela
proteina p53 € maior do que o risco de recidiva pelo estadio Il. Isto poderia
explicar a associagdo com o mau prognostico nestas mulheres. Em
contrapartida, no estadio Ill os tumores associam-se ao mau progndstico, pois o
risco de recidiva é 3,3 vezes maior aos 60 meses, o qual supera o risco de
recidiva inerente a proteina p53. Pode ser que nos tumores clinicamente
avancgados, exista a associagao desta proteina com o mau progndstico, porém

esta associacdo tenha sido mascarada pela prépria doenca.

Da mesma maneira, a analise que considerou somente aquelas mulheres
que tiveram controle clinico da doenga pés-tratamento, ou seja obtiveram cura
clinica ou resposta clinica total ao tratamento, mostrou que a proteina c-myc
tem associagao prognostica com o menor intervalo livre de doenga e com o
maior risco de recidiva, para os 12 primeiros meses de seguimento. Esta

analise foi feita com o objetivo de excluir as mulheres que morreram durante o
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tratamento, ou que, por motivos variados, ndo terminaram o mesmo, ou ainda

aquelas que terminaram o tratamento com doenga residual ou em progressao.

5.1. Expressao protéica de p53

Ha alguns estudos que demonstraram associagdo progndstica com
carcinoma invasivo. NAKANO et al. (1996), em Osaka, Japao, analisaram 52
mulheres com CEC, entre os estadios | a IV, encontraram 82% de positividade
para a proteina p53 e concluiram que o prognostico foi pior nas mulheres com
expresséao positiva. Todavia, este mesmo grupo, trés anos antes, publicou outro
estudo com 192 mulheres no estadio Ill, encontraram 26% de positividade e
nao mostraram associagdo prognostica (OKA, NAKANO, ARAI, 1993).

Aparentemente, trata-se de duas populagdes de estudo diferentes.

TSUDA et al. (1995), em Chiba, Japdo, estudaram 26 mulheres com
adenocarcinoma do colo uterino, estadio | a IV e concluiram que a proteina p53
e a auséncia de HPV foram indicadores de prognostico ruim. UCHIYAMA et al.
(1997), em Asahikawa, Japao, estudaram 25 mulheres com adenocarcinoma e
sete com carcinoma adeno-escamoso e também encontraram que as mulheres
com HPV negativo e com proteina p53 positiva tiveram pior prognéstico. O
percentual de HPV positivo foi de 34% e a proteina p53 foi detectada em 34%

dos tumores. Todavia, este dois estudos ndo incluiram CEC.

Ja se admite que a maioria dos tumores de colo uterino associam-se ao

HPV (WALBOOMERS, 1999). Assim, a menor deteccdo de HPV observada em
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muitos estudos pode ser devido a utilizagado de técnicas n&o tao precisas. Pode-
se supor também que a analise para HPV tenha sido realizada em blocos
arquivados em parafina, o que poderia ter dificultado a sua detecgao devido a dano
do DNA causado pelo processamento histologico. Portanto, os estudos com baixo

percentual de deteccao de HPV devem ser examinados com maior cautela.

Ha varios estudos na literatura que ndo demonstraram o valor prognostico
da proteina p53, o que assemelha-se a analise do presente estudo quando
analisou-se os resultados sem estratificagcao por estadio clinico. KAINZ et al.
(1995), em Viena, Austria, estudaram 109 mulheres portadoras de CEC,
distribuidas respectivamente em 52, 13 e 44 nos estadios Ib, lla e llb, das quais
20% tinham proteina p53 positiva. HUNT et al. (1996), em Manchester,
Inglaterra, estudaram 83 mulheres com CEC, adenocarcinoma e carcinoma
adeno-escamoso, estadios Ib e lla e detectaram proteina p53 em 17,1% dos

Casos.

Ainda, EBARA et al. (1996), em Gunma, Japao, estudaram 46 mulheres
com CEC estadio lllb, nas quais a positividade para a proteina p53 foi 63%.
SKOMEDAL et al. (1999), em Oslo, Noruega, analisaram 74 mulheres com
carcinoma invasor para a detecgdo de varias proteinas reguladoras do ciclo
celular, das quais a proteina p53 foi detectada em 55% dos casos. BREMER et
al. (1995), em Limberg, Holanda, analisaram 156 mulheres, sendo 116 nos
estadios Ib e lla e 40 nos estadios llb, Ill e IV e a proteina p53 foi detectada em
60,9% casos. Todos estes estudos também n&o mostraram associagao

progndstica da proteina p53.
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Também existem citagdes na literatura sobre a associagéo da proteina p53
com o0 mau prognéstico em outros tumores ginecoldgicos. Demonstrou-se tal
associagcao com o adenocarcinoma de endométrio (ROSE, 1996) e com o CEC
de vulva (PILOTTI, D’PAMATO, DELLA TORRE, 1995). Com relagdo a tumores
nao ginecoldgicos, pode-se citar que a proteina p53 associou-se ao mau
prognéstico em carcinoma de bexiga (GLICK, HOWELL, DEVEREWHITE,
1996), e ao carcinoma colo-retal (HOUBIERS, VAN-DER BURG, VAN DE

WATERING, 1995).

No entanto, deve-se enfatizar que detectar a expressao protéica de p53,
pela técnica de imuno-histoquimica, nao significa que o gene p53 esteja
mutado. Inicialmente admitia-se que detectar a proteina correspondia a detectar
a expressao protéica do gene mutado (BREMER et al., 1995; KAINZ et al.,
1995). No entanto, esta hipdtese foi mostrando-se falsa a medida que novas
tecnologias para estudo de DNA tornaram-se disponiveis, ampliando o
conhecimento sobre as mutagbes do proprio gene p53. Novos estudos foram
realizados e novas hipoteses foram formuladas na tentativa de associarem-se

grupos de mutagdes deste gene com a sua expressao protéica correspondente.

Pode-se citar alguns estudos realizados com este objetivo. Na
Philadelphia, Estados Unidos, onde se estudou 21 mulheres com
adenocarcinoma de colo uterino e vagina, relacionou-se a detecg¢ao da proteina
p53 em 67% delas com possiveis mutagdes nos exons 4 a 10. No entanto néo
foram identificadas mutagbes do gene p53 em nenhum destes casos

(WAGGONER et al., 1996). Em Nova York, Estados Unidos, onde se estudou
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132 mulheres com CEC, adenocarcinoma e carcinoma adeno-escamoso, nos
estadios Ib e lla. A proteina p53 foi detectada em 44% casos, dos quais apenas

um (1,7%) mostrou mutagao no exon 8 do gene p53 (BENJAMIN et al., 1996).

Ainda, em Pavia, Italia, observaram-se 74 mulheres com adenocarcinoma,
e detectou-se mutagdo no gene p53 com alteragdo dos pares de nucleotideos,
guanina: citosina para arginina: tiamina, em 13,5% dos casos, porém sem
associagao prognéstica, apos ajustamento das variaveis confundidoras (TENTI
et al., 1998). Em Oslo, Noruega, estudou-se em 19 mulheres com carcinoma de
colo uterino associados a HPV, nos quais detectou-se elevada expressdo da
proteina p53 associada a 42% de mutagdes no gene p53 (HELLAND et al.,
1998). Pode-se inferir que a auséncia de mutagdées no gene significaria que a
atividade supressora do gene p53 esta funcionando e esta hipétese cria uma
associacao paradoxal com a detecg¢ao da proteina p53 pela imuno-histoquimica,

o desenvolvimento do carcinoma e o seu prognaostico.

Varios pesquisadores tém se manifestado no sentido de que a detecgao
da expressao protéica de p53 deve ser analisada paralelamente a deteccao de
mutagcdes no gene p53. Desta maneira, em 1990, a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC) Organizagdo Mundial de Saude (WHO), na Franga,
iniciou um banco de dados de mutagdes somaticas do gene p53, reunindo os
resultados sobre o sequenciamento dos 11 exons do gene p53. Ja foram
descritas mais de 8.000 mutagdes e 90% destas estariam no core dominante,

ou seja, entre os exons 5 a 8 (IARC, 1998).
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Acredita-se que exista um polimorfismo no gene p53, o qual tornaria o
seu produto protéico mais susceptivel a degradagcao pelo E6 do HPV. Este
polimorfismo foi descrito no codon 72, no qual haveria troca do aminoacido
prolina por arginina, que é mais susceptivel a degradacdo. Quando foram
analisados os alelos em tumores associados ao HPV, comparando-se com a
populagdo em geral, notou-se que os individuos portadores do gene p53
homozigoto com arginina na posi¢do 72 tinham um risco 7 vezes maior de
desenvolver infe¢ao por HPV oncogénico (STOREY et al., 1998). Entretanto, ndo

ha informacgdes sobre a associagdo deste polimorfismo com o progndstico do CEC.

O presente estudo também analisou a associagao da expressao protéica
de p53 com o prognéstico, apenas aquelas mulheres que apds o tratamento
obtiveram controle clinico da doenca, mas os resultados ndo mostram
associagao com o prognostico. No entanto ha relatos na literatura sobre o fato
de alguns tumores malignos associados a detecgdao de proteina p53
apresentarem menor sensibilidade a radioterapia (SILES, VILLALOBOS,

VALENZUELA, 1996) e a quimioterapia (NEUBAUER et al., 1996).

5.2. Expressao protéica de c-myc

Ja foi descrita a associagdo da proteina c-myc com o mau prognostico do
carcinoma de colo uterino, mais especificamente com relagdo a progressao
tumoral. Sabe-se que as mulheres com proteina c-myc positiva tem maior risco

de recidiva e metastases a distancia. Esta hipotese é compativel com o
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conhecimento sobre o papel regulador do gene c-myc, pois quando esta
mutado, exerce a fungcdo de oncogene e permite a expansao de clones de
células tumorais, como descrito anteriormente. Portanto seria esperado que a
detecgdo da proteina c-myc estivesse associada a pior sobrevida livre de

doenca.

BAKER (1994) comenta que a proteina c-myc € muito susceptivel a
degradacdo e que os espécimes tissulares para analise imuno-histoquimica
devem ser imediatamente fixados. Varios pesquisadores do Instituto Gustave
Roussy, em Villejuif, Franga estudaram 93 espécimes de tecido tumoral frescos
e demonstraram que a proteina c-myc associou-se a maior agressividade,
menor sobrevida e maior risco de recidiva do carcinoma de colo uterino (RIOU,
1988; BOURHIS et al., 1990). Segundo RIOU et al. (1990), mesmo nas
mulheres com linfonodos negativos com proteina c-myc positiva houve maior
risco de recidiva da doenga. SOWANI et al. (1989), no Reino Unido,
acreditavam que as mulheres com proteina c-myc positiva tinham maior

probabilidade de desenvolver doencga extra pélvica.

Resultados mostrando mau progndstico também repetiram-se quando
foram estudados outros tumores ndo associados ao HPV. Pode-se citar um
estudo realizado em mulheres com carcinoma de mama (ITO, YOSHIMOTO,
IWASE, 1995). Também ja foi descrita a associacdo da proteina c-myc em
tumores nao ginecoldgicos, que mostraram mau prognostico apds o tratamento,

como em melanoma (LEONETTI et al., 1999), em Sarcoma de Ewing
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(SOLLAZZO et al., 1999) e em carcinoma de bexiga (KUBOTA, MIYAMOTO,

NOGUCHI, 1995).

No entanto, acredita-se que da mesma forma que as mutagbes no gene
p53, aquelas no gene c-myc devem ser relacionadas com a correspondente
expressao protéica. A proteina c-myc, quando codificada pelo gene normal, tem
vida média de minutos e ndo pode ser detectada por método de imuno-
histoquimica (GODWIN et al, 1997). Assim, poderia ser esperado que, se 0
gene c-myc esta mutado, a respectiva proteina possa ser detectada, no entanto

parece que esta inferéncia nem sempre seria verdadeira.

Um estudo realizado em Oxford, Reino Unido em mulheres com CEC
estadios | e Il, pesquisou a proteina c-myc em 57 casos e alteragbes do exon 1
do gene c-myc em 40 casos. Observou-se correlagdo entre a detecgao da
proteina e mutacdes do gene c-myc em apenas 7,5% das mulheres (O'LEARY

et al., 1997).

Por outro lado, alguns estudos ndo mostraram associagao prognéstica da
proteina c-myc com o prognéstico apds o tratamento. SYMONDS et al. (1992),
em Glasgow, Reino Unido, avaliaram 55 mulheres nos estadios Ill e 1V,
submetidas a quimioterapia neoadjuvante a radioterapia. Entre outros
oncogenes, a proteina de c-myc foi positiva em 45% dos casos. BREWER et al.
(1996) também ndo encontraram associagao prognéstica quando estudaram 66
mulheres na Califérnia, Estados Unidos, entre os estadios la e lla, tratadas

cirurgicamente e alguns casos avangados, tratadas com quimioterapia
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neoadjuvante e cirurgia. Entre outros oncogenes, a proteina de c-myc foi
detectada em 21% de 52 mulheres. POLISCHAUK et al. (1997), em Estocolmo,
Suiga, analisaram 70 mulheres com CEC estadios Il e lll, submetidas a

radioterapia e obtiveram o mesmo resultado.

5.3. Faixa etaria e tempo de atividade sexual

Com o intuito de analisar os fatores progndsticos para o carcinoma de
colo uterino num contexto geral, o presente estudo considera a faixa etaria da
mulher e tempo de atividade sexual como variaveis de trajetoria prognostica. A
frequéncia da proteina p53 foi maior nas mulheres mais jovens, o que pode
sugerir evolugdo mais rapida e maior agressividade do CEC. Portanto, estas
mulheres teriam prognostico ruim (CARMICHAEL et al; 1986). No entanto ha
estudos que ndo demonstraram associacdo da proteina p53 com a faixa etaria

da mulher (TENTI et al., 1998; SAITO, HOSHIAI, NODA, 2000).

A frequéncia da proteina c-myc foi maior nas mulheres com menor tempo
de atividade sexual. Pode-se inferir também que o tempo de atividade sexual,
poderia indicar indiretamente para o periodo de laténcia e evolugdo do
carcinoma de colo uterino (ZEFERINO, 1994). Admitindo-se que o HPV de alto
risco oncogénico tenha infectado a mulher através da relagdo sexual, a idade
ao primeiro coito poderia ser um marco do inicio do processo carcinogénico no

epitélio cervical.
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Assim, deste marco até o momento do diagndstico, poder-se-ia estimar o
periodo de evolugdo da doenca, incluindo a laténcia e a carcinogénese. E 6bvio
que esta medida indireta ndo pode precisar a carga viral recebida pelo epitélio
cervical, tampouco leva em conta outros fatores facilitadores da carcinogénese.
Mas, se a mulher tem menor periodo de laténcia até o surgimento de formas
clinicas do cancer, pode-se supor que a doenga é mais agressiva, evolui

rapidamente e também tem progndstico ruim.

5.4. Consideragoes gerais

Na tentativa de explicar a grande variabilidade entre os estudos
apresentados anteriormente, em relagao a detecgao da expresséao protéica de
p53 e de c-myc com o presente estudo, deve-se reportar as condigbes em que
as analises foram realizadas. Inicialmente pode-se considerar que muitos
destes estudos foram realizados com amostras de pequeno tamanho, que
possivelmente ndo atenderiam a uma analise adequada para prognostico. Isto é
esperado em paises desenvolvidos com boa cobertura para rastreamento
precoce do carcinoma de colo uterino, pois 0 numero de formas clinicas da

doenca é pequeno.

Além disso deve-se destacar que algumas analises incluiram mulheres com
adenocarcinoma ou em carcinoma adeno-escamoso de colo uterino.
Relembrando, estes tipos histologicos, em geral, sdo menos frequente, tem

evolugdo mais rapida e sdo mais agressivos quando comparado ao CEC (FIGO,
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1998). Desta maneira, seria esperado que estas mulheres tenham mau
prognostico inerente a prépria doenga, o que poderia mascarar, de certa forma,

o possivel valor prognostico das proteinas p53 e c-myc.

Outro ponto a ser considerado é que muitos destes estudos foram
realizados em mulheres principalmente no estadio | do carcinoma de colo
uterino. Com ja foi dito anteriormente, a analise de fatores progndsticos também
poderia ter sido mais restrita a casos com mau progndstico, selecionados pela
agdes preventivas, o que dificultaria, também, demonstrar o valor progndéstico

das proteinas p53 e c-myc.

O presente estudo foi desenvolvido na populacdo feminina brasileira a
qual ndo submete-se ao exame de Papanicolaou rotineiramente, como dito
anteriormente, ou tem dificuldade de acesso aos servigos de saude, de modo que
o0 numero de casos nos estadios Ill € o mais prevalente em relacdo aos outros
estadios. Os percentuais dos estadios I, Il e Illl foram crescentes, quase que
mostrando-se tal qual a histéria natural da doenca. Isto reflete de forma direta
0s programas de rastreamento para o carcinoma de colo uterino realizados na
década de 80. Nesta época, estimou-se que a cobertura destes programas foi
de 2% em ambito nacional, chegando a 10% em grandes cidades como S&o

Paulo e Rio de Janeiro (AQUINO et al., 1986).

Outro ponto relevante a ser esclarecido é sobre o tipo de fixagdo que o
tecido tumoral foi submetido antes de ser processado pelo método de imuno-

histoquimica. Um estudo realizado em Kuopio, Finlandia, analisou amostras de
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6 carcinomas de mama, 2 de vulva e 2 CEC de pulmdo. Quando o tecido foi
congelado, a detecgéo da proteina c-myc, foi de 50%, mas quando o tecido foi
fixado em formalina a proteina c-myc foi detectada somente em 20% dos casos
(TERVAHAUTA et al., 1992). No entanto deve-se ressaltar que o numero de
pacientes estudadas foi muito pequeno, o que poderia explicar a baixa
frequéncia de casos detectados em tecidos fixados. O presente estudo utilizou
tecido fixado em formalina e arquivado em blocos de parafina, o que poderia ter

limitado a deteccao da expressao das proteinas.

Também pode-se citar a variabilidade de anticorpos para imuno-
histoquimica disponiveis no mercado e que foram utilizados nos diferentes
estudos cujos resultados foram discutidos acima. Um estudo mostrou que o
anticorpo monoclonal p53-DO7 detectou mais de 50% de casos positivos da
proteina p53 e esta deteccdo foi maior do que aquela pelo anticorpo p53-1801
(LAMBKIN et al., 1994). Tal detecgédo poderia ter sido prejudicada, conforme o
tipo de anticorpos utilizados, o que também poderia explicar a diversidade de

alguns resultados demonstrados por diferentes autores.

5.5. Consideragodes finais

O presente estudo ndo tem a pretensao de propor nenhum novo método
de rastreamento das mulheres com maior risco para recidiva da doencga. A rigor,
ainda ndo ha indicagao de uso na pratica clinica, da detecgcao através da imuno-

histoquimica das proteinas p53 e c-myc, como ocorre com a maioria do

Discussdo 63



conhecimento disponivel em biologia molecular. Ainda que possamos identificar
mulheres com maior risco de recidiva, através destes marcadores biologicos, as
intervencdes terapéuticas possiveis ndo representariam melhora do prognaostico.
Talvez pudéssemos diminuir o intervalo de seguimento destas mulheres,
enquanto aguarda-se que a terapia molecular, a nivel de genes supressores e
oncogenes, possa ter alguma aplicagao clinica efetiva no controle do carcinoma

invasivo do colo uterino.
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6. Corectisdes

A frequéncia da expressao protéica de p53 e c-myc é de 35% e 40%,

respectivamente.

As mulheres mais jovens e com menor tempo de atividade sexual tém maior
frequéncia das proteinas p53 e c-myc, respectivamente, o que sugere maior

agressividade do carcinoma de colo uterino.

A expressao protéica de p53 associa-se ao mau prognostico nas mulheres
no estadio Il, aumentando o risco de recidiva nos primeiros 12 meses de

seguimento.

A expressao protéica de c-myc associa-se ao mau prognéstico nas
mulheres com controle clinico da doenca pods-tratamento, aumentando o

risco de recidiva nos primeiros 12 meses de seguimento.

65

Conclusées



/. fm&g/

Some researchers studied p53 and c-myc protein expression as
prognostic factor in cervical cancer, but the most of these studies were
performed in developed countries, where there are more efficient screening
programs and the preventive actions may select aggressive forms of disease.
This study intended to determine the prognostic value of p53 and c-myc protein
among Brazilian women with cervical squamous cell carcinoma. It was a cohort
study, which accepted 80% power, Cl 95% and admitted 220 women, from 1992
to 1994, diagnosed as FIGO stage Ib to Il and followed at 5 years. The paraffin-
embedded tissue was processed by immunohistochemistry for p53 (Dako DO07)
and c-myc (Santa Cruz Biotechnology MX 9E10). Statistical analysis used
Cochran-Armitage test, Kaplan-Meier method with Wilcoxon or log-rank test and
Cox’s proportional hazard model. The age of women ranged from 25 to 89 years
old (mean 53.4) and the carcinoma was diagnosed as 22%, 28% and 50%, on
stage |, Il and lll respectively. There was inverse tendency between age strata

and p53 protein (p=0.03) and between sexual intercourse interval and c-myc
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protein (p=0.03) The p53 protein was detected in 35% of women and c-myc in
40% of them. There was shorter disease free survival in women in stage Il of
disease with p53 protein (p<0.01) and higher risk of relapse HR 2.6 (Cl 1.1-6.2)
among 0 to 12 months (p=0.02). There was shorter disease free survival in
women after clinical outcome with c-myc protein (p<0.01) and higher risk of
relapse HR 2.1 (Cl 1.1-3.9) among 0 to 12 months (p=0.02). Protein expression
of p53 is associated with poor prognosis only in stage Il and protein expression

of c-myc is associated only after clinical outcome.
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10.  peoros

ANEXO 1
FICHA CLINICA

Secao | — Dados clinicos

N[0 .41 TSR Nel_ |||

Ano |__|_| Estadio |

Prontuario |__|__ ||| |_|-]__ Hospital [_1_| CAISM
|_2_| HMLMB

1 - Dados do diagnéstico inicial

Data| | | | | més/ano

Idade |_|__| anos Coitarca|__|__| anos Laténcia | | | anos

Diagnostico hiStOlOGICO. .......cviiiiiiiiiiiiiee e

Grau de diferenciagao celular: G1|__| G2 |_| G3|_|

Laboratorio de AP:...... ... Bidpsian®......ccccoeeeeeiiiiinnnnnn.

2 - Tratamento oncolégico inicial (em qualquer seqiiéncia ou inversa)

|_1_| sim |_2_ | ndo (PASSE A 4)

a) Cirurgia ou cone: data| | | | __|més/ano

Invasao ganglionar | 1 | sim |_ 2 | nao
b) Cirurgia e radioterapia: data|_|_|__|__| més/ano

Invasdo ganglionar |_1_| sim |_2 | ndo
c) Quimioterapia e cirurgia: data| | | | _| més/ano

Invasao ganglionar |_1_| sim |_2 | ndo
d) Quimioterapia e radioterapia: data|__|__| | __| més/ano

e) Radioterapia exclusiva: data| | | | __| més/ano

|_1_|>7.000CGY |_2 | <7.000 CGY

3 - Resposta ao tratamento (avaliagdo apds 30 dias)
a) Dados clinicos:
a.1) Boa
a.2) Ruim

1
2

|_1_| sem evidéncia de doencga
|_2_| doenca residual ou progressao
|_3_| metastase pélvica
|_4 | metastase a distancia

a.3) Abandono |_5_ | ndo retornou a consulta (PASSE A 6)
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4 - Recidiva/metastase

a) Data|__|_|_|__| més/ano
b) Dados clinicos:
|_2 | recidiva local
|_3_| metastase pélvica
|_4_| metastase a distancia

5 - Obito
a)Data|__|_| | | més/ano
b) Dados: | morte por outras causas

4|
|_5_|

6 — Abandono - data da ultima consulta no servigo
a)Data|_| | | | més/ano

morte pela doenca

7 - Dados ao 5 ano de seguimento
a) Dados clinicos:
|_1_| sem evidéncia de doenca
|_2_| recidiva local
|_3_| metastase pélvica
|_4 | metastase a distancia
|_5_| morte
|_6_| abandonou o seguimento

8- Sobrevida
a) Livre de doenga: |__|__| meses
b) Total: |__|__| meses

Secao Il - Ficha laboratorial
Ne ||

1- Confirmagao do diagnéstico histolégico

Grau de diferenciagao celular: G1|__| G2 |_|
Invasao vascular [_1_| sim |_ 2 | nao
Invasao linfaticos [_1_| sim |_2_| ndo

2- Diagnoésticos associados

p53: |_1_| presente
|_2 | ausente
c-myc: |_1_| presente
|_2 | ausente
@ o 3SR

G3|_|
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ANEXO 2 — BANCO DE DADOS

. RECIDIVA/METASTASE/ TUMOR| ABAN-| OBITOPOR  |SOBREVIDA EM 5
DIAGNOSTICO TRATAMENTO RESIDUAL DONO DOENCA ANOS
N | EST. (1) recidiva (1)6bito PS3 |C-Mve
DATA |IDADE| TAS |TIPO|RT| DATA RESPy() °°C' DATA DADO TRAT | DATA | (2000 | DATA DADO SLD | ST
1 [ 1b |Mar92 38 24 | 2 . . 0 Mar92| 0 6 0 0 | 3+ | 1+
2 | 1b |Fev-92 40 25 | 1a Abr-92 1 0 . 0 1 60 60| 0 | 1+
3| 2b |Mai-92 49 31 | 1e Abr-93 1 0 Ago-95| 0 6 28 40| 0 | 3+
4 | 3a |Jan92 67 35 | 1e Fev-92 1 0 . . . . 0 . 1 60 60| 0 | O
5| 2b |Abr-92 33 20 | 1e Nov-92 4 1 Nov-92 4 2 . 1 Out93| 5 4 18| 0 | 0
6 | 2b |[Mai-92 57 39 | 1e Mar-93 1 0 Mar-93| 0 6 0 12| 0 | 3+
7 | 2a |Jun92 54 18 | 1b Nov-92 1 0 0 1 60 60| 0 | 1+
8 | 2b |Fev-92 64 47 | 1e Abr-92 1 0 . . . 0 1 60 60| 0 | O
9 | 2a |Out-92 35 17 | 1b Mar-93 2 1 Mar93 2 1 0 1 0 60| 2+ | 0
10 | 2a |Dez-92 34 18 | 1b Fev-93 1 0 . . 0 . 1 60 60| 0 | O
11| 2b [Mar92 75 58 | 1b Mai-92 1 1 Mar95 4 1 Ju95| 5 34 40| 0 | 0
12| 3b |Mai-92 58 40 | 1e Mar-93 4 1 Mar93 4 2 1 Ju93| 5 0 14| 0 | 0
13| 1b |Mai-92 42 22 | 1a Ago-92 1 1 Set96 4 1 0 . 1 49 60| 0 | 2+
14 | 3b |Ago-92 67 51 | 1e Ago-92 4 1 Fev-92 4 1 Ago92| 5 0 0| 0 | 1+
15| 1b |Jun-92 60 40 | 1b Set-92 1 0 . . . 0 . 1 60 60| 0 | O
16 | 1b | Set-92 35 20 | 1a Set92 1 1 Mar97 3 2 0 3 5 60| 0 | 0
17 | 3b |Nov-92 47 31 | 1e Jul-93 1 1 Mar94 3 2 0 1 8 60| 3+ | 1+
18 | 3b |Mai-92 68 52 | 1e Jun-93 1 0 . 0 1 60 60| 3+ | O
19| 1b |Fev-92 74 47 | 1e Mar-93 1 0 . . out93| o . 6 7 20| 0 | 0
20| 3b |Jan-92 59 45 | 1e Mai-92 1 1 Abr94 3 | 1 Jun94| 5 23 29| 2+ | 0
21| 1b |Jan-92 44 31 | 1e Ago-92 1 1 out92 3 2 1 Fev93| 5 2 13| 0 | 1+
22| 2b [Jan-92 37 18 | 1e Abr-92 1 1 Abr94 4 2 . 0 1 27 60| 1+ | 0
23| 3b |Jan-92 74 40 | 1e Mai-92 1 0 . . Nov-95| 0 . 6 43 47| 0 | 0
24| 3b |Jan-92 25 11 | 1e Fev-92 3 1 Fev-92 3 1 Mai-92| 5 0 4| 0 | 0
25| 2b |Jan-92 38 22 | 1e Mai-92 1 1 Mai-94 4 1 Mai94| 5 24 28| 2+ | 1+
26| 2b |Jan-92 32 16 | 1e Mai-92 1 0 0 1 60 60| 0 | O
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27 | 3b |Fev-92 60 46 | 1e Fev-93 1 1 Nov-94 4 1 Nov-94| 5 21 33 | 1+ 1+
28 | 3b |Fev-92 42 27 | 1d Mar-93 1 1 Abr-94 3 1 Abr-94 | 5 13 26 | 1+ 0
29 | 3b |Fev-92 61 45 | 2 . : 1 Fev-92 3 1 Fev-92| 5 0 0 0 1+
30| 1b |Jan-92 57 41 | 1a Fev-92 1 0 0 1 60 60 0 0
31| 3b |Fev-92 42 25 | 1e Jul-92 1 0 . : 0 . 1 60 60 | 3+ 0
32| 3b [Mar-92 43 25 | 1e Mar-92 3 1 Mar-92 3 1 Set-92 | 5 0 6 0 0
33| 3b |[Fev-92 65 48 | 1e Mar-93 1 1 Mai-93 3 1 Dez-93| 5 2 34 0 0
34| 2b |Abr-92 56 40 | 1e Dez-92 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 1+
35| 3b |[Abr-92 64 42 | 1e Jul-92 4 1 Jul-92 4 1 Out-92| 5 0 3 1+ 0
36 | 1b [Mar-92 43 27 | 1a Abr-92 1 1 Abr-96 4 0 . 1 48 60 0 1+
37 | 3b |Mai-92 68 40 | 1e Jul-92 1 1 Nov-92 3 1 Fev-93| 5 4 9 0 0
38 | 2b |Mai-92 41 21 | 1e Jan-93 1 1 Abr-93 2 1 Out-93| 5 3 17 | 1+ 1+
39| 3b [Mai-92 60 43 | 1e Mar-93 3 1 Mar-93 3 1 Mar-93| 5 0 10| 1+ 0
40| 3b |Jun-92 62 43 | 1e Dez-92 1 1 Dez-93 3 1 Dez-93| 5 12 18 0 0
41| 2b |Jun-92 64 35 | 1e Dez-92 1 0 . 0 1 60 60 0 1+
42| 3b |Jun-92 68 53 | 1e Nov-92 1 0 : . Nov-92 0 . 6 0 5 0 0
43| 3b |Mai-92 65 44 | 1e Out-92 1 1 Mar-93 2 . 1 Nov-93| 5 5 18 | 1+ 0
44 | 3b | Jul-92 42 25| 2 . . 1 Jul-92 . Jul-92 1 Jul-92 | 5 0 0 0 0
45| 3b | Jul-92 72 57 | 1e Nov-92 1 1 Mai-93 3 . 1 Mai-93 | 5 7 10 0 0
46 | 2a |[Mai-92 58 43 | 1b Nov-92 5 0 Nov-92 0 6 0 6 2+ 0
47 | 1b |Abr-92 48 30 | 1a Ago-92 5 0 Ago-92 0 6 0 4 1+ 0
48 | 1b |Jun-92 36 24 | 1a Ago-92 1 0 : . . 0 . 1 60 60 0 0
49 | 2b |Ago-92 47 31 | 1d Fev-93 1 1 Maio-93 2 1 Dez-93| 5 3 16 | 1+ 1+
50 | 3a |Ago-92 74 57 | 1e Jun-93 1 0 . 0 . 1 60 60 0 1+
51| 3b | Set-92 67 53 | 2 . . 1 Set-92 . 1 Set-92 | 5 0 0 1+ 0
52 | 1b | Set-92 63 37 | 1e Dez-92 3 1 Dez-92 3 1 Dez-92| 5 0 3 0 0
53 | 3b | Set-92 38 22 | 1e Fev-93 2 1 Fev-93 2 1 Out-93| 5 0 13 0 0
54 | 1b |[Ago-92 49 31 | 1a Set-92 1 1 Set-96 4 0 : 1 48 60 | 1+ 0
55| 3b |Out-92 67 50 | 2 . : 1 Out-92 3 1 Out-93| 5 0 0 0 1+
56 | 2a |[Nov-92 58 45 | 1e Dez-92 1 1 Jul-95 2 0 : 1 31 60 | 1+ 0
57 | 2b |Out-92 48 31 | 1e Abr-93 3 1 Abr-93 3 1 Set-93 | 5 o 11 1+ 0
58 | 3b [Nov-92 54 38 | 1e Ago-93 4 1 Ago-93 4 1 Set-93 | 5 0 10| 1+ 1+
59| 2b [Jun-92 48 25 | 1e Dez-92 1 1 Jun-93 3 1 Ago-93| 5 6 14 | 1+ 2+
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60 | 3b |[Dez-92 49 34 | 1d Fev-93 1 1 Maio-93 3 1 Set-93 | 5 3 9 0 1+
61| 3b |[Dez-92 36 20 | 2 . : 1 Dez-92 3 1 Dez-92| 5 0 0 0 1+
62 | 3b [Dez-92 56 39 | 1e Out-93 1 1 Ago-97 3 1 Ago-97| 5 46 56 0 0
63| 2b [ Jun-92 61 47 | 1b Jan-95 1 1 Mai-95 3 1 Out-95| 5 4 40 0 0
64 | 2b | Set-92 56 32 | 1e Jun-93 1 1 Set-93 3 1 Dez-93| 5 3 15 0 1+
65| 2b [Mai-93 39 19 | 1b . Ago-93 1 1 Abr-94 2 1 Dez-94| 5 8 19 | 1+ 2+
66 | 2b [Jan-93 58 43 | 1e 1 Mai-93 1 0 : . 0 : 1 60 60 0 0
67 | 1b [Dez-92 30 16 | 1b Jan-93 1 1 Mai-93 4 1 Nov-93| 5 4 11 1+ 1+
68 | 3b |Jan-93 60 44 | 2 . . : 1 Jan-93 3 1 Jan-93| 5 0 0 0 0
69 | 3b [Jan-93 82 65| 1e 2 Jun93 3 1 Jun-93 3 1 Jun-93| 5 0 5 0 1+
70 | 2b |Jan-93 71 59 | 1e 1 Ago-93 1 1 Abr-96 3 1 Abr-96| 5 32 39 0 0
71| 3b |[Abr-93 83 37 | 1e 1 Set-93 1 0 0 1 60 60 0 1+
72 | 3b |Fev-93 78 62 | 1e 1 Jun-93 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 0
73| 2b |Fev-93 42 25 | 1e 1 Jun-93 1 1 Jul-94 2 1 Jan-95| 5 13 23 0 1+
74| 3b |Jan-93 73 43 | 2 . . : 1 Jan-93 3 1 Jan-93| 5 0 0 0 2+
75| 3b |Fev-93 35 18 | 1e 1 Jun-93 2 1 Jun-93 2 1 Dez-97| 5 0 58 0 0
76 | 1b | Jul-93 40 21 | 1a . Ago-93 1 0 : . 0 : 1 60 60 0 0
77 | 2b |Ago-93 40 25 | 1e 1 Mar-94 1 1 Set-94 3 1 Set-94 | 5 6 13 | 1+ 2+
78 | 3b |[Mar-93 58 42 | 1d Jun-93 5 1 Jun-93 4 1 Jun-93| 5 0 3 0 0
79| 3b |[Mar-93 43 25 | 2 . . : 1 Mar-93 3 1 Mar-93| 5 0 0 0 0
80| 2b [Mar-93 60 40 | 1e 1 Ago-93 1 0 0 1 60 60 0 0
81| 1b [Mar-93 34 17 | 1a Mar-93 1 0 . 0 1 60 60 | 1+ 0
82| 2b |[Mar-93 44 32| 2 . : 0 Mar-93 0 6 0 0 0 0
83| 1b |Ago-93 40 21 | 1a . Set93 1 0 . : Maio-95 0 : 1 60 60 0 0
84| 2b [Mar-93 54 33 | 1e 1 Out93 1 1 Out-97 3 1 Out-97| 5 48 55 0 0
85| 2b [Abr-93 47 26 | 1e 1 Out93 3 1 Out-93 3 1 Nov-93| 5 0 7 0 0
86| 3b [Abr-93 63 43 | 1e 1 Nov-93 1 0 : : 0 . 1 60 60 | 1+ 0
87| 3b [Mar-93 52 31 | 1b Abr-93 1 1 Mai-95 4 . 1 Ju-97 | 5 25 52 0 1+
88 | 1b [Dez-92 49 37 | 1a Jan-93 1 0 Maio-93 0 6 4 5 0 0
89| 2b [Jan-93 64 48 | 1b Out-93 1 0 . : Maio-95 0 . 6 19 28 0 0
90 | 2b |Nov-93 51 35 | 1b . Nov-93 1 1 Jan-94 2 1 Dez-94| 5 24 13 0 0
91| 3b [Mai-93 53 37 | 1e 1 Jul-93 1 0 . : 0 . 1 60 60 | 1+ 0
92| 1b [Mar-93 59 37 | 1a Mai-93 1 1 Maio-95 3 1 Jul-97 | 5 24 52 0 0
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93| 3b [Abr-93 63 48 | 1e 2 Jul-93 3 1 Jul-93 3 1 Jul-93 | 5 0 3 1+ 0
94 | 2b [Mai-93 58 43 | 1e 1 Dez-93 1 1 Ago-94 3 1 Dez-95| 5 8 31 0 1+
95| 3b |[Mai-93 56 31 | 1e 1 Set93 1 1 Mai-97 3 1 Mai-97 | 5 44 48 0 0
96 | 2b [Dez-92 66 48 | 1e 1 Fev-93 1 1 Mai-93 2 1 Nov-93| 5 3 1 1+ 0
97 | 3b [Abr-93 73 57 | 1e 2 Abr-94 1 1 Out-94 4 1 Out-94| 5 6 18 0 0
98 | 3b [Jun-93 53 34 | 1e 1 Dez-93 1 0 0 : 1 60 60 0 0
99 | 3b [Jun-93 68 49 | 1e 1 Jul-94 1 0 0 Set-94| 4 16 16 | 1+ 0
100 2b | Jul-93 68 51 | 1e 1 Jan-94 1 0 : 0 . 1 60 60 0 0
101 3b | Jul-93 67 45 | 1e 1 Set93 3 1 Set-93 3 1 Set-93 | 5 0 2 0 0
102| 2b | Jul-93 45 29 | 1e 1 Dez-93 1 1 Dez-96 3 1 Jun-97 | &5 36 47 0 0
103| 3b | Jul-93 71 56 | 1e 1 Fev-94 1 0 . 0 . 1 60 60 | 1+ 0
104| 3b | Jul-93 56 38 | 2 . . . 1 Jul-93 3 1 Jul-93 | 5 0 0 0 0
105| 2b |Ago-93 41 21 | 1e 1 Mar-94 1 1 Abr-96 4 1 Mai-96 | 5 25 33 0 0
106| 3b | Set-93 53 35| 1e 2 Mar94 4 1 Abr-94 4 1 Abr-94 | 5 1 7 1+ 0
107| 1b |Ago-93 28 13 | 1a Ago-93 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 1+
108| 3b |Ago-93 89 69 | 2 . . : 1 Ago-93 3 1 Ago-93| 5 0 0 0 0
109| 2b |Ago-93 49 33 | 1e 1 Dez-93 1 1 Abr-96 3 1 Abr-96| 5 28 32 0 0
110| 3b | Set-93 48 31 2 . . . 1 Set-93 3 1 Set-93 | 5 0 0 0 0
111| 3b [Jan-93 84 66 | 1e 1 Mai-93 1 1 Out-93 2 1 Out-93| 5 5 9 0 2+
112 2b |Jun-93 43 28 | 1b Ago-93 1 1 Abr-94 2 0 : 1 8 60 0 1+
113| 3b |Abr-93 48 30 | 2 . : 1 Abr-93 4 . 1 Mai-93 | 5 0 1 0 2+
114| 1b |Ago-93 33 18 | 1a . Set-93 1 0 : . Out-93 0 . 6 1 2 0 0
115| 3b |Abr-93 48 21 | 1e 2 Jul-93 3 1 Jul-93 3 1 Dez-93| 5 0 8 0 3+
116| 1b | Abr-93 37 19 | 1b Jun-93 1 1 Abr-96 4 1 Jun-96| 5 34 38 0 2+
117| 3b |[Out-93 52 30 | 2 . : 1 Out-93 3 . 1 Out-93| 5 0 0 0 0
118| 1b | Abr-93 41 28 | 1b . Ago-93 1 0 . : Dez-95 0 . 6 28 32| 1+ 0
119| 2b | Abr-93 61 38 | 1e 1 Jun-93 1 1 Nov-93 4 1 Nov-93| 5 5 7 0 0
120| 3b [Nov-93 57 40 | 1e 2 Jul-94 1 1 Mai-95 3 1 Mai-95| 5 14 18 0 2+
121| 2a |Ago-93 45 27 | 1b . Dez-93 1 1 Abr-94 3 1 Nov-94| 5 11 15 0 2+
122| 3b [Nov-93 37 22 | 1e 1 Jun-94 1 1 Set-94 3 1 Abr-95| 5 3 17 0 1+
123| 2b [Nov-93 38 21 | 1e 1 Jan-94 1 1 Set-97 3 1 Set-97 | 5 44 46 | 1+ 1+
124| 3b [Nov-93 60 42 | 1e 1 Abr-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 0
125| 2a |Dez-93 48 32 | 1a Jan-94 1 1 Jul-98 3 1 Set-98| 5 55 57 | 1+ 1+
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126| 2b |Dez-93 65 51 | 1e 1 Fev-94 3 1 Fev-94 3 1 Fev-94| 5 0 2 1+ 0
127| 3b [Nov-93 75 60 | 1e 1 Jun-94 1 1 Mar-95 3 1 Mar-95| 5 9 28 0 0
128| 3b [Nov-93 57 41 | 1e 2 Abr-94 1 1 Jun-94 3 . 1 Jun-94| 5 2 7 0 0
129| 3b [Nov-93 64 50 | 1e 1 Ago-94 1 0 . : Jan-96 0 . 6 17 26 0 0
130 3b |Dez-93 45 32 | 1e 1 Jul-93 2 1 Jul-94 2 . 1 Jul-95 | & 0 19| 1+ 2+
131 1b |Jun-93 43 30 | 1b . Out-93 1 0 Ago-96 0 6 34 39| 1+ 1+
132| 2b |Fev-93 53 38 | 1e 1 Jun-93 1 0 . Set-95 0 . 1 60 60 0 1+
133| 3b | Set-93 70 47 | 2 . : 1 Set-93 . 1 Set-93 | 5 0 0 2+ 0
134| 2a | Jul-93 37 18 | 1b Set-93 1 0 : . . Out-93 0 6 1 3 0 2+
135| 2b | Jul-93 43 26 | 1b Nov-93 1 1 Mar-94 3 1 . 0 1 4 60 | 2+ 3+
136 1b | Jul-93 54 36 | 1b . Jul-93 2 1 Jul-93 2 1 | Jan-97 0 : 6 0 43 | 1+ 0
137| 3b |Jan-93 65 51 | 1e 1 Mar93 3 1 Mar-93 3 1 Jan-94| 5 0 12 0 0
138 3b |[Out-93 55 40 | 1e 1 Fev-94 1 1 Jun-95 3 1 Nov-95| 5 5 25 0 2+
139| 2b |[Fev-93 50 31 | 1e 1 Mai-93 1 1 Fev-97 4 1 Fev-97| 5 45 48 0 2+
140 3b |[Nov-93 64 50 | 1e 1 Mar-94 2 1 Mar-94 2 1 Mar-94| 5 0 4 0 0
141| 3b |Dez-93 55 40 | 1e 2 Jul-94 4 1 Jul-94 4 . 1 Jul-94 | 5 0 7 1+ 0
142| 2b |Ago-93 46 27 | 1e 1 Fev-94 1 1 Abr-94 2 2 1 Jan-95| 5 2 17 0 0
143| 1b [Jun-94 50 31 | 1a . Jun-94 1 0 . . . 0 . 1 60 60 | 1+ 0
144| 3b [Jan-94 58 47 | 1e 1 Mai-94 1 1 Ago-94 3 2 1 Fev-95| 5 3 13 0 1+
145 3b |[Nov-94 56 36 | 1e 1 Set-95 1 1 Nov-98 3 . 1 Nov-98| 5 38 48 0 1+
146| 2b |Jan-94 55 33 | 2 . . : 0 Jan-94 0 6 0 0 1+ 0
147| 2b [Mar-94 69 56 | 1e 1 Jun-94 1 0 0 1 60 60 | 1+ 1+
148| 1b [Jan-94 66 40 | 1a . Fev-94 1 0 0 1 60 60 | 1+ 0
149| 3b |Fev-94 49 33 | 1e 1 Mar-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 0
150| 3b |Fev-94 77 61 2 . . : 1 Fev-94 3 1 Fev-94| 5 0 0 2+ 0
151| 3b |Mar-94 41 25 | 1e 1 Jul-94 4 1 Jul-94 4 . 1 Out-95| 5 0 19 0 0
152| 2b |Mar-94 67 52 | 2 . . : 0 Mar-94 0 6 0 0 1+ 1+
153| 2b |Mar-94 61 43 | 1e 1 Abr-94 1 0 0 1 60 60 | 1+ 0
154| 3b |[Fev-94 60 39 | 1e 1 Jul-94 1 0 0 1 60 60 | 2+ 1+
155| 3b [Mar-94 54 36 | 1e 1 Ago-94 1 0 . 0 1 60 60 0 0
156| 3b [Mar-94 72 50 | 1e 1 Ago-94 1 0 . : : Mar-96 0 : 6 19 24 0 1+
157| 3b |Mar-94 53 36 | 1b Nov-94 1 1 Jul-95 4 2 1 Mar-99| 5 8 60 0 1+
158| 1b |Fev-94 34 25 | 1a Abr-94 1 1 Jan-95 3 1 1 Abr-95| 5 9 14 0 1+
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159| 2b [Mar-94 50 35 | 1e 1 Out-94 1 1 Out-98 3 1 Mar-99| &5 48 60 0 0
160 3b |[Mar-94 45 28 | 1e 1 Jul-94 3 1 Jul-94 3 1 Out-94| 5 0 7 0 0
161| 3b |Abr-94 69 50 | 1e 1 Ago-94 1 1 Out-94 3 . 1 Out-94| 5 2 6 1+ 0
162| 3b |Abr-94 78 58 | 1e 1 Ago-94 1 0 Out-98 0 6 51 54 0 0
163| 3b |Abr-94 58 43 | 1e 1 Set-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 1+
164| 3b |Abr-94 56 36 | 1e 1 Out-94 1 1 Mar-96 3 1 Out-98| 5 17 54 0 0
165| 3b |Abr-94 74 56 | 2 . . : 1 Abr-94 3 1 Abr-94 | 5 0 0 0 1+
166| 2b |Abr-94 38 20 | 1e 1 Out-94 2 1 Out-94 2 1 Out-95| 5 0 18 | 1+ 1+
167| 1b |[Mar-94 49 32 | 1a Abr-94 1 0 0 1 60 60 | 2+ 1+
168| 1b |[Mar-94 34 18 | 1b Set-94 1 0 : 0 . 1 60 60 | 1+ 0
169| 3b | Jul-94 46 30 | 1e 2 Jul-94 4 1 Jul-94 . 1 Ago-94| 5 0 1 0 0
170| 3b [Maio-94 60 42 | 1e 1 Set-94 1 1 Mai-95 2 1 Abr-96 | 5 8 23 0 2+
171| 1b |Fev-94 53 39 | 1b Jul-94 1 0 . 0 1 60 60 0 0
172| 2b |Mai-94 67 43 | 2 0 . : Maio-94 0 . 6 0 0 1+ 1+
173| 3b | Mai-94 51 34 | 2 . : 1 Mai-94 3 1 Mai-94 | 5 0 0 1+ 1+
174| 1b |[Mar-94 30 16 | 1b Mai-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 | 1+ 0
175| 3a |Fev-94 40 25 | 2 . : 1 Fev-94 3 1 Fev-94| 5 0 0 0 1+
176| 1b |Jan-94 48 29 | 1a Fev-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 | 1+ 0
177| 1b | Abr-94 51 33 | 1b . Jun-94 1 1 Abr-95 4 1 Mai-95| 5 10 13 0 0
178| 3b |[Mai-94 59 43 | 1e 1 Mai-96 4 1 Mai-96 4 1 Mai-96 | 5 0 3 0 1+
179| 3b |Dez-93 56 36 | 1e 1 Jun-94 2 1 Jun-94 2 . 1 Mar-96| 5 0 27 0 2+
180| 3b |Jun-94 41 33 | 1e 1 Nov-94 1 0 Out-98 0 6 48 &3 | 1+ 0
181 3b |Jun-94 39 25 | 1e 1 Out-94 1 0 : . Set-97 0 . 6 35 40 0 2+
182| 3b [Jun-94 38 22 | 1e 1 Jun-95 1 1 Ago-95 3 1 Dez-95| 5 2 18 | 1+ 0
183| 3b |Jun-94 57 34 | 1e 1 Out-94 3 1 Out-94 3 1 Jul-95 | 5 0 13 0 0
184| 3b [ Jul-94 75 60 | 1e 2 Dez-94 1 0 : . 0 : 1 60 60 0 1+
185| 3b | Abr-94 41 24 | 1e 1 Jan-95 1 1 Jan-98 3 1 Ju-9%6 | 5 18 27 0 1+
186| 3b [Jun-94 53 33 | 1e 1 Mar-95 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 1+
187| 3b |[Ago-94 39 25 | 1e 1 Fev-95 1 1 Jul-95 2 1 Out-95| 5 5 14 | 1+ 1+
188| 1b | Jul-94 34 16 | 1a . Ago-94 1 0 0 1 60 60 | 1+ 0
189| 3b |Ago-94 62 44 | 1e 1 Mar-95 1 0 0 1 60 60 0 0
190 1b |Jun-94 54 34 | 1a . Jun-94 1 0 0 1 60 60 | 1+ 0
191| 3b |Ago-94 71 49 | 1e¢ 1 Abr95 1 0 0 1 60 60 0 0
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192| 1b [Mai-94 29 14 | 1a . Set-94 1 0 0 1 60 60 0 0
193| 3b | Set-94 74 53 | 1e 2 Jan-95 1 0 . . 0 . 1 60 60 0 0
194 2b | Set-94 36 18 | 1e 1 Mar95 1 1 Out-96 3 1 Out-96| 5 19 25 | 2+ 0
195| 3b | Set-94 77 58 | 1e 1 Fev-95 2 1 Fev-95 2 . 1 Out-96| 5 0 25 0 0
196| 1b |Jan-94 43 23 | 1b Mar-94 1 0 : . Mar-94 0 . 6 0 3 1+ 1+
197| 3b |Ago-94 70 54 | 2 . . : 1 Ago-94 3 1 Ago-94| 5 0 0 2+ 1+
198| 2b | Set-94 62 43 | 1e 1 Fev-95 1 1 Mai-96 4 1 Dez-96| 5 15 27 0 1+
199| 1b |Ago-94 39 23 | 1a . Set-94 1 0 : 0 : 1 60 60 0 1+
200 1b [ Jul-94 65 45 | 1e 1 Mai-95 1 1 Jun-97 3 1 Mar-99| &5 25 56 0 0
201| 3a |[Out-94 56 38 | 2 . : 1 Out-94 3 1 Out-94| 5 0 0 0 0
202| 3b [Out-94 33 15 | 1d Maio-95 1 1 Mai-98 3 1 Mai-98 | 5 36 43 0 0
203| 1b [ Set-94 40 14 | 1b Nov-94 1 0 . : 0 . 1 60 60 0 0
204| 3b [Nov-94 48 30 | 1d Jun-95 1 1 Dez-95 3 . 1 Abr-96 | 5 6 17 0 0
205| 1b (Dez-94 64 48 | 1a Dez-94 1 1 Nov-95 2 3 0 . 1 0 60 0 0
206| 3b (Dez-94 44 23 | 2 . . . 1 Dez-94 3 1 Dez-94| 5 0 0 1+ 1+
207| 3b [Dez-94 73 51 | 1e 1 Jun-95 1 1 Jan-96 3 1 Jan-96| 5 7 13 0 1+
208| 3b [Out-94 74 51 2 . : 1 Out-94 3 : 1 Out-94| 5 0 0 1+ 0
209| 2a [Abr-94 66 50 | 1b . Jul-94 2 1 Abr-94 2 1 0 . 1 0 60| 1+ 0
210 3b [Jan-94 54 36 | 1e 1 Ago-94 1 1 Mar-98 4 2 1 Set-98| 5 41 56 | 2+ 1+
211 1b [Mar-94 57 41 | 1a Mar-94 1 0 . : : 0 . 1 60 60 0 2+
212| 3b |Dez-94 43 28 | 1b Abr-95 4 1 Abr-95 4 1 1 Ago-95| 5 0 8 1+ 1+
213| 2b [ Jul-94 49 31 | 1b Jul-95 1 1 Abr-96 3 1 Dez-96| 5 9 17 | 2+ 0
214| 2b (Jan-94 67 47 | 1 . Jun-94 1 0 : . . 0 : 1 60 60 | 2+ 2+
215| 3b |[Fev-94 33 16 | 1e 1 Mai-94 1 1 Jul-94 2 2 1 Nov-94| 5 2 9 0 1+
216| 1b | Abr-94 51 31 | 1a Abr-94 1 0 . : : 0 1 60 60 0 1+
217| 1b | Set-94 63 29 | 1a Set-94 2 1 Set-94 2 1 0 1 0 60 0 1+
218| 1b [Dez-93 63 36 | 1a Jan-94 1 1 Jul-94 2 3 0 1 6 60 | 2+ 3+
219| 1b [Nov-94 43 30 | 1b Dez-94 1 1 Dez-98 4 2 0 1 48 60 | 1+ 1+
220] 1b |Out-94 36 23 | 1a Nov-94 1 0 0 1 60 60 0 0
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ANEXO 3

CURVAS DE SOBREVIDA SEGUNDO ESTADIAMENTO DO CARCINOMA
DE COLO UTERINO
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Figura 9. Sobrevida total das mulheres segundo estadio do carcinoma de colo uterino.
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Figura 10. Sobrevida livre de doenca das mulheres, segundo estadio do carcinoma de
colo uterino.
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