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RESUMO

O céancer cervical é o segundo mais comum na populagdo feminina mundial e
cerca de 20% desses tumores séo classificados como adenocarcinomas. Estudos mais
detalhados capazes de identificar marcadores progndsticos e/ou preditivos para os
adenocarcinomas sdao relevantes, objetivando uma melhor abordagem terapéutica para
essas neoplasias. Nosso estudo analisou a prevaléncia do genoma do HPV, a
genotipagem do HPV-16 e a imunodetecc¢do de receptores de estrogenos, receptores de
progesterona, antigeno nuclear Ki-67 e a hiper-expresséo de c-erbB-2 em 43 espécimes
de adenocarcinomas cervicais obtidos de pacientes tratadas com radioterapia no Hospital
Araudjo Jorge, Goiania-GO. A marcacao de RE foi positiva em 9 casos (21,0%) e a
marcacado de RP foi positiva em 12 (28,0%) casos. A marcacao de Ki-67 foi positiva em 36
casos (83,7%) e hiperexpressao de c-erbB-2 foi detectada em apenas 1 caso. Dentre as
amostras testadas, 37 (92,5%) apresentaram resultados positivos para detec¢do do
genoma do HPV e o HPV-16 foi detectado em 30 tumores (75,0%). A expresséao dos
diferentes marcadores imuno-histoquimicos (RE, RP, c-erb-B2 e Ki-67) e os resultados da
deteccdo de HPV, em relacdo aos parametros clinico-patoldgicos foram avaliados
estatisticamente. Entretanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) foi
detectada para a expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos ou para a deteccéo de
HPV, exceto para a frequéncia de marcacdo do Ki-67. A frequéncia de marcacéao do Ki-
67, comparada entre as pacientes que permaneceram vivas ao final do trabalho (93,0%) e
as que evoluiram ao 6bito (61,0%) foi estatisticamente diferente, ou seja, uma proporgao
maior de pacientes que apresentavam expresséao positiva de Ki-67 nos tumores
permaneceu viva ao final do acompanhamento. Utilizando o teste de log rank, nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada na sobrevida global das pacientes
gue expressaram 0os marcadores imuno-histoquimicos analisados em nosso estudo. A
deteccdo de HPV também nao apresentou nenhum efeito estatisticamente significativo na
sobrevida das pacientes. O tamanho da amostra (43 pacientes) certamente impediu a
deteccdo de possiveis efeitos significativos dos fatores analisados na sobrevida das

pacientes.

Palavras-chave: adenocarcinoma cervical; radioterapia; HPV; receptores de

estrégenos; receptores de progesterona; Ki-67; c-erbB-2.
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ABSTRACT

Cervical cancer is the second most common cancer affecting female population
worldwide and about 20% of such tumors are classified as adenocarcinomas. In order to
improve therapeutic approaches for cervical adenocarcinomas, it is important to study
potential prognostic and predictive markers for such tumors. Our study comprises HPV
DNA detection, HPV-16 genotyping and immunohistochemical analysis of estrogen
receptor, progesterone receptor, Ki-67 and c-erbB-2 overexpression in 43
adenocarcinoma samples. All the samples were obtained from patients treated with
radiotherapy at Hospital Aradjo Jorge, Goiania-GO. Estrogen receptor was detected in 9
cases (21,0%), and progesterone receptor was detected in 12 cases (28,0%). Ki-67
nuclear expression was positive in 36 cases (83,7%), and c-erbB-2 overexpression was
detected in only 1 case. HPV DNA was positive in 37 samples (92,5%), and HPV-16 DNA
was demonstrated in 30 tumors (75,0%). Statistical analysis was performed in order to
analyze the differences in the expression of diverse markers (RE, RP, c-erb-B2 e Ki-67),
and HPV DNA detection, according to clinical parameters. No significant difference (p
<0,05) was demonstrated, except for the Ki-67 expression. Ki-67 expression frequencies
compared in patients who were alive at the end of the follow up (93,0%), and patients who
died (61,0%) were significantly different. The majority of patients who were alive at the end
of analysis demonstrated Ki-67 expression. By using log rank analysis, no significant
difference was observed in overall survival of patients expressing the molecular markers
analyzed in our study. HPV DNA detection didn’ t seem to influence overall survival either.
The size of our sample, 43 patients, certainly influenced the putative effect of the

parameters analyzed on patients overall survival.

Key-words: cervical adenocarcinoma; radiotherapy; HPV; estrogen receptors;
progesterone receptors; Ki-67; c-erbB-2.

16



1. INTRODUCAO

1.1- Incidéncia:

O céancer de colo uterino é o segundo tipo mais comum entre as mulheres
no mundo todo, sendo responsavel, anualmente, por cerca de 471 mil novos
casos e pelo 6bito de aproximadamente 230 mil mulheres. O cancer de colo
uterino corresponde a mais de 12% de todos os canceres da mulher. O numero de
casos novos esperados para o Brasil em 2006 € de 19.260, com um risco
estimado de 20 casos a cada 100 mil mulheres. Excetuando-se os tumores de
pele ndo-melanoma, o cancer de colo do Utero € o mais frequente na regido Norte
(22 por 100.000). Nas regides Sul (28 por 100.000), Centro — Oeste (21 por
100.000) e Nordeste (17 por 100.000) representa o segundo tumor mais incidente,

e naregido Sudeste é o terceiro mais frequiente (20 por 100.000) (INCA, 2005).

A incidéncia por cancer de colo do uUtero torna-se evidente na faixa etéria de
20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico maximo,
geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos. O cancer de colo do Utero continua
sendo a segunda principal causa de morte entre as mulheres com idades entre 20
e 39 anos, perdendo apenas para o cancer de mama (DeVitta, 2001). Quase 80%
dos casos novos de cancer de colo do Utero ocorrem nos paises em
desenvolvimento e em algumas regifes é o cancer mais comum entre as mulheres

(INCA, 2005).

Dentre os canceres cervicais, o carcinoma espinocelular (CEC) é de longe
o0 mais freqiente, enquanto os adenocarcinomas séo relativamente raros.

Entretanto, nas Gltimas décadas, a prevaléncia desses tumores tem aumentado,
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chegando a perfazer 10 a 20% dos tumores cervicais. Enquanto a incidéncia de
CEC do colo uterino diminuiu nas mulheres mais jovens nos Estados Unidos, a
partir do inicio de 1970 e meados de 1980, a taxa de incidéncia de
adenocarcinomas mais que dobrou em mulheres abaixo dos 35 anos, durante o
mesmo periodo (Peters, 1986; Schwartz, 1986). Aumentos similares tém sido
relatados na Inglaterra (Chilvers, 1987). Varios estudos tém relatado o aumento da
incidéncia, especialmente em mulheres jovens, brancas e com idades entre 20 e
30 anos (DeVitta, 2001). A incidéncia do adenocarcinoma invasivo tem aumentado
nas mulheres negras também, porém, com significancia estatistica somente nas
mulheres brancas (Zhen, 1996). As causas atribuidas ao aumento da incidéncia
dos adenocarcinomas cervicais invasivos e in situ sdo discutiveis e ainda pouco
conhecidas, mas pode-se atribuir uma melhora nos métodos de detec¢cdo com a
adicdo do escovado endocervical para as citologias de rastreamento, permitindo o
diagnostico de lesdes assintomaticas. Entretanto, o escovado endocervical foi
introduzido somente no inicio de 1990 e a incidéncia desses adenocarcinomas
tem aumentado desde 1970 (Madeleine, 2001). Outra fonte de potencial melhora
na deteccdo de adenocarcinomas pode ser em decorréncia do aumento da propria
incidéncia, que por sua vez, tornou essas neoplasias amplamente discutidas na
literatura, trazendo com isso a atencdo de mais patologistas (Madeleine, 2001).
Uma outra hipdtese que pode ser considerada € a verificacdo histolégica que

atualmente é feita em maior proporc¢éo dos casos diagnosticados.
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1.2 - Fatores derisco e etioldgicos:

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento dos carcinomas
cervicais, o alto numero de gestacdes tem sido consistentemente descrito, tanto
para 0os adenocarcinomas como para 0s carcinomas escamosos, independente do
comportamento sexual (Parazzini et al., 1990; Kjaer & Brinton, 1993; Schiffman &
Brinton, 1995; Ferenczy, 1997; De Gonzales et al., 2004). Gesta¢cdes multiplas
podem ter um efeito traumético cumulativo ou imunossupressivo, facilitando a
aquisicao da infeccédo pelo HPV. A presenca de receptores de estrogenos e de
progesterona na endocérvice e em lesdes endocervicais relacionadas ao HPV
(Shen et al., 1994; Fujiwara et al., 1997; Lu et al., 1999; Suzuki et al., 2000) sugere
gue o epitélio endocervical é responsivo aos hormdnios esterdides e que estes
podem eventualmente atuar como cofatores do processo de carcinogénese.
Indicadores de atividade sexual também representam um risco consistente para o
desenvolvimento do cancer cervical, incluindo a precocidade da primeira relagéo
sexual, o alto numero de parceiros ao longo da vida e o comportamento do
parceiro do sexo masculino. (Parazzini et al., 1990; Schiffman & Brinton, 1995; De
Gonzales et al., 2004). O reconhecimento dos fatores de risco ligados ao
comportamento sexual e ao cancer de colo uterino levou a descoberta da
importante relagdo entre o HPV e o cancer cervical. Evidéncias crescentes ap6iam
a hipotese de uma relagdo importante entre horménios esterdides e
adenocarcinomas cervicais. O risco do cancer cervical € maior para mulheres que
fizeram uso prolongado de anticoncepcionais orais (5 anos ou mais), sendo mais
relevante para o aparecimento de adenocarcinomas (Parazzini et al., 1990;

Schiffman & Brinton, 1995; Thomas & Ray, 1996; Smith et al., 2003; De Gonzales
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et al., 2004). Outro fator de risco que vem sendo relacionado ao aparecimento do
adenocarcinoma cervical inclui a obesidade e a distribui¢do da gordura corporal,
traduzindo mais uma vez a possivel relacdo hormonal com os tumores glandulares

(Lacey et al., 2003).

1.3 - Histoéria natural:

O carcinoma invasivo do colo do utero € antecedido pelo carcinoma in situ
por varios anos, na maioria dos casos (Pedersen et al., 1994). Para se caracterizar
como invasivo o processo maligno tem que romper a membrana basal do epitélio
e invadir o estroma cervical (Christopherson et al., 1964). Quando o tumor do colo
do utero néo é tratado, ele pode disseminar para os férnices vaginais adjacentes
ou para os tecidos paracervicais ou parametriais. Pode ocorrer também invasao
da bexiga, do reto ou de ambos. A disseminacgc&o por meio do plexo venoso e
veias paracervicais ocorre menos frequentemente, mas € relativamente mais
comum nos estadios avancados da doenca (Perez, 2004). A incidéncia de
metastase linfonodal pélvica é relacionada com a profundidade de invaséo do
estroma pelas células malignas (Ruch et al., 1976). De acordo com o
estadiamento clinico proposto pela FIGO, aincidéncia de metastase em linfonodos
pélvicos no cancer cervical € de 15%, 30% e 50% para o estadio clinico IB, IIB e
[1IB, respectivamente (Gunderson, 2000). A doenca pélvica recorrente é vista em
cerca de dois ter¢cos das pacientes que recidivam ap0s tratamento (Gunderson,
2000). O sitio de metastase extra-pélvica mais comum € o pulmao, seguido pelos
linfonodos para-adrticos (Fagundes et al., 1992). Metastase 6ssea em coluna

lombar ja ndo é considerada tdo frequente, pois estudos com tomografia
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computadorizada (TC) mostraram tratar-se de extensao direta do tumor a partir
dos linfonodos para-adrticos (Kim et al., 1987).

Varias séries analisam as taxas de sobrevida relativa para os
adenocarcinomas cervicais e demonstram que a sobrevida das pacientes com
estadios IA e IB, 5 anos ap6s o diagnéstico, varia de 79-98% (Mathews et al.,
1993; Steren et al., 1993; McLellan et al., 1994; Shingleton et al., 1995; Kaku et al.,
1997; Smith et al., 2002; Lea et al., 2003; Baalbergen et al., 2004). A presenca de
metastases em linfonodos regionais reduz significativamente esses indices, ou
seja, as taxas de sobrevida 5 anos ap6s o diagnéstico caem para 63-73%
(Nakanishi. et al., 2000; Smith et al., 2002). Adenocarcinomas cervicais com
estddios mais avancados (IIB-IVB) apresentam taxas de sobrevida
significativamente mais baixas, ou seja, em torno de 37% para pacientes com
estadio Il e menos de 9% para as pacientes com estadio Ill e IV (Leveque et al.,

1998; Lea et al., 2002; Baalbergen et al., 2004).

1.4- Definicéo e classificacdo histopatologica:

Os adenocarcinomas foram reconhecidos como uma entidade distinta por
Noris, em 1936 (Syrjanen & Syrjanen, 1999). Eles se originam nas glandulas
endocervicais, mas raramente podem surgir a partir de remanescentes dos ductos
mesonéfricos (Cotran et al.,1994). Os adenocarcinomas podem se apresentar de
forma invasiva ou in situ. O diagnostico dessa neoplasia in situ € feito quando as
células glandulares endocervicais normais sao substituidas por células colunares
irregulares altas com nuacleo hipercromatico, estratificado e atividade mitética

aumentada, mas a arquitetura padrdo das glandulas endocervicais € mantida e
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ndo existe invasédo estromal ébvia (DeVitta, 2001). O diagndstico do
adenocarcinoma in situ é algo controverso. Anormalidades endocervicais como
displasia, metaplasia tubaria, endometriose endocervical, mudancas patoldgicas
ou histolégicas devido a bidpsia prévia, cervicite e uso de contraceptivos orais tém
sido relacionados ao diagnostico equivocado do adenocarcinoma in situ (51, 52,
53). Aproximadamente 20 — 50% das mulheres com adenocarcinoma cervical in
situ também apresentam neoplasia intraepitelial escamosa (Azodi et al., 1999;
Jaworski et al., 1988). A morfologia variada desses tumores resulta em
dificuldades para o diagnostico diferencial. Estudos para esclarecer a classificacdo
morfolégica dos adenocarcinomas e estabelecer um consenso para a definicao
dos principais subtipos histolégicos vém sendo desenvolvidos (Alfsen et al., 2000;
Young & Clement, 2002; Silverberg & Loffe, 2003). Os adenocarcinomas de colo
uterino podem ser puros ou mistos e apresentam varios padrdes histoldgicos,
sendo 0 mais comum o tipo endocervical que corresponde a cerca de 90% dos
casos (Parazzini et al., 1990; Kjaer et al.,1993; Abréo , 1995; Schiffman et al.,
1995; Zhen et al., 1996; Vizcaino et al., 1998; Landis et al., 1999; Smith et al.,
2000). A classificacéo histopatolégica dos adenocarcinomas cervicais proposta
pela Organizacdo Mundial de Saude encontra-se descrita no quadro 1 (Silverberg
& Loffe, 2003). Os padrdes histolégicos descritos ndo sdo mutuamente exclusivos
e mais de um padréo histopatolégico pode ser reconhecido em carcinomas
ocasionais (Syrjanen & Syrjanen, 1999). A graduacao histoldégica dos
adenocarcinomas cervicais é feita de acordo com o sistema FIGO (Federacéao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia), com base na avaliacdo quantitativa do

componente glandular tumoral: tumores grau | apresentam menos que 5% de
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crescimento glandular sélido; os de grau Il, apresentam mais que 5% e menos que
50% de crescimento glandular sélido e os de grau Il apresentam mais que 50%

de crescimento glandular tumoral sélido (Silverberg & Loffe, 2003).

Quadro 1. Classificacéo histopatoldégica dos adenocarcinomas cervicais
puros, WHO (Silverberg & loffe, 2003).

Adenocarcinoma in situ

Adenocarcinoma Mucinoso
e endocervical
e intestinal
e em anel de sinete
Endometridide

Células claras

Seroso

Mesonéfrico

1.5- Estadiamento clinico:

O estadiamento clinico dos adenocarcinomas cervicais € feito de acordo
com as recomendacdes da Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
(FIGO), definidas em 1995. O estadiamento do céancer cervical recomendado pela
FIGO encontra-se descrito no quadro 2 (Pecorelli & Odicino, 2003). O sistema
usado para carcinomas cervicais contempla tanto carcinomas escamosos como

adenocarcinomas e carcinomas adenoescamosos.
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Quadro 2. Estadiamento dos carcinomas cervicais de acordo com a
Federacdo Internacional de ginecologia e Obstetricia - FIGO, 1995
(Pecorelli & Odicino, 2003).

Estédio |

Carcinoma cervical limitado a cérvice (extensdo ao corpo deve ser desprezada).
Estadio IA

Carcinoma invasivo, somente diaghosticado pela microscopia.

Estadio 1Al

Invasao estromal com até 3mm de profundidade e extensédo horizontal até 7mm
Estadio 1A2

Invasdo estromal até 3mm e menor ou igual a 5mm em profundidade e extenséao
horizontal até 7 mm.

Estadio IB

Lesdes clinicamente visiveis, limitadas ao colo ou lesédo microscépica maior que IA.
Estadio IB1

Lesdo clinicamente visivel até 4cm em sua maior dimensé&o.

Estadio IB2

Lesdo clinicamente visivel maior que 4 cm em sua maior dimensao.

Estadio Il

O carcinoma invade além da cérvice, mas ndo atinge a parede pélvica ou o tergo
inferior da vagina.

Estadio IIA

N&o hainvasao parametrial evidente.

Estéadio 11B

Evidente invasédo parametrial.

Estadio Ill

O carcinoma se entende a parede pélvica e/ou compromete o terco inferior da vagina
e/ou causa hidronefrose ou excluséo renal.

Estadio IlIA

O carcinoma compromete o terco inferior da vagina, mas sem extensado a parede

pélvica.
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Estadio I11IB

O carcinoma se estende a parede pélvica e/ou causa hidronefrose ou excluséo renal.
Estadio IV

O carcinoma se estende além da pélvis verdadeira e/ou invade clinicamente a mucosa

vesical e/ou retal.

Estadio IVA

O carcinoma invade os 6rgaos adjacentes.
Estéadio IVB

O carcinoma apresenta metastase a distancia.

1.6 - Fatores progndsticos:

A maior parte dos estudos voltados para definicdo de fatores progndésticos
para o cancer cervical invasivo aborda primariamente o CEC (Chen et al., 1998).
O numero reduzido de casos de adenocarcinomas dificulta a analise de grandes
séries (Angel et al., 1992; Piura et al., 1996). O estadiamento clinico, o grau de
diferenciacdo e o comprometimento linfonodal sédo fatores prognosticos
independentes para os ADCs cervicais (Baalbergen et al., 2004). Estes autores
encontraram, em uma série de 305 pacientes com ADC e seguimento de 61
meses, uma sobrevida global em 5 anos de 60%, sendo 79% e 37% para 0s
estadios | e ll, respectivamente. Enquanto para os estadios lll e IV a sobrevida foi

menos de 9% (Baalbergen et al., 2004).

1.7- Tratamento:

A escolha da terapia mais apropriada e a formulac&o do progndstico para
uma paciente com cancer séo feitas com base no conhecimento clinico sobre a
extensado da doenca e seu comportamento biolégico. Para os carcinomas
cervicais, a histerectomia e a radioterapia constituem os métodos terapéuticos
mais utilizados (Stehman et al., 2003). Carcinomas cervicais in situ sao

tipicamente tratados com conizagdo ou histerectomia simples. Pacientes com
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estadio IA1 séo tratadas com histerectomia simples ou em casos especiais
somente com conizagéo da cérvice. Pacientes com estadio IA2 séo tratadas com
histerectomia radical e linfadenectomia pélvica, entretanto, a parametriectomia é
aconselhada quando existem evidéncias de metastases. Esses estadios também
podem ser tratados com braquiterapia de baixa taxa de dose exclusiva
prescrevendo-se 60 -75Gy no ponto A. O tratamento para os estadios IB e IIA
pode ser cirargico ou radioterapico. Apesar da preferéncia pelo tratamento
cirargico, este pode ser com radiacao ionizante devido ao fato da paciente
apresentar condicdes clinicas desfavoraveis, ou devido as caracteristicas da
lesdo. Quando tratadas com histerectomia radical, linfadenectomia e
parametriectomia (Steren et al., 1993; Lea et al., 2002) receberao radioterapia
adjuvante se forem evidenciadas metastases em linfonodos pélvicos ou
comprometimento das margens cirargicas. A partir do estadio IIB todos as
pacientes sao tratadas com radioterapia e quimioterapia sem cirurgia. Em algumas
instituicbes no Brasil a radioterapia é utilizada como neoadjuvante para 0s
estadios IIB. Particularmente nos estadios IVA, as pacientes podem ser
submetidas a exanteracao pélvica.

O emprego da radioterapia no tratamento das neoplasias do colo uterino é
fundamental por sua eficacia terapéutica, considerando a alta incidéncia da
doenca. A radioterapia pode ser utilizada em pacientes com neoplasias malignas
do colo uterino antes da cirurgia (neoadjuvante), apés (adjuvante) ou como uma
Unica modalidade terapéutica (exclusiva). Quando indicada, pode ser empregada
na forma de braquiterapia (terapia de contato), teleterapia (terapia a distancia), ou

de ambas. Na literatura, muitos relatos tém tentado caracterizar a resposta das
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neoplasias ao tratamento, seja cirurgico ou radioterapico, porém os resultados tém
sido conflitantes (Ji-Hong Hong et al., 2000; Suzuki et al., 2000). Pacientes
portadoras de adenocarcinoma de colo uterino, estadio IB-2 ou mais avancado,
tratadas com radioterapia exclusiva mostraram piores taxas de sobrevida quando
comparadas com os casos de carcinomas espinocelular (Eifel et al., 1990).
Adenocarcinomas do coto cervical tém progndstico pior dos que 0s
correspondentes em colo de Utero intacto e carcinomas epidermdides do coto
(Abréao, 1995).

1.8 - O HPV e o cancer cervical:

Os papilomavirus humanos (HPVs) sdo reconhecidos como os principais
agentes etioldégicos do cancer cervical. Entre 1974 e 1976, pesquisadores
comecaram a postular e analisar o possivel papel do HPV no cancer cervical (zur
Hausen et al, 1974; zur Hausen et al, 1976; zur Hausen et al, 1977). Os primeiros
tipos de HPV foram isolados diretamente do cancer cervical, HPV-16 e HPV-18,
sendo clonados em 1983 e 1984, respectivamente. Métodos moleculares
altamente sensiveis (PCR, captura hibrida, hibridizac&o in situ) demonstram que
cerca de 100% dos carcinomas escamosos (CEC) e mais de 70% dos
adenocarcinomas cervicais apresentam o genoma do HPV integrado ao genoma
das células hospedeiras (Bosch et al, 1995; Kleter et al, 1998; Walboomers et al,
1999). O HPV-16 é o tipo mais encontrado nos CEC, enquanto que o HPV-18 é o
tipo mais comumente encontrado nos adenocarcinomas (Walboomers et al, 1999;
Pirog et al, 2000; Riethdorf et al, 2000), embora diferencas regionais na
distribuicdo desses tipos virais tenham sido relatadas (Saddi, 2004). Nos

adenocarcinomas in situ, aproximadamente 86% dos casos apresentam HPV
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integrado ao genoma (Madeleine et al, 2001). Trés grandes estudos mostraram
gue o DNA do HPV foi encontrado tao frequentemente nos adenocarcinomas in
situ, nos adenocarcinomas invasivos quanto nos CEC cervicais (Tase et al, 1988;
Farnsworth et al, 1989; Bosch et al, 1995).

O ciclo replicativo do HPV difere de todas as outras familias de virus. A
infeccdo viral requer a viabilidade de células epiteliais de mucosa ou epiderme que
ainda sdo capazes de proliferar (células da camada basal). Nessas células, a
expressao viral é fortemente suprimida, embora genes especificos de expressao
precoce (E5, E6 e E7) causem o aumento proliferativo das células infectadas e
sua expansao lateral. Seguindo dentro das camadas suprabasais, a expressao de
genes virais tardios é iniciada. O genoma viral circular € entdo replicado e tem-se
a sintese das proteinas estruturais. Nas camadas superiores da epiderme ou
mucosas, particulas virais completas sdo agregadas e liberadas. Trés genes
possuem atividade estimulante de proliferacéo: E5, E6 e E7. A proteina codificada
por E5 parece ser importante na fase inicial da infec¢céo. A proteina E5 estimula a
célula a crescer pela formacdo de um complexo com o receptor do fator de
crescimento epidermal. Recentemente, foi demonstrado que E5 é capaz de inibir a
apoptose, induzida por dano causado ao DNA. Em consequéncia, como as lesdes
infectadas pelo HPV progridem para o cancer cervical, o DNA viral epissomal
freqientemente torna-se integrado ao DNA da célula hospedeira, e uma parte
substancial do genoma, comumente incluindo E5, é deletada. Entdo E5 nédo é
obrigatéria em eventos tardios na carcinogénese mediada pelo HPV. O papel mais
importante na transformacdo maligna pode ser atribuido aos genes E6 e E7 e

suas respectivas proteinas. Eles sdo consistentemente expressos em tecidos
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malignos e a inibicdo da sua expressao bloqueia o fen6tipo maligno celular do
cancer cervical. Independentes na funcédo de imortalizar varios tipos celulares
humanos em cultura de tecidos, suas eficacias aumentam quando expressos em
conjunto.

Varias funcdes tém sido descritas para as proteinas E6 e E7. Observacdes
iniciais revelaram que E6 interage com a proteina supressora p53 e E7 interage
com a proteina do retinoblastoma (RB) para bloquear a atividade desses
supressores de tumor. Certamente, algumas das funcdes proeminentes de E6
originam-se de sua interacdo com p53 e com BAK, seguidas pela degradacéo
dessas proteinas. A degradacdo de p53 e da proteina pré-apoptética BAK, resulta
em resisténcia a apoptose e aumento da instabilidade cromossomal. Em adicé&o, a
ativacdo da telomerase e a inibicdo da degradacéo da proteina SRC, da familia de
kinases, pela proteina viral E6, parecem desempenhar fun¢cdes importantes na
estimulacao do crescimento celular. A proteina viral E7 interage e degrada a
proteina supressora RB, que por sua vez, libera o fator de transcri¢cdo E2F. O
resultado da alta atividade da E2F pode resultar em apoptose nas células que
expressam E7. Além do mais, E7 estimula a fase S do ciclo celular, ativando os
genes das ciclinas A e ciclinas E, e ainda parece bloquear a funcéo dos inibidores
das ciclina-dependentes de kinases, como WAF1 (também conhecida como CIP1
ou p21) e KIP1(também conhecido como p27). Por inducédo da amplificacédo de
centriolos, E7 também induz aneuploidia nas células que expressam E7, fato que
também contribui para a formacédo do tumor.

E6 e E7 podem imortalizar células humanas independentemente, mas com

eficacia reduzida. A juncéo das suas fun¢des resulta em marcado aumento da
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atividade de transformagéo. Isso se deve a um interessante efeito complementar e
sinérgico. A proteina E6 parece ser danificada pela INK4A. Entretanto, a proteina
E7 suprime essa inibicdo por ativacao direta das ciclinas A e E. Em resposta, E6
previne a apoptose induzida por E7, acarretando a degradacédo da proteina p53 e
BAK, indutoras de apoptose (zur Hausen, 2002). E clara a diminui¢cdo da apoptose
no cancer cervical associada ao HPV (Nair et al., 1999).

Apesar da importancia do HPV na etiopatogenia do cancer cervical ja ter sido
confirmada, mesmo nos casos de adenocarcinomas, um periodo prolongado de
laténcia é observado entre a instalacdo da infeccéao viral e o aparecimento do
cancer cervical. Os HPVs que sdo encontrados no cancer cervical e outros
canceres anogenitais tém sido designados como sendo de alto risco. Por outro
lado, aqueles encontrados primariamente em verrugas genitais e lesées nao
malignas foram classificados como sendo de baixo risco (zur Hausen, 2002).
Além disso, nem todas as pacientes que desenvolvem a infeccédo pelos
reconhecidos HPVs de alto risco apresentardo cancer cervical, sugerindo a
existéncia de cofatores necessarios a transformacédo neoplasica das lesGes

precursoras.

1.9 - Receptores hormonais:

Os hormonios esterdides tém sido considerados como potenciais cofatores
da transformacdo maligna em véarios tipos de tumores. Estudos epidemioldgicos
demonstram um maior risco para o desenvolvimento do cancer de colo uterino em
grupos de mulheres que sofreram exposi¢cdo aos horménios esterdides em

diferentes circunstancias, incluindo aquelas que fizeram uso de contraceptivos
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orais durante periodos prolongados, mulheres multiparas e pacientes submetidas
a transplantes renais que fizeram uso de glicocorticéides imunossupressivos. Em
relacdo a outros métodos contraceptivos, a duracdo do uso do diafragma foi
associada a uma diminuicdo do risco de adenocarcinoma de colo uterino (Brinton
et al., 1989; Pater et al., 1994, Schiffman & Brinton, 1995; Giske-Ursin et al.,
1996).

Os hormdnios esterdides formam uma classe complexa de compostos
naturais ou sintéticos que exercem suas funcdes celulares através de ligacbes
com receptores especificos localizados no citoplasma das células alvo. Uma vez
formado, o complexo horménio esterdide — receptor é transferido para o nucleo
das células onde se liga as sequéncias de consenso definidas nas regides
regulatérias (sitios promotores ou enhancers) do DNA, aumentando ou suprimindo
a transcricao dos genes correspondentes. Diferentes efeitos bioldgicos sédo
exercidos pelos hormdnios esterdides e muitos desses efeitos sdo comuns para
hormonios distintos do mesmo grupo.

Varios estudos experimentais tém descrito que os horménios esterdides
contribuem com a atividade oncogénica dos HPVs de alto risco por meio do
aumento na expressao dos genes virais E6 e E7 (von Knoebel et al., 1997; Khare
et al., 1996; Yuan et al., 1999). O HPV-16, tipo viral mais importante na génese do
cancer cervical, contem elementos de resposta para os receptores de hormdnios
esteroides nas regifes promotoras dos genes E6 e E7. Aumentos dos niveis de
progesterona aumentam a habilidade do DNA viral de transformar as células. De
fato, as lesbes de papilomavirus sdo exacerbadas durante a gravidez e o risco do

cancer cervical aumenta com os contraceptivos orais e gravidez, quando o0s niveis
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de progesterona estéo altos (Paganini et al, 1982; Chan et al, 1989; Patter et al,
1990). A regido regulatéria do genoma viral, que exerce controle transcricional dos
genes do HPV, apresenta elementos regulatérios (enhancers) que séao
reconhecidos e ativados pelo complexo esterdide — receptor. Elementos
regulatérios responsivos aos glicocorticéides (GER) e a progesterona (PRE) tém
sido descritos e testados em linhagens celulares de carcinomas cervicais,
demonstrando o papel dos respectivos hormdnios na expressao das
oncoproteinas virais e na proliferacdo celular (Chan et al., 1989; Khare et al.,
1996). Receptores de estrégeno (RE) e receptores de progesterona (RP) tém sido
reconhecidos como indicadores progndsticos e preditivos em canceres da mulher,
incluindo o cancer de mama, cancer de ovario e de endométrio. Os RE e RP estéo
presentes em 20-35% dos adenocarcinomas (Masood et al, 1993; Fujiwara et al,
1997). Estudos sugerem que a expressao de receptores de estrogenos e
progesterona pode ter significado progndéstico no adenocarcinoma cervical
(Fujiwara et al., 1997; Lu et al., 1999; Suzuki et al., 2000). A analise bioquimica e
imuno-histoquimica identificaram os receptores de estrégenos e de progesterona
no epitélio colunar endocervical, sugerindo a endocérvice normal como alvo dos
hormanios esterdides, vez que a producao e a qualidade do muco cervical flutuam
em resposta as mudancas verificadas no ciclo menstrual (Fujiwara et al., 1997). A
administracdo exdgena de estrégeno causa proliferacao celular e inducao de RP,
indicando que a acao do estradiol € mediada pela via do receptor de estrégeno
(Bhattacharya et al, 1997). A existéncia de RE e RP no tecido cervical torna
possivel um mecanismo biolégico pelo quais os contraceptivos orais podem

aumentar o processo de carcinogénese através do efeito no crescimento ou
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diferenciaco celular (Zhan et al, 1995). E possivel que RE e RP estejam
presentes em maior extensdo nos adenocarcinomas que nos CEC (Ford et al,
1983). A evidéncia que os contraceptivos orais podem influenciar o tecido
endocervical vem da presenca de hiperplasia microglandular, que € associada

com o uso de contraceptirovos orais (Gall et al, 1969).

1.10 - c-erbB-2

Além dos receptores hormonais, outros marcadores prognosticos tém sido
investigados nos adenocarcinomas, incluindo o c-erbB-2 ( Kihana et al., 1994;
Nishioka et al., 1999). O produto do oncogene c-erbB-2 é uma glicoproteina de
185 kD, com funcéao de receptor de fator de crescimento da epiderme e que
apresenta dominio de tirosina— cinase. C-erbB-2 esta envolvida na promocéao do
crescimento, da diferenciacéo, da adeséo e da motilidade celular. A expressao
aumentada de c-erbB-2, na maioria das vezes, estéa relacionada com o fenémeno
de amplificagdo génica e tem sido implicada na patogénese do carcinoma do colo
uterino. Varios estudos demonstram a expressédo de c-erbB-2 em
adenocarcinomas cervicais, entretanto, a expressdo aumentada desse marcador
ainda nao foi claramente evidenciada e seu valor progndéstico para os
adenocarcinomas cervicais ainda é discutido (Costa et al., 1996; Rosly et al.,

2004).

111 - Ki-67:
Diversas abordagens metodoldgicas tém sido aplicadas, em auxilio a

histopatologia convencional, para a avaliacdo da proliferacao celular. A taxa de
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proliferacdo de uma neoplasia € um dos parametros histolégicos utilizados nos
diversos sistemas de graduacao das neoplasias malignas, segundo
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude. A avaliacédo da fracao de
proliferacdo pode ser feita por meio da contagem de figuras de mitoses na analise
por microscopia éptica. Entretanto, alguns inconvenientes sdo enumerados nessa
metodologia, incluindo o processo de fixacdo dos espécimes que induz a
finalizacdo da divisao celular, os artefatos do processamento técnico que
dificultam a contagem, a subjetividade do avaliador, a semelhanca com os
corpusculos apoptoticos, além da figura mitotica representar apenas uma peguena
fracdo do evento de divisdo celular (Pinto, 2005). Dentre os diversos marcadores
utilizados na imuno-histoquimica, o Ki-67/Mib-1 tem sido adotado largamente para
a avaliacéo da proliferacao celular (Duchrow et al. 1995; Prayson , 2005). O
anticorpo Ki-67 foi desenvolvido inicialmente em 1983, por Gerdes et.al.,
estudando uma linhagem celular de linfoma de pele (Gerdes, et al. 1983). A
especificidade antigénica do anticorpo Ki-67 é contra dois polipeptideos de 345 e
395 kDa, traduzidos por “splicing” alternativo do RNAm, a partir do cDNA de
comprimento total de 11,4 e 12,5 kb. Os dois transcritos diferem entre si apenas
pela base 1080 do exon 7, do gene localizado no cromossoma 10 (Schonk, et al.
1989; Fonatsch, et al. 1991; Gerdes, et al. 1991). A deteccdo imuno-histoquimica
de Ki-67 tem sido amplamente utilizada no sentido de diferenciar carcinomas
cervicais e suas lesdes precursoras (Cambruzzi et al., 2005; Boon et al., 2004;
Graflund et al., 2002; Yoon et al., 2001), pois traduz o grau de proliferacdo das

células tumorais.
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JUSTIFICATIVAS

Na pratica clinica, tém-se evidenciado o aumento na incidéncia dos
adenocarcinomas cervicais, além disso, a relacéo entre a presencado HPV e o
cancer cervical tem sido constatada em varios paises. Assim, estudos
epidemioldgicos, demonstrando a presenca do virus nesses tumores e o tipo viral
predominante nas diferentes regifes, sdo essenciais para que possam ser

estabelecidas medidas preventivas e de diagnéstico da infecgéo viral.

Apesar dos receptores de estrégenos e progesterona e dos marcadores c-
erbB-2 e Ki-67 apresentarem potencial progndstico e preditivo em varios tumores,
o status desses marcadores no adenocarcinoma de colo uterino ainda ndo esta
claramente definido. Portanto, ha uma a necessidade de se avaliar esses fatores
nos adenocarcinomas de colo uterino, objetivando uma melhor abordagem

terapéutica dessas neoplasias.

A radioterapia tem demonstrado resultados efetivos no tratamento dos
adenocarcinomas de colo uterino; entretanto, uma fracao razoavel destes tumores
apresenta um comportamento mais agressivo e uma menor taxa de resposta ao
tratamento, requerendo assim estudos mais detalhados que possam detectar

marcadores progndésticos e/ou preditivos para essas neoplasias.
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2. OBJETIVOS

3.1- Objetivos Gerais:

3.1.1 - Detectar e genotipar o virus HPV em pacientes com o diagnéstico de
adenocarcinoma de colo uterino nos espécimes coletados utilizando o

método de PCR.

3.1.2 - Analisar, por meio da técnica de imuno-histoquimica, a expresséo de
receptores de estrogeno e de progesterona, do produto do oncogene

c-erbB-2 e do Ki-67 em espécimes de adenocarcinomas cervicais invasivos.

3.1.3 - Analisar aresposta das pacientes portadoras de adenocarcinomas

tratadas com radioterapia.

3.2- Objetivos Especificos:

3.2.1 - Correlacionar os aspectos clinicos e morfolégicos dos tumores

analisados com os resultados obtidos na detec¢éo do HPV.

3.2.2 - Correlacionar os resultados da deteccao de HPV com a sobrevida

global das pacientes tratadas com radioterapia.

3.2.3.1 - Correlacionar os aspectos clinicos e morfolégicos dos tumores
analisados com os resultados obtidos pela detec¢céo dos marcadores imuno-

histoguimicos.

3.2.4 Determinar possiveis fatores prognésticos ou preditivos para 0s
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adenocarcinomas de colo uterino, por meio da detecgédo de HPV e
avaliacdo dos marcadores imuno-histoquimicos e a correlacdo destes

marcadores com a sobrevida global das pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1 - Selecéo de casos:

Pacientes com adenocarcinoma de colo uterino foram selecionadas a partir
de listagens fornecidas pelo Registro de Cancer de Base Populacional de Goiania
e Registro de Cancer de Base Hospitalar do Hospital Aradjo Jorge. ApoOs a analise
dos prontuarios e considerados os critérios de inclusao, foram selecionadas 43
pacientes com diagndéstico histopatolégico comprovado de adenocarcinoma e
carcinoma adenoescamoso cervical. Todas as pacientes foram tratadas com
radioterapia somente ou radioterapia e cirurgia, no Servi¢co de Ginecologia e
Mama e Servi¢co de Radioterapia do Hospital Araujo Jorge, de Goiania-GO,
durante o periodo de 1995 a 2000. Foram selecionadas, as pacientes submetidas
a bidpsia ou a cirurgia antes do tratamento radioterapico e que apresentaram
seguimento por um periodo minimo de trés anos (36 meses), a fim de que fossem
analisados os dados de sobrevida. Os dados clinicos das pacientes foram colhidos
dos respectivos prontuérios e em varios casos, liga¢cdes telefénicas foram feitas
com objetivo de atualizar o estado clinico da paciente. O estadiamento clinico das
pacientes foi baseado nos critérios da Federacao Internacional de Ginecologia e

Obstetricia, FIGO, 1995 (Pecorelli & Odicino, 2003).

4.2 - Espécimes biologicos:
Os espécimes bioldgicos analisados consistiram de fragmentos de colo
uterino colhidos por meio de bidpsia ou cirurgia, antes de qualquer tratamento

radioterapico. Os fragmentos foram fixados em formol e incluidos em blocos de
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parafina. Todos os blocos foram obtidos dos arquivos do Laboratério de Anatomia
Patologica do Hospital Aradjo Jorge. O diagndstico correspondente a cada bloco
foi revisado e confirmado pelos patologistas que colaboraram com o trabalho. Os
critérios adotados para classificacdo e graduacao histologica foram os da FIGO e
da Organizacao Mundial de Saude, OMS (Silverberg & Loffe, 2003). Apé6s a
comprovacao do diagnostico, foram confeccionadas laminas para o estudo imuno-

histoquimico e cortes de tecido para a anélise molecular de detec¢do do HPV.

4.3- Extracao de DNA dos espécimes incluidos em parafina:

Fragmentos com cerca de 7,0 um foram obtidos dos blocos parafinados,
sendo que a lamina do micrétomo era trocada a cada bloco, a fim de que
contaminagdes entre os blocos fossem evitadas. Os cortes foram coletados em
microtubos previamente autoclavados e, em seguida, lavados com xilol e etanol
pararemocao da parafina. Apos a desparafinizacéo, os tubos foram incubados em
tampao de lise (Tris-EDTA + Proteinase K 50-100ug/mL) a 55°C, overnight. Apos
a digestao total dos tecidos, o DNA era extraido com a utilizacdo do kit comercial
PureGene, Gentra, conforme recomendagdes do fabricante. A qualidade do DNA
era avaliada em mini-gel de agarose — 3%, corado com brometo de etideo e as

aliquotas mantidas no freezer -20°C até a realizagdo dos ensaios de PCR.

4.4- Reacdo de PCR para deteccéo de HPV e genotipagem do HPV-16:

A deteccao do genoma do HPV nas amostras de tumores foi realizada com

a utilizacdo do método de PCR (Rea¢cdo em Cadeia da Polimerase), utilizando
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primers genéricos GP5+/GP6+, que permitem a detec¢cdo do genoma de varios

HPVs de alto risco (Manos et al. 1989). Esses primers amplificam um pequeno

fragmento do gene viral L1 (= 150 pb). As rea¢cdes de PCR mediadas por

GP5+/GP6+ foram realizadas num volume final de 25 ul, utilizando um
termociclador (PE 2400, Perkin EImer), em mistura contendo 2,0 mM de MgCls,,

1,25 unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,4 mM de cada

desoxinucleotideo-trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, e dTTP), 0,25 uM de cada
primer (GP5+ ou GP6+) e aproximadamente 100 ng de DNA, em tampéao 1 vez

concentrado (Taqg DNA Polimerase 5x Buffer - Invitrogen). As condi¢cbes de

ciclagem usadas encontram-se descritas na tabela 1. Os produtos de PCR foram

visualizados em gel de poliacrilamida, corado com brometo de etideo ou pela

prata. A deteccdo do DNA viral foi feita pela Professora Vera Aparecida Saddi, no

Nucleo de Pesquisas Replicon, na Universidade Catélica de Goias.

As reacdes de PCR usadas para identificacdo de HPV-16 também foram
realizadas num volume final de 25 pl, contendo uma mistura de 1,5 mM MgGJ,
1,25 unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM de cada
desoxinucleotideo-trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, e dTTP), 0,25 uM de cada
primer (pl:sense e p2: antisense) e 100 ng de DNA em tamp&o uma vez
concentrado (Taq DNA Polimerase Buffer - Invitrogen). As condi¢des de ciclagem
usadas encontram-se descritas natabela 1. Os produtos obtidos pelas rea¢des de
PCR foram analisados em gel de poliacrilamida - 8%, corado com brometo de

etideo.
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Tabela 1. Descri¢c&o dos primers, tamanho dos replicons e protocolos

de ciclagem usados no ensaio de PCR para a deteccédo de HPV e

genotipagem do HPV-16 em amostras de tumores cervicais.

Fragmento Amplificado/Primers

Condicdes de ciclagem

Regido L1 (139-148 bp) - Varios HPVs de alto risco

Primer GP5+ : 5'-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC - 3

Primer GP6+ : 5'-CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG - 3

95°C - 5 min
95°C - 30 s
40 ciclos
40°C - 2 min
72°C - 1 min
72°C - 7 min

4°C -

Regifio E6 (=120 bp) - HPV-16

P1:5'-TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA - 3

P2 :5-CGTGTTCTTGATGATCTGCAA -3

95°C - 5min

95°C - 30s

62°C - 1 min 40 ciclos
72°C - 1 min

72°C - 7 min

4°C - o
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4.5 - Imuno-histoquimica:

A andlise imuno-histoquimica empregou o método da estreptoavidina-
biotina-imunoperoxidase (LSAB2, Kit peroxidase, DAKO) e foi utilizada para a
deteccdo da expressédo dos seguintes antigenos: receptores de estrégenos (RE),
receptores de progesterona (RP), o antigeno de proliferacédo celular (Ki-67) e o
receptor da familia de fatores de crescimento da epiderme, o C-erbB2
(NovoCasta). Os cortes, montados em laminas sinalizadas, foram
desparafinizados e desidratados, em temperatura controlada. Em seguida, foram
submetidos arecuperacédo antigénica pelo calor, em panela de presséao, durante
20 minutos, utilizando-se o citrato 0,01M, pH 6,0. ApGs a recuperacdo antigénica,
as laminas foram mantidas a temperatura ambiente, para resfriamento, por cerca
de 1 hora. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito em peroxido de hidrogénio
3%, durante 10 minutos, e em seguida, as laminas foram lavadas com tampéo
fosfato (PBS) por 5 minutos. As laminas foram incubadas a 4°C, durante a noite,
com os anticorpos monoclonais anti-RE (1:100), anti-RP (1:100), anti-Ki-67 (1:50)
e anticorpo policlonal anti-c-erbB2 (1:1000), diluidos em solucao de PBS contendo
1% de albumina bovina. Apds a incubacdo com os anticorpos priméarios, as
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, por 5 minutos, e incubadas durante 1
hora com o anticorpo secundario conjugado com a biotina-avidina peroxidase.
Apé6s nova lavagem com PBS, por 5 minutos, as reagdes foram reveladas com
tetra-hidroclorato de 3-3’ diaminobenzidina, por 5 minutos, e levemente contra
coradas com hematoxilina. Em seguida, as laminas foram desidratadas e
montadas com laminula. Sempre que possivel, aproximadamente 300 nucleos de

células tumorais foram avaliados em cada espécime. A marcacado para RE, RP e
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Ki-67 foi considerada positiva quando mais que 1% das células tumorais
estivessem coradas em cada corte. A marcagcao positiva para c-erbB2 foi
considerada quando a hiper-expressdo do marcador estivesse evidenciada nas
membranas das células tumorais, de acordo com critérios recomendados pela

Dako Coorporation, 1998.

4.6 - Radioterapia:

As 43 pacientes analisadas, foram tratadas com uma combinacao de
irradiacdo pélvica externa e irradiacao intracavitaria (braquiterapia), com taxas de
altas doses ou baixas doses. Onze pacientes receberam teleterapia neoadjuvante,
22 receberam terapia adjuvante, 8 receberam teleterapia exclusiva e 2 pacientes
receberam somente braquiterapia. Dentre as 41 pacientes que receberam
teleterapia, 40 receberam doses que variaram entre 45-50 Gy e uma paciente
recebeu doses abaixo de 45 Gy. Todos os fracionamentos foram de 1.8 Gy, em
quatro campos diérios, 5 vezes por semana. O refor¢co parametrial foi utilizado em
5 pacientes com doses de 16-20 Gy e em 2 pacientes com doses de 5-10 Gy. Das
onze pacientes submetidas a teleterapia neoadjuvante, todas foram também
submetidas a cirurgia, sendo que 9 delas apresentaram respostas parciais e 2
apresentaram respostas completas na peca cirurgica. Quatro pacientes receberam
teleterapia hipofracionada com finalidade anti-hemorragica, no esquema de trés
fracdes de 4 Gy. Trinta e sete pacientes foram submetidas a braquiterapia, sendo
gue 2 foram exclusivas. Duas pacientes receberam complementacéo de dose em
campos reduzidos, com doses de 20 Gy no lugar da braquiterapia. Vinte e duas

pacientes receberam tratamento com taxas de baixas doses (LDR) e quinze
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receberam tratamento com taxas de altas doses (HDR). Vinte e nove pacientes
tiveram a cupula vaginal como ponto de prescricdo de dose e 8 pacientes
receberam doses prescritas no ponto A. Dentre as pacientes tratadas com LDR, 3
receberam doses no intervalo de 31-40 Gy, 12 receberam doses entre 41-50 Gy e
7 receberam 60 Gy. Dentre as pacientes tratadas com HDR, 15 pacientes
receberam doses entre 20-30 Gy. Para as pacientes tratadas com HDR, uma
recebeu o fracionamento de 5 Gy, 2 receberam fracionamento de 6 Gy e 12
receberam fracionamento de 7 Gy. Nao houve abandono de tratamento na

amostra.

4.7- Analise estatistica dos resultados:

As variaveis de interesse foram categorizadas da seguinte forma: status
menopausal (pré-menopausadas < de 50 anos, e pos-menopausadas > 50 anos);
tipo histolégico (adenocarcinomas e carcinomas adenoescamosos); grau de
diferenciacao histoldgica (bem diferenciados, moderadamente diferenciados,
pouco diferenciados e nado-classificados); estadiamento clinico (I, II, lll, IV e n&o-
especificados); condi¢cdes ao final do estudo (pacientes vivas e pacientes que
evoluiram para o 6bito); detec¢cdo imuno-histoquimica de RE, RP e c-erbB-2 (+ ou
-); deteccao imuno-histoquimica de Ki-67 (+ ou — e proporcao de marcacéao, < 50
ou > 50%); deteccao de HPV e genotipagem de HPV-16 (+ ou -). Os resultados
encontrados foram tabulados e analisados por meio de estatistica descritiva, de
tabelas de contingéncia e de curvas de sobrevida. As diferencas estatisticas, entre

a deteccado imuno-histoquimica dos marcadores, a deteccao de HPV e HPV-16 e
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os parametros clinico-patolégicos, foram avaliadas pelo teste do chi-quadrado. O
método de Kaplan-Meier foi usado para estimar o efeito dos marcadores imuno-
histoquimicos e da deteccédo de HPV na sobrevida das pacientes. A sobrevida foi
definida como o intervalo de tempo entre a data de diagnostico e a data da morte,
ou data da ultima consulta realizada pela paciente. As diferencas na sobrevida
geral foram estimadas pelo teste do log rank. Para efeito de significancia

estatistica, considerou-se um nivel de probabilidade (p) < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1- Caracteristicas clinicas:

O estudo incluiu 43 pacientes diagnosticadas com adenocarcinoma e
carcinoma adenoescamoso de colo uterino, no periodo de 1995-2000. As
pacientes selecionadas foram tratadas com radioterapia exclusiva ou cirurgia e
radioterapia, no Servi¢co de Ginecologia e Mama e Servi¢co de Radioterapia do
Hospital Araujo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias. As
caracteristicas clinicas das pacientes sdo descritas a seguir e estéo listadas na
tabela 2.

Idade: aidade média das pacientes ao diagndstico foi de 50,7 anos
(variando de 35 a 78 anos). Vinte mulheres (47%) tinham idades abaixo de 50
anos (pré-menopausadas) e 23 (53%) tinham idades acima de 50 anos (p0s-
menopausadas).

Tipo e grau histolégico: trinta e cinco tumores (82%) eram

adenocarcinomas, 7 (16%) eram carcinomas adenoescamosos e 1 (2%) era misto
de adenocarcinoma e carcinoma escamoso (tumor de colisdo). Dentre os
adenocarcinomas, 15 (35%) eram mucinosos, sendo 14 (33%) do tipo
endocervical e 1 (3%) intestinal; 12 adenocarcinomas (28%) eram do tipo
endometridide, 2 (5,0%) eram de células claras e 7 (16%) eram mistos do tipo
endocervical associado ao tipo endometridéide. A graduacgédo histolégica dos

adenocarcinomas revelou 20 casos (46%) bem diferenciados, 9 casos (21%)
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moderamente diferenciados e 5 casos (12%) pouco diferenciados. Os carcinomas
adenoescamosos e o0s tumores de colisdo ndo sao graduados histologicamente.

Estadiamento clinico: quarenta e uma pacientes (95%) tiveram o

estadiamento clinico (FIGO) determinado. Dentre elas, 22 pacientes (52%)
apresentaram estadio I, 17 pacientes (39%) apresentaram estadio Il, 1 paciente
(2%) apresentou estadio Ill, 1 paciente (2%) apresentou estadio IV e duas
pacientes nao tiveram o estadiamento clinico descrito.

Seguimento das pacientes: o tempo médio de seguimento das pacientes,

desde o diagndstico até o ultimo controle foi de 32,0 meses (intervalo: 7,2 — 69,0
meses). Durante o periodo analisado, 13 pacientes (30%) morreram em
decorréncia da doenca. A sobrevida média para as pacientes que morreram foi de
23,8 meses (intervalo: 7,2 - 46 meses), enquanto que o seguimento médio para as
pacientes vivas ao final do estudo foi de 36,0 meses (intervalo: 16,0 — 69,0

meses).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos casos de adenocarcinomas e

carcinomas adenoescamosos estudados.

Caracteristica Numero de Proporcéao
Pacientes

Estadiamento clinico

Estédio | 22 52,0%
Estadio Il 17 39,0%
Estadio Il 1 2,3%
Estadio IV 1 2,3%
Nao especificado 2 4,6%
Total 43

Tipo histoldgico

Adenocarcinomas 35 81,4%
Carcinomas adenoescamosos 7 16,3%
Tumores mistos 1 2,3%

(adenocarcinoma+adenoescamoso)

Diferenciacé&o histolégica

Bem diferenciados 20 46,5%
Moderamente diferenciados 9 20,9%
Pouco diferenciados 5 11,6%
Nao classificados 9 20,9%

Status menopausal
Pré-monopausadas (< 50 anos) 20 46,5%
Pés-menopausadas (> 50 anos) 23 53,5%

Condicdo ao final do estudo
Vivas 30 70,0%
Obitos 13 30,0%

5.2- Marcadores imuno-histoquimicos
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Expressdo de receptores de estrogenos e receptores de progesterona:

a marcacdo de RE e RP foi considerada positiva quando presente no nacleo das
células tumorais (figura 1 e 2). Em todos 0s casos, células endocervicais normais
e/ou células estromais apresentaram marcacao positiva para RE e RP. A
marcacao de RE foi positiva em 9 casos (21,0%) e a marcacéo de RP foi positiva
em 12 (28,0%) casos.

As frequéncias de expressao de RE e RP, de acordo com o estadiamento
clinico, tipo histoldgico, grau de diferenciacdo histopatoldgica, status menopausal
e condicdes ao final do estudo sdo apresentadas na tabela 3. No que diz respeito
ao estadiamento clinico, uma maior frequéncia de expresséo, tanto de RE (23,5%)
como de RP (35,3%), foi observada para os tumores de estadio Il. Um Unico caso
apresentava estadio IV, sendo positivo para ambos os marcadores, RE e RP. A
expressao de RE foi mais freqiiente (22,8%) nos adenocarcinomas, ao contrario
da expressao de RP, que foi mais frequente (28,5%) nos carcinomas
adenoescamosos. Com relagcdo ao grau de diferenciacéo histologica, a expresséo
de RE foi mais frequente nos tumores moderadamente diferenciados, enquanto a
expressao de RP foi mais frequiente (40%) nos tumores pouco diferenciados. A
frequéncia de expressédo de RE foi muito semelhante nas pacientes pré-
menopausadas (26,6%) e p6s-menopausadas (21,7%), entretanto, a expresséao de
RP foi mais freqliente nas mulheres p6s-menopausadas (30,4%). Dentre as 30
pacientes que estavam vivas ao final do estudo, 8 (26,6%) expressavam RE e 9
(30,0%) expressavam RP. Dentre as 13 pacientes que evoluiram para o 6bito, 1

(7,7%) expressava RE e 3 (23,0%) expressavam RP.
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Tabela 3. Expresséo dos receptores de estrogenos e receptores de
progesterona de acordo com as caracteristicas clinicas dos tumores.

Caracteristica RE RP
(+) -) Proporcao (+) -) Proporcéo
Estadiamento clinico (+) (+)
Estadio | 4 18 18,2% 5 17 22, 7%
Estadio Il 4 13 23,5% 6 11 35,3%
Estadio Il 0 1 0% 0 1 0%
Estadio IV 1 0 100,0% 1 100,0%
N&o especificado 0 2 0% 0 2 0%
Total 9 34 12 31
Tipo histolégico
Adenocarcinomas 8 27 22,8% 9 26 25, 7%
Carcinomas adenoescamosos 1 6 14,3% 2 5 28,5%
Tumores mistos 0 1 0% 1 0 100,0%
(adenocarc.+adenoescamoso)
Diferenciacédo histolégica
Bem diferenciados 2 18 10% 3 17 15%
Moderadamente diferenciados 3 6 33,3% 3 6 33,3%
Pouco diferenciados 1 4 20% 2 3 40%
Nao classificados 3 6 33,3% 4 5 44,4%
Status menopausal
Pré-menopausadas (< 50 anos) 4 16 20% 5 15 25%
Pés-menopausadas (> 50 anos) S 18 21,7% 7 16 30,4%
Condicéo ao final do estudo
Vivas 8 22 26,6% 9 21 30%
Obitos 1 12 7,7% 3 10 23,0%
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Expressado de c-erbB-2 e Ki-67: A hiperexpressao de c-erb-B2 é

visualizada pela marcacdao intensa e continua de toda extensdo da membrana
citoplasmatica das células tumorais. A expressao fraca de c-erbB-2 foi visualizada
em alguns dos tumores analisados (dados néo apresentados). Entretanto,
somente um caso de adenocarcinoma endocervical, classificado com estadio llb,
apresentou hiperexpresséo de c-erbB-2, dentre todas as pacientes analisadas.
Assim, a andlise estatistica ndo foi aplicada ao estudo desse marcador.

A marcacao de Ki-67 foi considerada positiva quando presente no nucleo
das células tumorais (figura 3) e a proporcao de nucleos corados foi traduzida em
termos percentuais. As frequiéncias de marcacéao de Ki-67 foram classificadas em
dois grupos, um < 50% e outro > 50%. A marcacao de Ki-67 foi positiva em 35
casos (83,7%) e as frequéncias correspondentes a cada parametro analisado
encontram-se na tabela 4. Com relacdo ao estadiamento clinico, frequéncias de
expressao muito similares foram observadas para os tumores de estadio | (77,2%)
e Il (82,3%). A expresséao de Ki-67 foi mais frequente (100,0%) nos carcinomas
adenoescamosos em comparagdo com os adenocarcinomas (80,0%). Com
relacdo ao grau de diferenciacdo histoldgica, a expresséao de Ki-67 foi mais
frequente (100%) nos tumores moderadamente diferenciados. As frequéncias de
expressao de Ki-67 foram muito semelhantes nas pacientes pré-menopausadas
(85,0%) e pos-menopausadas (82,6). Dentre as 30 pacientes que estavam vivas
ao final do estudo, 28 (93,0%) expressavam Ki-67 enquanto que dentre as 13

pacientes que evoluiram para o 6bito, 5 (61,0%) expressavam Ki-67.
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Figura 1. Fotomicrografia mostrando a detec¢do imuno-histoquimica

de receptores de progesterona em nucleos celulares de

adenocarcinoma de colo uterino.
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando a detec¢&o imuno-histoquimica
de receptores de estrogenos em nucleos celulares de

adenocarcinoma do colo uterino.
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Figura 3. Fotomicrografia mostrando a detec¢cdo imuno-histoquimica

de Ki-67 em nucleos celulares de adenocarcinoma de colo uterino.
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Tabela 4. Expresséo de Ki-67 de acordo com as caracteristicas clinicas

dos tumores.

Caracteristica Ki-67
(+) () Proporcéo (+) +)
Estadiamento clinico (+) <50% > 50%
Estadio | 17 5 77,2% 11 (65,0%) 6 (35,0%)
Estadio Il 14 3 82,3% 5 (36,0%) 9 (64,0%)
Estadio Il 1 0 100,0% 0 (0%) 1 (100,0%)
Estadio IV 1 0 100,0% 0 (0%) 1 (100,0%)
N&o especificado 2 0 100,0% 1 (50%) 1 (50%)
Total 35 8
Tipo histolégico
Adenocarcinomas 28 7 80,0% 17 (60,7%) 11 (39,3%)
Carcinomas adenoescamosos 7 0 100,0% 1(14,2%) 6 (85,7%)
Tumores mistos 1 0 100,0% 1(100,0%) 0 (0,0%)
(adenocarcinoma+adenoescamoso)
Diferenciacéo histolégica
Bem diferenciados 16 4 80,0% 11 (68,7%) 5 (31,2%)
Moderadamente diferenciados 9 0 100,0% 4 (44%) 5 (55,5%)
Pouco diferenciados 4 1 80,0% 2 (50,0%) 2 (50,0%)
Nao classificados 7 2 77, 7% 2 (28,5%) 5 (71,4%)
Status menopausal
Pré-menopausadas (< 50 anos) 17 3 85,0% 9 (52,9%) 8 (47,0%)
P6s-menopausadas (> 50 anos) 19 4 82,6% 10 (52,6%) 9 (47,3%)
Condicéo ao final do estudo
Vivas 28 2 93% 16 (57,0%) 12 (42,8%)
Obitos 8 5 61% 3(37,0%) 5 (62,5%)
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5.3 - Detecc¢édo de HPV e genotipagem do HPV-16: A deteccédo do
genoma do HPV nos espécimes de tumores foi feita por ensaios de PCR (reagédo
em cadeia da polimerase), utilizando os primers genéricos GP5+/GP6+. A
presenca do genoma viral € traduzida pela detec¢cdo de um fragmento, com cerca
de 140 bp, correspondente a regido L1 de varios tipos de HPVs. Controles
negativos foram usados em cada experimento contendo todos 0s componentes
necesséarios areacado de PCR, exceto DNA que era substituido por agua.
Controles positivos também foram utilizados e continham DNA extraido de células
HeLa. Os testes dos controles positivos e negativos produziram os resultados
esperados. A extracdo de DNA foi feita em todos os espécimes tumorais (43
casos), entretanto, somente 40 aliquotas (93,0%) se mostraram apropriadas para
a realizacédo da PCR. Dentre as amostras testadas, 37 (92,5%) apresentaram
resultados positivos para detec¢cdo do genoma viral (tabela 5).

Utilizando ensaios de PCR com primers especificos para a regido E6 do
HPV-16, observou-se o aparecimento de uma banda com aproximadamente 120
bp nas amostras positivas. Em nosso estudo, o HPV-16 foi detectado em 30 das

40 amostras de tumores avaliadas (75,0%) (tabela 5).
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Tabela 5. Deteccao de HPV e genotipagem de HPV-16, por meio de PCR,
de acordo com as caracteristicas clinicas dos tumores.

Caracteristica HPV HPV-16
(+) ) Proporcao (+) ) Proporcao

Estadiamento clinico (+) (+)

Estadio | 19 2 90,4% 17 2 89,4%

Estadio Il 14 1 93,3% 11 3 78,5%

Estéadio Il 1 0 100,0% 0 1 0%

Estadio IV 1 0 100,0% 1 0 100,0%

N&o especificado 2 0 100,0% 1 1 50,0%

Total 37 3 30 7

Tipo histoldgico

Adenocarcinomas 29 3 90,6% 23 6 79,3%
Carcinomas adenoescamosos 7 0 100,0% 6 1 85,7%
Tumores mistos 1 0 100,0% 1 0 100,0%

(adenocarc.+adenoescamoso)

Diferenciacéo histoldgica

Bem diferenciados 17 1 94,4% 14 3 82,3%

Moderadamente diferenciados 7 2 77,7% 7 0 100,0%

Pouco diferenciados 4 0 100,0% 3 1 75,0%

N&o classificados 9 0 100,0% 6 3 66,3%
Status menopausal

Pré-menopausadas (< 50 anos) 18 1 94,7% 14 4 77,7%

Pés-menopausadas (> 50 anos) 19 2 90,4% 16 3 84,2%
Condicdo ao final do estudo

Vivas 26 2 92,8% 21 5 80,7%

Obitos 11 1 84,6% 9 2 81,8%
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5.4 - Diferencas estatisticas entre os parametros analisados: A expresséo
dos diferentes marcadores imuno-histoquimicos (RE, RP, c-erb-B2 e Ki-67) e 0s
resultados da detec¢cdo de HPV, em relacdo aos parametros clinico-patoldgicos
avaliados, foram organizados em tabelas de contingéncias (tabelas 3, 4 e 5). As
diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste do chi-quadrado. Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) foi detectada para a expressao
dos marcadores imuno-histoquimicos, ou para a detec¢cao de HPV, em relacéao
aos parametros analisados, conforme descrito na tabela 6, exceto para a
frequéncia de marcacédo do Ki-67. A frequéncia de marcacéo do Ki-67, comparada
entre as pacientes que permaneceram vivas ao final do trabalho (93,0%) e as que
evoluiram ao 6bito (61,0%) foi estatisticamente diferente, ou seja, uma proporc¢ao
maior de pacientes que apresentavam expressao positiva de Ki-67 nos tumores

permaneceu viva ao final do acompanhamento.
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Tabela 6. Significado estatistico das diferencas entre a expresséo dos
marcadores imuno-histoquimicos, ou a deteccdo de HPV e HPV-16, em
relacdo aos parametros clinico-patoldégicos analisados.

Variaveis Valor de p
RE (+)
Estadiamento clinico 0,2568
Tipo histolégico 0,6139
Diferenciacao histologica 0,3092
Status menopausal 0,8888
Condicéo ao final do estudo 0,1601
RP (+)
Estadiamento clinico 0,3101
Tipo histolégico 0,8753
Diferenciacao histolégica 0,3600
Status menopausal 0,6919
Condicéo ao final do estudo 0,6421
Ki-67 (+)
Estadiamento clinico 0,8809
Tipo histolégico 0,1949
Diferenciacao histolégica 0,3481
Status menopausal 0,8322
Condicéo ao final do estudo 0,0095 *
HPV (+)
Estadiamento clinico 0,7598
Tipo histolégico 0,3991
Diferenciacao histolégica 0,3014
Status menopausal 0,6094
Condicéo ao final do estudo 0,8958
HPV-16 (+)
Estadiamento clinico 0,3880
Tipo histolégico 0,7008
Diferenciacao histolégica 0,4277
Status menopausal 0,6175
Condicéo ao final do estudo 0,9406

* Diferenca estatisticamente significativa
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5.5 - Andlise de sobrevida das pacientes: ao final de 5 anos, a sobrevida global
das pacientes analisadas em nosso estudo foi de 31,3%. Utilizando o teste de log
rank, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada na sobrevida
global das pacientes que expressaram os marcadores imuno-histoquimicos
analisados em nosso estudo. A deteccdo de HPV também nao apresentou
nenhum efeito estatisticamente significativo na sobrevida das pacientes. O
tamanho da amostra (43 pacientes) certamente impediu a deteccdo de possiveis

efeitos significativos dos fatores analisados na sobrevida das pacientes.
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Gréfico 1. Sobrevida geral das pacientes com adenocarcinoma e pacientes
com carcinoma adenoescamoso analisadas.
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Grafico 2. Sobrevida das pacientes em relacédo a expresséo de receptores de
estrogenos (RE).
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Grafico 3. Sobrevida das pacientes em relacdo a expresséo de receptores de
progesterona (RP).
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Gréfico 4. Sobrevida das pacientes em relacdo a marcacéao de Ki-67, com
indices até 50% e com indices maiores que 50%.
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6. DISCUSSAO

A escolha da terapia mais apropriada e a formulagdo do progndostico para
uma paciente com cancer séao feitas com base no conhecimento clinico sobre a
extensdo da doenca e seu comportamento biolégico. Os adenocarcinomas
cervicais sao lesdes complexas e com diferentes tipos histolégicos reconhecidos.
Estudos demonstram que o carcinoma espinocelular cervical evolui a partir de
uma série de mudancas histolégicas progressivas e bem caracterizadas.
Entretanto, para os adenocarcinomas, as lesdes precursoras ainda sdo altamente
discutidas, incluindo o adenocarcinoma in situ. As alteracdes genéticas envolvidas
na tumorigénese do adenocarcinoma cervical ndo estdo ainda bem claras
(Mouron, 2000) e a radiosensibilidade dos adenocarcinomas também parece
menor quando comparada com a do carcinoma espinocelular (Pomel C, 2004).
Assim, nosso estudo consistiu de uma avaliagdo molecular do adenocarcinoma
cervical invasivo, visando uma melhor compreenséao da biologia desses tumores e
da busca de marcadores moleculares potencialmente relacionados a resposta dos

mesmos a radioterapia.
Dentre os 43 casos de tumores cervicais submetidos a extracao de
DNA para detec¢cdo do genoma do HPV, 40 (93,0%) forneceram DNA apropriado
para a realizacdo da PCR, dos quais, 37 (92,5%) apresentaram resultados
positivos para deteccédo do genoma viral. O HPV-16 foi detectado em 30 dos 40
tumores avaliadas (75,0%). Estudos realizados na China (Lo et al., 2002), Taiwan
(Lee et al., 1998; Shyu et al., 2001), Japdo (Sasagawa et al., 2001), Suécia
(Andersson S. et al., 2003(a); 2003(b)) e algumas regides dos Estados Unidos

(Pirog et al., 2000; Altekruse S.F. et al., 2003) também identificaram o HPV-16
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como o tipo viral mais prevalente nos adenocarcinomas. No Brasil, somente dois
estudos analisaram a prevaléncia de diferentes tipos do HPV em lesfes cervicais
detectadas naregido Centro Oeste (Saddi, 2004; Rabelo-Santos S.H. et al., 2003)
e ambos demonstraram o HPV-16 como o tipo viral mais prevalente nos
adenocarcinomas cervicais. Diferencas geograficas relacionadas a ocorréncia de
diferentes tipos de HPVs tém sido relatadas entre paises e também entre
diferentes regides de um mesmo pais (Bosch et al., 1995; Lee et al., 1998;
Walboomers et al., 1999; Villa et al., 2000).

Nosso estudo demonstrou a imunodeteccao de receptores de
estrogenos em 9 (21,0%) casos e a imunodeteccao de RP em 12 (28,0%) casos
de adenocarcinomas analisados. Andlises bioquimicas e imunohistoquimicas
identificaram os receptores de estrégenos e de progesterona no epitélio colunar
endocervical, sugerindo a endocérvice normal como alvo dos horménios
esteroides, vez que a producao e a qualidade do muco endocervical flutua em
resposta as mudancas verificadas no ciclo menstrual (Fujiwara et al, 1997).
Receptores de estrogenos e de progesterona sao reconhecidos como indicadores
progndésticos e preditivos em canceres da mulher, incluido o cancer de mama,
cancer de ovario e de endomeétrio. Alguns estudos sugerem que a expressao de
receptores de estrégenos e de progesterona pode apresentar significado
progndstico no adenocarcinoma cervical (Fujiwara et al., 1997; Lu et al., 1999;
Suzuki et al., 2000). Nosso trabalho ndo demonstrou nenhuma correlagao
significativa entre a expresséo dos receptores hormonais e 0s aspectos clinico-

patoldgicos analisados, e relacfes entre a expressao dos receptores hormonais e
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um aumento na sobrevida global das pacientes, que expressavam esses

receptores, também nao foi demonstrada.

Vérios estudos tém analisado a hiper-expresséo de c-erbB-2 em tumores
humanos, relacionando este evento com um progndéstico mais sombrio. No que diz
respeiro aos adenocarcinomas cervicais, os resultados ainda sao incosistentes.
Estudos demonstram que c-erbB-2 é freqientemente expresso em lesdes
cervicais glandulares relacionadas ao HPV (Roland, 1997), entretanto, a
hiperexpresséo/amplificacdo do c-erbB-2 é um achado raro no carcinoma cervical
invasivo ( Rosty, 2004). A hiperexpressao de c-erbB-2 tem sido correlacionada de
forma inversa com o estadiamento clinico (Lee, 2004), e de forma direta com grau
tumoral (Ray A., 2002), a progresséao e invasao tumoral (Leung TW, 2001) e com a
atividade apoptética em adenocarcinomas cervicais (Leung TW, 2004). Nosso
estudo demonstrou a expressao de c-erbB-2 em alguns casos de
adenocarcinoma, entretanto, somente um caso, classificado com estadio llb,
apresentou hiperexpresséo de c-erbB-2. Em funcéo da raridade do evento, a

analise estatistica ndo foi aplicada ao estudo desse marcador.

O indice de proliferacéo celular de uma neoplasia pode ser estimado pela
expressao imuno-histoquimica do Ki-67. No tecido cervical normal, a expresséo do
Ki-67 € restrita as camadas basais e parabasais da ectocérvice, epitélio
metaplasico e camada basal da endocérvice. No desenvolvimento de lesfes
intraepiteliais, a expressao do Ki-67 pode ser encontrada em camadas
intermediéarias e superficiais do epitélio. Nas lesdes cervicais intraepiteliais,

associadas com infec¢cdo com HPV tipo 16 e 18, a expressédo do Ki-67 é maior do
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que nas lesdes ndo relacionadas a presenca viral (Cambruzzi E, 2005). A
expressao de Ki-67 também foi vista como mais alta em CIN Ill (Carrilho C, 2005).
Nosso estudo demonstrou a marcacao positiva de Ki-67 em 36 casos de
adenocarcinomas (83,7%) e as frequéncias de expresséo foram muito similares
para os tumores de estadio | (77,2%) e Il (82,3%). Dentre as 30 pacientes que
estavam vivas ao final do estudo, 28 (93,0%) expressavam Ki-67, enquanto que
dentre as 13 pacientes que evoluiram para o 6bito, somente 5 (61,0%)
expressavam Ki-67. Essa diferenca foi estatisticamente significativa, ou seja, uma
propor¢cdo maior de pacientes que apresentavam expressao positiva de Ki-67 nos
tumores permaneceu viva ao final do acompanhamento. Entretanto, quando a
sobrevida global foi analisada para as pacientes em relagcdo aos indices de
marcacao (< 50% e >50%), nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi

observada.

Nossas analises ndo foram suficientes para estabelecer o papel dos
diferentes marcadores analisados no progndéstico e naresposta das pacientes com
adenocarcinoma que receberam radioterapia de forma exclusiva ou em algum
momento do seu tratamento. O tamanho da amostra (43 pacientes) certamente
impediu a deteccado de possiveis efeitos significativos dos fatores analisados na

sobrevida das pacientes.
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(4)

(5)

(6)

(7)

7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, concluimos que:
Dentre os 43 casos de tumores cervicais submetidos a extracdo de DNA para
deteccao do genoma do HPV, 40 (93,0%) forneceram DNA apropriado para a
realizacao da PCR.
Dentre os quarenta casos testados, 37 (92,5%) apresentaram resultados positivos
para deteccdo do genoma viral.
O HPV-16 foi detectado em 30 dos 40 tumores avaliados (75,0%).
A imunodeteccao de RE foi positiva em 9 (21,0%) casos e a imunodeteccao de RP
foi positiva em 12 (28,0%) casos analisados.
Somente um caso de adenocarcinoma endocervical, classificado com estadio
clinico llb, apresentou hiperexpressédo de c-erbB-2, dentre todos os tumores
analisados.
A marcacao de Ki-67 foi positiva em 35 (81,0%) casos , sendo que 17 (49,0%)
apresentaram indice de marcag¢édo <50%, enquanto que 18 (51%) apresentaram
indice de marcacédo >50%.
Utilizando o teste do chi-quadrado, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) foi detectada para a expressao dos marcadores imuno-
histoquimicos, ou para a deteccdo de HPV, em relacdo aos parametros

analisados, exceto para a frequéncia de marcacéao do Ki-67.
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(8)

(9)

(10)

Dentre as 30 pacientes que estavam vivas ao final do estudo, 28 (93,0%)
expressavam Ki-67 enquanto que dentre as 13 pacientes que evoluiram para o
Obito, 5 (61,0%) expressavam Ki-67.

Utilizando o teste de log rank, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
observada na sobrevida global das pacientes em relacdo a expressao dos
marcadores imuno-histoquimicos analisados em nosso estudo.

Nossos achados néo foram suficientes para estabelecer o valor progndéstico ou
preditivo dos marcadores analisados para 0os adenocarcinomas cervicais tratados

com radioterapia com ou sem cirurgia.
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