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Associaco entre a expressdo das proteinas p53 e Ki-67 e 0s achados
clinico-patologicos em pacientes com carcinoma invasor do colo uterin

Association between p53 and Ki-67 expression and clinicopathologic features in patients with
carcinoma of the cervix

Agnaldo L. Silva-Filho!, Bernardo Nascentes Bruno?, Lucas Barbosa da Silva®, Paulo Traiman?,
Jodo Gilberto de Castro e Silva®, Sérgio Augusto Triginelli®.

RESUMO

Objetivo: avaliar a associagio da expressio das proteinas p53 e Ki-67 no tumor com achados clinico-patolégicos em pacientes
com carcinoma invasor de colo uterino. Métodos: foram estudadas amostras de tumor obtidas de 36 pacientes submetidas a
histerectomia radical para tratamento de carcinoma invasor do colo uterino estadio IB (FIGO). Amostras do tumor foram fixadas
em formol e incluidas em parafina. O material foi analisado pela histopatologia (hematoxilina e eosina) e processado para
marca¢ao imuno-histoquimica por anticorpos monoclonais contra as proteinas p53 e Ki-67. Os dados foram analisados pelo
teste de y” para a avaliacdo das diferengas entre os grupos. Resultados: a idade das pacientes variou de 27 a 73 anos (48,7+10,4
anos). O estadiamento clinico (FIGO) foi IB1 em 27 casos (75%) e IB2 em 9 casos (25%). A expressdo tumoral da proteina p53 foi
positiva em metade dos casos. Em relago a expressao do Ki-67, foi evidenciado alto grau de proliferagdo celular em 73,3% dos
casos. Nao houve associa¢do da expressdo das proteinas p53 e Ki-67 no tumor com idade (p=0,091 e 0,900), estadiamento
(p=0,054 € 0,667), tipo histolégico (p=0,674 e 0,674), grau de diferenciacio (p=0,07 e 0,282), presenga de invasdo linfovascular
(p=0,248 e 0,667), acometimento parametrial (p=0,729 e 0,763) e metdstases para os linfonodos pélvicos (p=0,729 e 0,636,
respectivamente). Conclusdes: a expressao tumoral das proteinas p53 e Ki-67 ndo se associou com achados clinico-patolégicos
em pacientes com carcinoma invasor do colo uterino estidio IB.
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the association between p53 and Ki-67 expression in the tumor and clinicopathological features in
patients with carcinoma of the cervix. Methods: samples were taken from the tumor of 36 patients with stage IB (FIGO)
cervical carcinoma submitted to radical hysterectomy. Tissue samples were taken from the tumor, fixed in formalin and
embedded in paraffin. The specimens were analyzed by histopathology (hematoxylin and eosin) and immunohistochemically
evaluated using monoclonal antibodies for p53 and Ki-67. Data were analyzed statistically by the > test to evaluate
eventual differences between the groups. Results: the age of the patients ranged from 27 to 73 years (48.7+10.4 years).
Clinical stage (FIGO) was IB1 in 27 cases (75%) and IB2 in 9 cases (25%). A positive tumoral expression of the p53 protein
was found in half of the cases. In relation to the Ki-67 expression, a high cell proliferation index was shown in 73.3% of the
cases. There was no association between tumoral p53 and Ki-67 expression with age (p=0.091 and 0.900), clinical stage
(p=0.054 and 0.667), histological classification (p=0.674 and 0.674), grade of differentiation (p=0.070 and 0.282), presence of
lymphatic vascular space invasion (p=0.248 and 0.667), parametrial involvement (p=0.729 and 0.763) and pelvic lymph node
metastasis (p=0.729 and 0.636, respectively). Conclusions: tumoral expression of p53 and Ki-67 was not associated with the
clinicopathological features in patients with stage IB carcinoma of the cervix.

KEYWORDS: Cervix neoplasms; Oncogenes; Protein p53; Ki-67 antigen

1 Professor Substituto do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG - Belo Horizonte (MG) - Brasil e
Professor da Pds-graduacéo em Ginecologia da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” - UNESP, Botucatu (SP) - Brasil

2 Académico de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG - Belo Horizonte (MG) - Brasil

3 Meédico do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG - Belo Horizonte (MG) - Brasil

4 Professor do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” - UNESP, Botucatu (SP) - Brasil

5,6 Professor do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG - Belo Horizonte (MG) - Brasil

Correspondéncia: Agnaldo Lopes da Silva Filho

Avenida Pasteur, 89/1310 - Bairro Santa Efigénia— 30150-290 - Belo Horizonte - MG - Telefone: (31) 3236-6103 - Fax: (31) 3296-5490 - e-mail: agsilvaf@terra.com.br

Recebido em: 18/2/2005 Aceito com modificacées em: 24/5/2005

Rev Bras Ginecol Obstet. 2003; 27(5): 243-7



244 Silva-Filho AL, Bruno BN, Silva LB, Traiman P, Silva JGC, Triginelli SA.

Introducéo

O carcinoma de colo uterino representa
grande problema de saude publica mundial, com
incidéncia anual de 471.000 casos e 233.000 mor-
tes!. A maior parte dos casos ocorre nos paises em
desenvolvimento devido a precariedade dos progra-
mas de rastreamento?.

O processo de carcinogénese implica, den-
tre outros fatores, a aquisicdo de alelos mutantes
de genes supressores de tumor e aumento na pro-
liferagdo celular®. Em decorréncia dessas altera-
¢cOes, funcgbes celulares que, normalmente, esta-
riam sob controle, passam a ser exercidas de ma-
neira desordenada, resultando na expressao exa-
gerada de algumas proteinas responsaveis pela
proliferacdo celular®. Entre essas proteinas encon-
tram-se a p53, cuja fungéo é controlar o ciclo ce-
lular, e a proteina Ki-67, utilizada como marcador
de proliferacéo celular.

As oncoproteinas E6 e E7 do papiloma-virus
humano (HPV) de alto risco desregulam a prolife-
racéo celular®. A oncoproteina E6 é capaz de ligar-
se a proteina p53, por meio da proteina E6AP, for-
mando o complexo p53-E6AP-E6, que é rapidamen-
te inativado por intermédio da via proteolitica de-
pendente da ubiquitina. Em conseqiiéncia, nao
ocorre parada do ciclo para o reparo do DNA e o
ciclo celular prossegue com o genoma do HPV in-
tegrado ao do hospedeiro®. Apesar de controverso
na literatura, parece haver associacdo do gene
p53, assim como da proteina p53, com a neoplasia
intra-epitelial cervical (NIC) e o carcinoma inva-
sor do colo uterino®.

O controle da divisao celular é evento criti-
co para o funcionamento normal das células*. Os
processos reguladores da carcinogénese interfe-
rem diretamente ou indiretamente na prolifera-
¢ao celular®. As células em proliferagdo expres-
sam em seus nucleos uma proteina nao-histona
de meia-vida curta, chamada Ki-67. Essa proteina
esta presente em todos os estagios do ciclo celu-
lar, exceto na fase GO’. A infec¢édo por HPV 16 e 18
esta associada a aumento na proliferacdo celular
tanto em pacientes com NIC quanto no carcino-
ma invasor do colo uterino®.

O progndéstico da paciente com cancer de colo
uterino depende de varios fatores, dentre eles, a
idade, o estadiamento, o volume tumoral, o tipo
histolégico, a invasao do corpo uterino, a profun-
didade da invasao estromal, o grau de diferencia-
¢ao, a invasao linfovascular e a presenca de
metastases linfonodais®. Por atuarem em impor-
tantes etapas da carcinogénese, é possivel que as
proteinas p53 e Ki-67 possam ser utilizadas como

Rev Bras Ginecol Obstet. 2003; 27(5): 243-7

indicadores de progndstico para pacientes com
cancer de colo®. Este estudo tem por objetivo a
analise da associagéo da expressdo das proteinas
p53 e Ki-67 no tumor com achados clinico-patol6-
gicos em pacientes com carcinoma invasor de colo
uterino.

Métodos

O estudo foi realizado prospectivamente em
36 mulheres com cancer do colo uterino, atendi-
das no Hospital das Clinicas da Universidade Fe-
deral de Minas Gerais (UFMG), no periodo de no-
vembro de 2001 a setembro de 2002. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hos-
pital das Clinicas da UFMG. Foram incluidas pa-
cientes com diagnéstico de carcinoma invasor do
colo uterino estadio IB de acordo com a Federagéo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO),
com indicacéo de histerectomia radical, ndo sub-
metidas a quimioterapia previamente a cirurgia.

O estadiamento do cancer de colo foi reali-
zado de acordo com as recomendagfes da FIGO,
por meio de exame pélvico bimanual no pré-ope-
ratério imediato logo apés a anestesia*. As pa-
cientes foram submetidas a laparotomia media-
na, inventario da cavidade peritoneal, linfadenec-
tomia pélvica e histerectomia radical, conforme a
técnica de Piver et al.'%.

Foi ressecado um fragmento com 1,0 x 1,0
cm do tumor, preferencialmente na sua periferia,
da peca cirdrgica de histerectomia radical para
avaliacdo imuno-histoquimica. O estudo histolo-
gico foi realizado em laminas coradas com
hematoxilina e eosina, sendo analisados o tipo
histoldgico, o grau de diferenciagdo tumoral, pre-
senca de invaséo linfovascular, acometimento
parametrial e metastases para os linfonodos
pélvicos.

Cortes histoldgicos seriados de cada caso,
com espessura de 4 a 5 um, foram obtidos em nu-
mero suficiente para os anticorpos utilizados. Os
cortes histoldgicos foram depositados sobre lami-
nas cobertas com adesivo poli-L-lisina (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e
aquecidas a 60°C, por pelo menos 12 horas. A se-
guir foi empregado o sistema avidina-biotina-
peroxidase, descrito por Hsu et al.'> com peque-
nas modificacdes. A expressao da proteina p53 e o
indice de proliferacdo celular (Ki-67) foram avalia-
dos em cortes histologicos pela técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) nas amostras de tumor. Os
anticorpos monoclonais empregados foram o anti-
p53 (clone DO7, DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA)
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contra a proteina p53 e 0 MIB-1 (clone MIB-1, DAKO
Corp.) contra o antigeno nuclear presente em fase
de proliferacéo.

As reacdes foram avaliadas no mesmo mi-
croscopio optico, com 200 vezes de aumento, na
mesma intensidade de luz. A analise foi feita por
patologista ndo informado sobre o curso clinico da
paciente. Para os marcadores pesquisados, foi fei-
ta analise semiquantitativa como preconizado por
Grace et al.®®. Foi estabelecido um percentual de
expressao protéica dividindo os tumores em cate-
gorias. Para a proteina p53, foi considerada uma
expressao positiva quando ocorria a marcacgéo IHQ
em pelo menos 10% do total de células, e negativa
se a porcentagem de células corada fosse menor
que 10%. Para a proteina Ki-67, considerou-se um
tumor com alto indice de proliferagdo quando a
marcacao pela IHQ ocorria em pelo menos 25% das
células e o tumor com menos de 25% das células
coradas para o Ki-67 foi considerado como de baixo
indice de proliferagédo. Essa quantificacdo foi reali-
zada pelo estudo de um minimo de 1000 células
epiteliais, examinadas em cerca de 10 campos com
200 vezes de aumento. Na avaliagdo das proteinas
p53 e Ki-67, a presenca e a intensidade da colora-
¢ao nuclear das células tumorais foram considera-
das para quantificacao.

As fichas preenchidas foram revisadas, ten-
do as suas informacgdes codificadas e digitadas em
banco de dados no programa SPSS para Windows
versao 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), que de-
senvolveu os calculos posteriores. Os dados foram
analisados usando-se o teste de y2. As diferencas
ou associagdes com valor de p<0,05 foram consi-
deradas significativas.

Resultados

O estudo incluiu pacientes com idades varian-
do entre 27 e 73 anos (média + desvio padréo de
48,7+10,4 anos). A paridade média foi de 5,1+3,5
(variagdo: 1 a 14) partos.

O estadiamento clinico (FIGO) foi IB1 em 27
casos (75%) e IB2 em 9 casos (25%). O tipo histolo-
gico era carcinoma de células escamosas (CCE)
em 29 pacientes (80,6%) e adenocarcinoma em 7
pacientes (19,4%). O tumor era bem diferenciado
(G1) em 4 (11,1%), moderadamente diferenciado
(G2) em 25 (69,4%) e mal diferenciado (G3) em 7
(19,4%) pacientes. A presenca de invaséao
linfovascular foi observada em 9 pacientes (25%).
O numero médio de linfonodos pélvicos disseca-
dos foi 18,7+6,5 (variacdo: 10 a 38 linfonodos). Aco-
metimento parametrial foi evidenciado em 13 pa-
cientes (36,1%). A presenca de metastases em

linfonodos pélvicos foi observada em 13 pacientes
(36,1%), com numero médio de linfonodos acome-
tidos ao exame histoldgico de 1,2+2,2 (variagdo: O
a 9 linfonodos).

A expresséao tumoral da proteina p53 foi posi-
tiva (210% das células) em 18 pacientes (50%). Foi
evidenciado alto indice de proliferacdo (expresséo
da proteina Ki-67 em mais de 25% das células) em
26 pacientes (72,2%). Nao houve associacéo entre
a expressdo das proteinas p53 e Ki-67 no tumor com
a idade (p=0,091 e 0,900), estadiamento (p=0,054 e
0,667), tipo histolégico (p=0,674 e 0,674), grau de
diferenciacdo (p=0,07 e 0,282), presenca de inva-
sao linfovascular (p=0,248 e 0,667), acometimento
parametrial (p=0,729 e 0,763) e presenca de
metastases para os linfonodos pélvicos (p=0,729 e
0,636) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Associacéo entre idade, estadiamento, tipo histolégico, grau de diferenciacéo,
presenca de invaséo linfovascular, acometimento parametrial e metastases para
linfonodos pélvicos com a expressao tumoral da proteina p53 em pacientes com carcinoma
invasor do colo uterino.

Expressao da proteina p53

Negativa Positiva
(<10% das células) (=10% das células) p
n (%) n (%)

Idade 10 (66,7) 0,091
<40 anos 5(33,3) 8(38,1)
> 40 anos 13 (61,9)

Estadiamento 11 (40,7) 0,054
IB1 16 (59,3) 7(77.8)
1B2 2(22,2)

Tipo histolégico 15 (51,7) 0,674
CCE 14 (48,3) 3(42,9)
Adenocarcinoma 4 (57,1)

Grau de diferenciacdo 4 (100) 0,070
Gl 0(0) 12 (48)

G2 13 (52) 2 (28,6)
G3 5(71,4)

Invaséo linfovascular 15 (56) 0,248
Ausente 12 (44) 3(333)

Presente 6 (66,7)

Acometimento

parametrial 11 (47,8%) 0,729
Ausente 12 (52,2%) 7 (53,8%)

Presente 6 (46,2%)

Metastase para
linfonodos pélvicos

Ausente
Presente

11 (478%) 0,729
12 (52,2%) 7 (53,8%)

6 (46,2%)

Nota: os valores de p foram calculados pelo teste do 2. Negativa: expressdo da proteina
p53 em menos de 10% das células; positiva: expressdo da proteina p53 em mais de
10% das células (avaliagdo de um minimo de 1000 células epiteliais; apenas a coloragao
nuclear foi considerada na quantificagdo da proteina p53).
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Tabela 2 - Associacdo da idade, estadiamento, tipo histoldgico, grau de diferenciacéo,
presenca de invaséo linfovascular, acometimento parametrial e metastases para
linfonodos pélvicos com a expresséo tumoral da proteina Ki-67 em pacientes com
carcinoma invasor do colo uterino.

Expressao da proteina Ki-67
Baixo indice Alto indice
de proliferacdo  de proliferacéo p
(<25% das células) (>25% das células)

n (%) n (%)

Idade

<40 anos 4 (26,7) 11 (73,3)

> 40 anos 6 (28,6) 15 (71,4) 0,900
Estadiamento

IB1 8 (29,6) 19 (70,4)

IB2 2 (22,2) 7(778) 0,667
Tipo histolégico

CCE 8 (27,6) 21 (72,4)

Adenocarcinoma 2 (28,6) 5(71,4) 0,674
Grau de diferenciacdo

Gl 2 (50) 2 (50)

G2 5(20) 20 (80) 0,282

G3 3(42,9) 4 (57,1)
Invaséo linfovascular

Ausente 7 (25,9) 20 (74,1) 0,667

Presente 3(333) 6 (66,7)
Acometimento
parametrial

Ausente 6 (26,1) 17 (73,9) 0,763

Presente 4 (30,8) 9 (69,2)

Metastase para
linfonodos pélvicos

Ausente 7 (30,4)
Presente 3(23,1) 10 (76,9)

16 (69,6) 0,636

Nota: os valores de p foram calculados pelo teste do 2. Baixo indice de proliferagéo:
expressdo da proteina Ki-67 em menos de 25% das células; alto indice de
proliferacdo: expresséo da proteina Ki-67 em mais de 25% das células (avaliagdo
de um minimo de 1000 células epiteliais; apenas a coloragdo nuclear foi considerada
na quantificacdo da proteina Ki-67).

Discussao

Neste estudo foram avaliadas as expressées
das proteinas p53 e Ki-67 no tumor de pacientes
com carcinoma invasor do colo uterino, visando
determinar possiveis fatores prognésticos. Sabe-se
gue a carcinogénese é processo complexo e a ava-
liagdo de 4700 genes pela técnica do microarray
mostrou 74 genes com expressdo alterada em
amostras de cancer do colo uterino comparadas a
células normais!*. Apesar disso, a identificacdo de
novos marcadores tumorais pode ser valiosa no
seguimento das pacientes, na definicdo daquelas
que se beneficiariam de terapia adjuvante ou de
tratamento primario mais agressivo'®.
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Alguns estudos sugerem que a expressao da
proteina p53 e 0 aumento da atividade mitética sao
eventos progressivos no processo de carcinogénese
do colo uterino. Um estudo mostrou que o colo
uterino normal, o condiloma acuminado, a NIC | e
a NIC Il apresentam expressédo negativa da protei-
na p53, ao passo que 15% das NIC 11, 29% dos CCE
invasores e 11% dos adenocarcinomas apresentam
expresséo positiva dessa proteinal®. Outro estudo
mostrou expressao positiva da proteina p53 em to-
das as amostras de NIC Il e carcinoma invasor do
colo uterino e em apenas 30% das amostras de NIC
[1*3. Ao contrario, um estudo retrospectivo eviden-
ciou expressado mais frequente da proteina p53 na
NIC | em comparacao a NIC 1l e 111'7. Estudos avali-
ando amostras de colo uterino normal, NIC e carci-
noma invasor mostram aumento progressivo da pro-
liferacdo celular avaliada pela IHQ para Ki-67, a
medida que os tecidos apresentavam alteracdes
histolégicas mais significativas®?s,

O valor da expresséo protéica do p53 como
fator prognéstico no carcinoma invasor do colo
uterino é controversa. A presenca de uma
superexpressédo dessa proteina é evidenciada em
20 a 82% das neoplasias invasoras do colo
uterino®®2°, No presente estudo, em metade das
pacientes foi identificada expresséo da proteina p53
em mais de 10% das células tumorais. Nao houve
associagéo entre a expressao do p53 no tumor e a
idade, estadiamento, tipo histolégico, grau de dife-
renciacdo, a presenca de invaséo linfovascular,
acometimento parametrial e metastase para
linfonodos pélvicos. Um estudo envolvendo 109 pa-
cientes com carcinoma do colo uterino, estadios IB
a llA, mostrou superexpressao da proteina p53 em
20% delas, sem associagdo com 0 prognostico?l.
Outro estudo, que incluiu 52 mulheres com CCE,
nos estadios | a IV, mostrou 82% de positividade
para a proteina p53. Aquelas com expressao positi-
va apresentaram pior prognéstico?.

O presente estudo ndo mostrou correlacao
da expresséo da proteina Ki-67 no tumor com os
achados clinico-patolégicos analisados. A associa-
¢cdo da proliferacdo celular com achados
histopatolégicos, progndéstico e resposta a radiote-
rapia em pacientes com cancer de colo foi descri-
ta na literaturaz*?. Identificou-se correlacao sig-
nificativa entre a expressao da proteina Ki-67 com
o tamanho tumoral, disseminacédo linfatica e
sobrevida livre de doenca, mas ndo com o grau de
diferenciacdo tumoral?. Outro estudo retrospec-
tivo evidenciou menor sobrevida nas pacientes
com maior expressdo tumoral de Ki-672*. Nao hou-
ve, porém, correlacao da expresséao do Ki-67 com a
idade, com o tamanho tumoral, com o tipo histol6-
gico e com a presenca de invaséo linfovascular ou
metastases linfonodais®.
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Os dados de nosso estudo ndo mostraram
associagdo entre a expressao tumoral das protei-
nas p53 e Ki-67 com os achados clinico-patolégi-
Cc0s em pacientes com carcinoma invasor do colo
uterino estadio IB. O desenvolvimento de novas
técnicas, como o0 microarray, propiciara o estudo
de outras proteinas envolvidas no processo de
carcinogénese do colo uterino que poderiam ser
utilizadas como marcadores prognosticos.
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