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RESUMO

Baiocchi Neto G. Perfil da expressao imunoistoquimica de HER-2, NF-kB e IKKa
em cancer de colo uterino tratado com radioterapia. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2011.

INTRODUCAO: O tratamento padrio do cancer do colo uterino ¢ a histerectomia
radical para doenca inicial e quimio-radioterapia para doenca avancada. A
radioterapia apos a histerectomia radical tem impacto em ganho de sobrevida caso
hajam fatores de risco histopatoldgicos para recidiva. Portanto, a busca de
marcadores preditores de radiossensibilidade torna-se importante para a
individualizagdo do planejamento terapéutico. O HER-2/ErbB-2 faz parte da familia
de proteinas ErbB que formam um grupo de receptores de membrana e tem um papel
critico no controle de diversas fungdes celulares basicas como diferenciagao,
proliferagdo, migracao e sobrevida celular. A agao do NF-«xB na carcinogénese pode
ocorrer através da regulacao da apoptose e controle do ciclo celular. Para ativacao do
NF-xB ¢ necessario a enzima quinase IKK e a atividade do NF-«B foi relacionada
com resisténcia tumoral a quimioterapia e radioterapia. A via PI3K/Akt mediada pela
hiperexpressao de HER-2 pode estar envolvida na ativacdo do NF-xB. Os objetivos
foram: a) avaliar os padroes de expressao imunoistoquimica de HER-2, NF-xB-p65,
NF-xkB-p50 e IKKa em pacientes portadores de cancer do colo uterino submetidos a
radioterapia; b) avaliar o “status” do gene HER2 através de FISH; c) avaliar o papel
da expressao imunoistoquimica de NF-xkB-p65, NF-«B-p50, IKKa e HER-2 como

fator prognostico para sobrevida livre de doenga e sobrevida global. MATERIAIS E



METODOS: Trata-se de estudo retrospectivo que avaliou uma série de 32 pacientes
portadores de cancer do colo do utero submetidos a tratamento com radioterapia
seguido de histerectomia no periodo de janeiro de 1992 a junho de 200I.
RESULTADOS: A idade mediana foi 45 anos (22-67). Um paciente apresentava-se
no estaddio IB2 (FIGO) e 31 (96,9%) estadio IIB. Todos os pacientes foram
submetidos a teleterapia e braquiterapia com alta taxa de dose com carater
neoadjuvante a histerectomia radical (HR). Dezesseis (50%) pacientes apresentaram
doenca residual apds radioterapia. O tempo de seguimento mediano foi de 73,5
meses. A sobrevida global da amostra foi de 66,5% em 5 anos. As expressoes
imunoistoquimicas de NF-xkB-p65 e NF-xB-p50 em citoplasma nos tumores
primarios foram encontradas em respectivamente 90,6% e 96,9% dos casos. As
expressoes de NF-kB-p65 e NF-kB-p50 em nucleo nos tumores primarios 59,4% dos
casos em ambos. As expressoes de NF-«B-p65 ¢ NF-kB-p50 em citoplasma nos
tumores residuais apoOs tratamento com radioterapia foram encontradas 50% dos
casos em ambos. A expressao em nucleo de NF-xkB-p50 nos tumores residuais apds
tratamento com radioterapia foi encontrada em 75% dos casos. Nao houve expressao
em nucleo de NF-xB-p65 nos tumores residuais. A expressao imunoistoquimica de
HER-2 nos tumores primdrios foi de encontrada em 21,9% dos casos. Ndo houve
expressao imunoistoquimica de HER-2 nos tumores residuais do colo uterino. A
amplificacdo génica de HER-2 nos tumores primarios foi encontrada em 1 (3,1%)
caso. Nao houve expressao imunoistoquimica de IKKa nos tumores primarios ou
residuais. As expressoes imunoistoquimicas de HER-2, NF-«B-p65 ¢ NF-xB-p50 nao
se correlacionaram com a resposta ao tratamento radioterdpico pré-operatorio. As

expressoes imunoistoquimicas positivas de NF-kB-p65, NF-«B-p50, IKKa e HER-2



ndo se associaram a piores taxas de sobrevida livre de doenga e sobrevida global.
CONCLUSOES: Nossos dados sugerem que as expressdes imunoistoquimicas de
NF-«B ¢ HER-2 ndo sdo capazes de predizer resposta a radioterapia ¢ nao estdo
relacionadas com pior prognostico. O NF-xB parece ser constitutivamente ativado no

cancer do colo uterino.

Descritores: Neoplasias do colo do utero; Prognoéstico; Receptor erbB-2; NF-kappa

B; Imunoistoquimica; Radioterapia.



SUMMARY

Baiocchi Neto G. Immunohistochemical expression of HER-2, NF-kB and IKKa in
patients with cervical cancer treated with radiation therapy. [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2011.

INTRODUCTION: The standard treatment of early cervical cancer is radical
hysterectomy and concomitant radiation therapy and chemotherapy for advanced
stages. After radical hysterectomy, adjuvant radiation therapy is indicated if risk
factors are present. HER-2 is part of protein membrane family that has a critical role
in cellular differentiation, proliferation and survival. The NF-xB regulates apoptosis,
cellular cycle, adhesion and cellular migration. NF-xB is activated by IKK kinase.
NF-xB activation is related to resistance to radiotherapy and chemotherapy. The
overexpression of HER-2 may activate the NF-xB pathway through PI3K/Akt. Our
aims were: a) analyze the immunohistochemical expression of HER-2, NF-xB-p50,
NF-xB-p65 and IKKa in patients with cervical cancer treated with radiation therapy
followed by radical hysterectomy; b) analyze the HER-2 amplification gene with
FISH; c¢) evaluate the immunohistochemical expression of HER-2, NF-xB-p50, NF-
kB-p65 and IKKa as a prognostic factor to recurrence and death. MATERIALS
AND METHODS: A retrospective analysis was carries out on 32 patients with
cervical cancer submitted to radical hysterectomy after neoadjuvant radiotherapy
from January 1992 to June 2001. RESULTS: The median age was 45 years (22-67).
One patient was stage IB2 (FIGO) and 31 IIB (96,9%). All patients received external

beam radiotherapy and high dose vaginal brachytherapy. Sixteen (50%) patients had



residual pathological disease after radical hysterectomy. Median follow-up time was
73.5 months and overall 5-year survival was 66.5%. Immunohistochemical
cytoplasmic expression of NF-kB-p65 ¢ NF-xB-p50 before radiotherapy was found
in respectively 90.6% and 96.9% of cases. Immunohistochemical nuclear expression
of NF-xB-p65 and NF-«B-p50 before radiotherapy was found in both 59.4% of
cases. Immunohistochemical cytoplasmic expression of NF-kB-p65 and NF-xB-p50
in the residual tumors after radiotherapy was found in both 50% of cases.
Immunohistochemical nuclear expression of NF-xB-p50 in the residual tumors was
found in 75% of cases. There was no nuclear expression of NF-xB-p65 in the
residual tumors. Immunohistochemical expression of HER-2 was found in 21.9% of
cases. However, gene amplification was found in one case (3.1%). There was no
expression of IKKa in neither primary nor residual tumors. HER-2 and NF-xB were
not correlated to the risk of residual tumor after radiotherapy. Immunohistochemical
expression of HER-2 and NF-xB were not correlated to risk of recurrence or death.
CONCLUSIONS: Our data suggest that NF-kB 1is constitutively activated in
advanced cervical cancer. NF-kB and HER-2 may not predict response to

radiotherapy and do not correlate to poor outcome.

Descriptors: Uterine cervical neoplasms; Prognosis; Receptor erbB-2; NF-kappa B;

Immunohistochemistry; Radiotherapy.



Introdugdo 1

1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER DO COLO UTERINO

O cancer do colo uterino apresenta importancia epidemiologica global, com
uma incidéncia anual de quase 500 mil casos novos e uma taxa de mortalidade de
cerca de 50% (Jemal et al., 2011).

Nos paises desenvolvidos sdo diagnosticadas anualmente mais de 90.000
mulheres com cancer do colo uterino e quase 40.000 irdo morrer desta neoplasia
(Jemal et al., 2011). Em nosso meio, a freqliéncia do cancer do colo uterino ¢
elevada, especialmente em regidoes menos desenvolvidas economicamente. Para o
ano de 2010 foi estimada a ocorréncia de 18.430 casos novos de cancer do colo do
utero, com um risco estimado de 18,4 casos novos a cada 100 mil mulheres. A mais
alta incidéncia no Brasil ¢ de 31,1/100 mil para o estado do Amazonas. (Ministério
da Satde — INCA, 2011).

O estadiamento utilizado para os tumores malignos do colo uterino ¢ o
proposto pela Federagcdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
(Pecorelli et al.,, 2009) (quadro 1). Embora baseado essencialmente em
parametros clinicos, tem ampla aceitagdo internacional pela sua aplicabilidade
simples e pelo potencial prognostico que apresenta (Shingleton e Orr, 1995).
Neste sentido o Annual Report on Results of Treatment in Gynecological Cancer
da FIGO de 2006, mostrou que as taxas de sobrevida global das pacientes com

cancer do colo uterino em cinco anos foram de 89-97% para o estadio clinico
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(EC) I; de 65-75% para o EC II; de 39-41% para o EC III e de 9,3-22% para o
ECIV.
O tratamento padrdo ¢ a histerectomia radical para doenga inicial e
quimioterapia concomitante a radioterapia para os tumores avancados (National
Comprehensive Cancer Network, 2011). Existe evidéncia que a radioterapia
adjuvante melhora o controle local e sobrevida em pacientes que apresentam
fatores de risco histopatoldgicos para recorréncia apds a histerectomia radical
(Peters et al., 2000; Sedlis et al., 1999). Como conseqiiéncia, uma grande parcela
das pacientes recebera radioterapia até o término do tratamento inicial.
Tumores persistentes ou recorrentes na pelve sdo as causas principais de
obito e a falha terapéutica da radioterapia no controle local pode ser atribuida a
presenca de uma populagao celular radiorresistente (Bristow et al., 2005).

Perez et al. (1995) relataram doenca recorrente ou persistente na pelve em
10% dos EC IB; 17% para EC IIA; 23% para EC 11B; 42% para EC III e 74%
para EC IVA, apds radioterapia exclusiva. Ferrigno et al. (2001) demonstraram
em nosso meio, falha do controle local em 27,9% das pacientes com cancer do
colo do utero tratadas também com radioterapia exclusiva.

Atualmente, os principais fatores progndsticos do cancer do colo uterino
localmente avancado tratados com radioterapia sdo os clinicopatologicos e incluem:
estadio, tamanho e histologia (Noordhuis et al., 2011). Com o objetivo de prever a
resposta a radioterapia, faz-se necessdria a melhor compreensdo dos eventos
moleculares que ocorrem apos a irradiacdo e a descoberta de novos mecanismos
relacionados a radiorresisténcia. Alguns destes mecanismos foram recentemente

descritos e estao relacionados ao dano e reparo do DNA, apoptose e parada do ciclo
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Quadro 1 - Estadiamento do Céancer do Colo do Utero — FIGO (Pecorelli et al., 2009)

ESTADIO I:

Ia — O cancer invasor ¢ identificado somente microscopicamente. Todas as lesdes
macroscopicas, ainda que com invasao superficial, sdo do estadio Ib.

Ial — A invasao do estroma em profundidade nao excede 3 mm e nao ¢ maior que
7 mm de extensao.

Ia2 — A invasao do estroma mede acima de 3 e até 5 mm de profundidade

e ndo excede os 7 mm de extensao.

Ib — Lesoes clinicas limitadas ao colo do ttero ou lesdes pré-clinicas maiores que
o estadio clinico Ila.

Ibl — Lesoes clinicas até 4 cm de tamanho.

Ib2 — Lesdes clinicas maiores que 4 cm de tamanho.

ESTADIO 1II:

O tumor estende-se além do colo, mas ndo atinge a parede pélvica. A
lesdo pode envolver a vagina, mas nao até o seu terco inferior.

ITa — Envolvimento ndo evidente do paramétrio. Nao invade terco inferior

da vagina.

ITal — Lesoes clinicas até 4 cm de tamanho.

ITa2 — Lesdes clinicas maiores que 4 cm de tamanho.

IIb — Envolvimento do paramétrio evidente, porém nao atingindo a parede pélvica.

ESTADIO III:

O tumor estende-se a parede pélvica. Ao toque retal ndo ha espago livre entre
o tumor e a parede pélvica. O tumor pode envolver o terco inferior da vagina.
Todos os carcinomas com hidronefrose ou exclusao renal se incluem nesse estadio.

ITa — Nao ha extensao a parede pélvica, porém envolve o ter¢o inferior da vagina.
ITIb — Extensdo a parede pélvica e/ou hidronefrose ou exclusao renal.

Obs.: Deve ser considerado IIIb se o paramétrio for nodular/tumoral até a parede
pélvica ou se houver extensao direta tumoral.

ESTADIO IV:

O tumor estende-se além da pelve verdadeira ou clinicamente envolve a

mucosa da bexiga ou reto.

O edema bolhoso (mucosa vesical) ndo permite classificar o caso como estadio I'V.
IVa — O tumor estende-se aos o6rgaos adjacentes (bexiga ou reto).

IVb — Metéstases a distancia




Introdugdo 4

celular apos a radiagdo ionizante (Hoff et al., 2005; Harrington et al., 2007; Diaz-
Cano, 2008; Szumiel, 2008; Williams et al., 2008).

Concomitante ao melhor entendimento dos mecanismos de
radiorresisténcia, torna-se cada vez mais importante a busca por marcadores
preditores de radiossensibilidade. Estes, por sua vez, poderdo em algum momento ser

utilizados no planejamento terapéutico das pacientes com cancer do colo uterino.

1.2 HER-2 - RECEPTOR DA FAMILIA ERBB

A familia de proteinas ErbB tem seu nome originado na homologia com o
Produto Génico da Eritroblastose Viral (v-erbB). Trata-se de receptores de membrana
tipo I, cuja fungdo ¢ ativar a via de sinalizagdo intracelular em resposta ao sinal
extracelular e ¢ formada por quatro receptores: EGFR/ErbB1, ErbB2/HER2,
ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4 (Yarden e Sliwkowski, 2001; Hynes e Lane, 2005;
Grandis e Sok, 2004). O complexo de receptores ErbB ¢ uma das vias de transmissao
de sinal celular mais amplamente estudada e um exemplo do poder bioldgico de um
sinal aberrante (Citri ¢ Yarden, 2006). A estrutura de cada um dos receptores esta

representada na Figura 1.
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EGFR

Heregulina
A T_GF-GI_ Heregulina Neuregulina 1,2,3,4
mpiregulina Neuregulina 1 B-Celulina
B-Celulina Neuregulina 2 Epiregulina
Epiregulina

OPCOES
DE
DIMERIZAGAO

VIAS DE

SINALIZACAO | STATs | [ MAPK | | PIK | PLC

<} {>-
FENOTIPOS

CELULARES Proliferagao Diferenciagio

Migracao N Apoptose
Transformagao

Figura 1 - Estrutura dos receptores da Familia ErbB. Adaptado de Grandis e Sok,

2004

A interagdo entre o receptor e o seu fator de crescimento, inicia uma mudanga
na conformacdo do seu dominio extracelular de inativo para ativo e promove sua
dimerizacdo. Cada receptor homodimérico ou heterodimérico inicia uma complexa
cascata de sinalizagdo, que resulta na proliferagdo celular, diferenciagdo, migragao,
adesdo e transformacdo. A selecdo de parceiros para dimerizacdo determina a
atividade sinalizadora entre as proteinas ErbB (Yarden e Sliwkowski, 2001; Hynes e

Lane, 2005; Moasser, 2007).
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As duas maiores vias de sinaliza¢dao da familia ErbB ¢ a RAS-RAF-MAPK e
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT) (Yarden e Sliwkowski 2001; Hynes e Lane
2005; Grandis e Sok 2004). RAS-RAF-MAPK (proteina quinase mitdogeno ativado)
sao um grupo de serina-treonina quinases que regulam a proliferacao celular,
sobrevida e migragdo no cancer. A PI3K/AKT também ¢ uma serina-treonina
quinase. Através de varias etapas intermedidrias, a PI3K ativa a enzima AKT, que
entdo age sobre fatores de transcricao no nucleo, regulando as vias de sinalizagdo da
apoptose, expressao génica e proliferacdo celular (Yarden e Sliwkowski 2001; Hynes
e Lane 2005; Grandis e Sok 2004).

O ErbB2 / HER-2 ¢ o unico receptor que possui uma conformagdao do
dominio extracelular fixa e que remete a forma ativa, mesmo na auséncia de um
ligante. E o parceiro preferido para dimerizagio do EGFR, ErbB3 e ErbB4. A
dimerizacdo com HER-2 aumenta a capacidade transformante de outros receptores
da familia ErbB (Yarden e Sliwkowski 2001; Finnegan e Carey, 2007; Moasser,
2007). H4 uma hierarquia no que se refere a poténcia do sinal em relagdo aos
dimeros. Os heterodimeros sdo mais ativos que os homodimeros. Os heterodimeros
que contém HER-2 sdo particularmente mais ativos e o heterodimero HER-2-HER-3
¢ considerado como o que confere o sinal mais intenso (Sergina e Moasser, 2007).

O aumento da expressao protéica do HER-2, seja por amplificacdo génica ou
através da desregulagdo transcricional, ocorre em aproximadamente 25 a 30% dos
casos de cancer de mama e ovario e confere pior comportamento biolégico. No caso
do cancer de mama a superexpressao esta relacionada a com tamanho do tumor,
metastase linfonodal, pior grau histologico, aneuploidia, auséncia de receptores de

estrogeno e maior indice proliferativo (Slamon et al., 1987; Ross e Fletcher, 1998).
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A amplificacdo do gene HER-2 parece ser um evento precoce durante a
carcinogénese do cancer de mama, sendo demonstrado em cerca de 50% dos
carcinomas ductais in situ (Badra et al., 2006). O HER-2 ¢ mantido durante a
progressao para doenga invasiva e metastase. A superexpressdao e amplificacdo do
HER-2 também ocorrem no cancer gastrico, esofagico e endometrial (Moasser,
2007).

No caso do céancer de colo uterino, a expressdao do HER-2 varia entre 0% e
42% (Kristensen et al., 2006; Oka et al., 1994; Ngan et al., 2001; Nakano et al.,
1997) e a amplificacdo do gene detectada em 0-36% dos casos (Narisawa-Saito et al.
2007). O significado do HER-2 na carcinogénese do colo uterino ndo esta totalmente
esclarecido e possivelmente o HER-2 esteja relacionado com a transformagdo
maligna do ceratindcito HPV induzida (Al Moustafa et al. 2004; Yasmeen et al 2007;
Narisawa-Saito et al. 2007). Em rela¢ao ao papel prognoéstico da expressao do HER-
2, os resultados sao conflitantes. Leung et al. (2001) mostraram que o HER-2
apresentou importancia na progressao € invasao no cancer de colo uterino, porém
sem impacto prognostico. Em outro estudo, Ngan et al. (2002) também nao observou
relagdo prognodstica. Entretanto, Niibe et al. (2003) mostraram correlagdo entre

expressao de HER-2 ao tamanho do tumor, recidiva local e piora na sobrevida.

1.3 O FATOR NUCLEAR-xB (NF-xB)

O fator nuclear—xB (NF-xB) foi primeiramente descrito em 1986 por Sen e
Baltimore (1986). A familia NF-kB/Rel ¢ composta por 5 genes relacionados com a
transcricao: NF-xB1 (p50/p105), NF-«B2 (p52/p100), c-Rel, RelA (p65) e RelB.

(Dolcet et al., 2005). RelB, c-Rel e p65 sdao proteinas ativas para transcricao. Por
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outro lado, p105 e p100 sdo moléculas precursoras e devem ser transformadas nas
formas ativas p50 e p52, respectivamente. Todas proteinas NF-xB apresentam um
dominio amino-terminal, o RHD (Rel Homology Domain), que contém a ligacdo com
o DNA, e um sinal de localizagao nuclear (NLS). O NF-«xB funcional ¢ formado por
dimeros e o dimero cléssico ¢ composto por p65/RelA e pS0 (Mercurio e Manning,
1999; Baeuerle e Baltimore, 1996; Ghosh et al.; Baldwin, 1996; Foo e Nolan, 1999;
May e Ghosh, 1998). A composi¢cao do dimero e o tipo celular parece contribuir para
especificidade da transcricdo do NF-xB (Perkins et al., 1992; Kunsch et al., 1992).

Diversos estimulos como: citocinas, mitdgenos, metais toxicos, fatores
ambientais e ocupacionais, estresse intracelular, produtos virais ou bacterianos, luz
ultravioleta podem induzir a expressao de genes da familia NF-«B (Li et al., 1999;
Karin et al., 2002). Por esse motivo, o NF-kB pode estar expresso em patologias
como cancer, doenca auto-imune, infec¢des virais e choque séptico (Dolcet et al.,
2005; Karin et al., 2002).

O papel do NF-xkB na regulacdo dos genes associados a resposta imune e
inflamacao ja foram extensamente estudados (Hayden e Ghosh, 2011). O NF-xB ¢
ativado por mediadores envolvidos na resposta a inflamagdo ou infec¢ao, incluindo
citocinas (TNF-alfa, IL-1), fator de ativacdo da plaquetas, leucotrieno B4,
intermediarios reativos do oxigénio e proteinas virais. A natureza e diversidade
destes sinais indicam um papel central do NF-xB na regulagdo da resposta imune
(Schwartz et al., 1999). A ativacdo do NF-xB na resposta imunologica, estimula a
expressao de citocinas (IL-1, IL-6, TNF-alfa, Interferon-beta e linfotoxina) e fatores
de crescimento (IL-2, GCSF) que s3o essenciais para resposta imunoldgica e

contribuem para inflamagdao. Uma autoregulacdo ¢ gerada pela producdo das
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citocinas TNF-alfa e IL-1, onde ndo somente estimulam NF-xB quanto ambém sdo
estimuladas pela sua ativagdo. A inibicdo do NF-xB por agentes anti-inflamatorios
(salicilatos, dexametasona) e imunossupressores (ciclosporina A) foram identificados
como alvo importante da modulacdo das doengas inflamatorias (Baeuerle e
Baltimore, 1996; Ghosh et al.; Baldwin, 1996).

O NF-«B esta também envolvido na regulagdo do crescimento celular. Areas
de ligacao do NF-xB foram demonstradas em regides promotoras do c-myc e tem sua
ativacdo induzida pelo NF-xB. Outros genes envolvidos no controle do ciclo celular
como p53, p21, Rb também poderiam ser regulados pelo NF-«B (Baeuerle e
Baltimore, 1996; Ghosh et al.; Baldwin, 1996; Foo e Nolan, 1999).

Diferentes mecanismos moleculares de ativacdo do NF-«xB foram propostos
(Bonizzi e Karin, 2004; Hayden e Ghosh, 2004). A via canonica ou classica ¢ ativada
por citocinas pré-inflamatérias ou infecgdes virais (Hayden e Ghosh, 2004; Kane et
al., 1999) e a via alternativa ¢ ativada por membros da familia dos fatores de necrose
tumoral como as linfotoxinas B ¢ BAFT (Solan et al., 2002) (Figura 2). Outras vias
de sinalizagdo como Ras/MAPK, PI3K/Akt também podem estar envolvidos na
ativacdo do NF-xB (Dolcet et al., 2005).

Em células nao estimuladas o NF-xB encontra-se sequestrado no citoplasma e
inibido por proteinas inibidoras de kappaB (IxkB). A familia [kB ¢ composta por
varios membros como IxBa, IxkBf, IxBe, Bcl-3, p100 e p105.

Para ativacdo do NF-xB, a enzima quinase ¢ IKK, ¢ um complexo de 3

proteinas, 2 cataliticas (IKKa, IKKf) e 1 regulatéria (IKKy). Esse complexo ¢

ativado por uma grande variedade de estimulos que modifica IKKy através de
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ubiquitinagdo e fosforilagdo (Chaturvedi et al., 2011). Porém, vias que nao envolvem

IKK para a ativacdo do NF-xB foram descritas (Kato Jr et al., 2003; Ge et al., 2009).

| VIA CLASSICA | | VIA ALTERNATIVA

Citocinas Pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1) Citocinas (LTB, CD40)
Virus, Antigenos

J\J U mRNA

l

Citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, GM-CSF, IL-8) Citocinas (BAFF/Blys)
Méleculas de Adesao (VCAM-1, ICAM-1, E-selectina Chemogquinas (BLC, SLC, ELC)
Enzimas (INOS, COX-2, PLA2) Linfogénese (PNAd, GlyCAM-1)

Figura 2 — Vias classica e alternativa de ativacdo do NF-xB. Modificado de Luo et

al., 2005.

Na via canonica ou classica as proteinas inibitorias IxB ligam-se firmemente
aos dimeros e os mantém inativos, no citoplasma, em grandes complexos protéicos.
Os sinais como TNF- o ou IL-1 ativam os dimeros por iniciarem uma via de

sinalizagdo que promove fosforilacdo, ubiquitinagdo e posterior degradacao de IxB.
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Essa degradagdo expde um sinal de localizagdo nuclear nas proteinas NF-kB que se
deslocam para o nucleo e estimulam a transcricdo de genes especificos (Alberts et al.,
2002).

A via ndo canonica ou alternativa envolve a ativagao do complexo p100-RelB
em p52-RelB em resposta a sinais extra-celulares especificos (Senftleben et al.,
2001)

Em resumo, o NF-xB ¢ ativado através da fosforilacdo de IkBa pelo
complexo da IkB quinase (IKK) e resulta na translocacdo do NF-«xB para o nucleo
onde ele se liga aos sitios kB responsivos.

O NF-«B induz a expressao de Inibidores da Apoptose (IAPs) (Deveraux et
al., 1998) e alguns membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2. Promove a progressao
do ciclo celular regulando a expressdao de genes envolvidos na maquinaria do ciclo
celular como as ciclinas D1, D2, D3 e ciclina E (Guttridge et al., 1999), c-myc e c-
mycb (La Rosa et al., 1994). Promove a expressao de moléculas de adesdo celular
(ICAM-1, E-selectin), proteinas envolvidas na invasao (metaloproteinases) e fatores
angiogénicos incluindo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).

Em alguns tumores o NF-xB podera permanecer ativo devido mutagao nos
genes dos fatores de transcrigdo do NF-«xB ou nos genes que controlam a atividade do
NF-xB (IKB); e em algumas condigdes alguns tumores secretam fatores que tornam
o NF-«B ativo (Chaturvedi et al., 2011).

A agdo do NF-xB na carcinogénese pode ocorrer através da regulacdo da
apoptose, controle do ciclo celular, adesdo e migragdo celular, inducao a radio e

quimiorresisténcia.
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A ativacdo do NF-«xB parece ter um papel importante na carcinogénese do
cancer de mama (Rayet e Gelinas, 1999), ovario (Bours et al., 1994), colon (Dejardin
et al., 1999), tiredide (Visconti et al., 1994) e prostata (Herrmann et al., 1997).

Em relacao ao colo de utero pouco foi estudado. Li et al. (1998) sugeriram em
seu estudo que a ativacdo do NF-kB pode estar relacionado com a progressao
tumoral em ceratindcitos imortalizados pelo HPV. Kim et al. (2009) mostraram a
expressdao de COX-2 através da ativacdo da via do NF-«B pela oncoproteina HPV-
ES5. Nees et al. (2001), também encontraram relacao entre HPV e NF-kB. Sugerem
uma ligacao entre as oncoproteinas E6 e E7 e a expressao de genes regulados pelo

NF-«B.

1.4 RELACAO ENTRE HER-2 E FATOR NUCLEAR-«B (NF-«B)

O aumento da atividade do NF-«B em alguns canceres foi relacionado com
resisténcia tumoral a quimioterapia e radioterapia (Orlowisk et al., 2002). Brach et al.
(1991) demonstrou inicialmente que a radiagdo ativa a ligagao de NF-xB ao DNA. O
bloqueio da ativacdo do NF-xB aumenta a resposta a apoptose e diminui o
crescimento e sobrevida celular em varias linhagens de células tumorais (Tang et al.,
2001; Chen et al., 2002; Herscher et al., 1999). Entretanto, outros experimentos nao
demonstraram o aumento da radiossensibilidade pelo inibicdo de NF-xB (Pajonk et
al., 1999). A radiorresisténcia adaptativa relacionada ao NF-«xB pode ser evidenciada
em cé¢lulas epidérmicas de ratos, em queracindcitos humanos e a inibi¢ao do NF-xB
pode bloquear a radiorresisténcia adaptativa (Fan et al., 2007). No caso do cancer de
mama, cé¢lulas tratadas com radiagdo y mostraram o aumento da sobrevida do clone

relacionado a ativacado do NF-xB (Li et al., 2001; Guo et al., 2004). O bloqueio do
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NF-xB levou a uma diminui¢ao da radiorresisténcia adaptativa. Esses resultados sao
as primeiras evidéncias que a ativacdo do NF-xB estdo relacionados e podem ser
necessarios para sinalizacdo de radiorresisténcia adaptativa apos a exposicao a
radioterapia. Assumindo que o NF-xB ¢ capaz de regular mais de 150 genes efetores,
esses resultados sugerem que o NF-xkB tem um importante papel no processo de
radiorresisténcia tumoral adaptativa (Ahmed e Li, 2008).

No caso do cancer de mama, a hiperexpressao de HER-2 esta relacionada
com pior prognodstico e com o aumento do risco de recidiva local em pacientes
submetidas a tratamento cirargico conservador seguido de radioterapia (Haffty et al.,
1996). Esse dado sugere que a radiorresisténcia pode estar relacionada e mediada
pela via do HER-2. O HER-2 tem um papel critico no controle de diversas fungdes
celulares basicas como diferenciacao, proliferagdo, migracdo e sobrevida celular
através de varias vias de tradugao de sinal. A amplificacdo e hiperexpressao do HER-
2 leva uma quebra do controle do ciclo celular normal e a formacao de clones
celulares mais agressivos do cancer de mama (Yu e Hung, 2000; Yarden e
Sliwkowski, 2001).

Esta bem documentado que a hiperexpressao de HER-2 leva ao aumento da
proliferagao celular e sobrevida (Kurokawa e Arteaga, 2001) e pode causar a
ativacdo do NF-xB (Galang et al., 1996). A via do PI3-kinase/Akt esta envolvida na
ativacdo de NF-xB mediada por HER-2 (Pianetti et al., 2001) (Figura 3). Tanto as
vias IKK-dependente quanto IKK-independente contribuem para a desregulacdo do
NF-xB no cancer de mama. A via IKK-independente envolve a degradacao de IxB-a
mediada pela calpaina (Pianetti et al., 2001). Essa via também necessita PI3K e sua

kinase supressora Akt, que € objeto de inibicao pela fosfatase inibidora PTEN. Em
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outro estudo, a ativacdo de NF-xB mediada por Akt bloqueou a apoptose em células
que expressavam HER-2 (Yang et al., 2000). Portanto, ¢ possivel que a via PI3K/Akt
mediada pela hiperexpressao de HER-2 esteja envolvida na ativacdo do NF-«xB que
por sua vez regula genes efetores necessarios para resisténcia a regimes de
tratamento (Ahmed e Li, 2008). Também foi observado que o NF-xB pode ativar a
expressdo de HER-2, sendo que HER-2 e NF-xB podem atuar mutuamente para um

padrao de sobrevivéncia celular (Ahmed et al, 2006).

Radiorresisténcia
Adaptativa

Figura 3 - Representacdo esquematica da rede de sinalizagdo do NF-«B e sua

relacdo com a indugdo de radiorresisténcia. Adaptado de Ahmed e Li, 2008.
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Recentemente, Cao et al. (2009) demonstraram no cancer de mama que o NF-
kB € necessario para a ativagao do HER-2 induzida por irradiagdo. HER-2 foi ativada
tanto pelo NF-xB basal quanto pela atividade induzida por irradiagdo em linhagens
de células resistentes a radioterapia, indicando que a hiperexpressio de HER-2
mediada por NF-xB estd envolvida na repopulagdo tumoral relacionada a
radioterapia. Foi ainda descrito que a inibicdo do HER-2 torna as células tumorais
radiorresistentes novamente sensiveis a radioterapia. Como o HER-2 ativa o NF-«B,
os dados corroboram a hipdtese de uma via ciclica HER-2 - NF-xB - HER-2 de
adaptacao e radiorresisténcia.

Pouco foi descrito na literatura no que se refere a expressao de NF-xB-p65,
NF-xkB-p50, IkB-kinase-a (IKKa) e HER-2 no cancer de colo uterino e seu papel em
relagdo a radiorresisténcia. Os principais estudos sao experimentais € com cultura de
ceratinocitos “in vitro” (Ahmed e Li, 2008).

Uma boa metodologia para avaliagao dos marcadores preditores de resisténcia
a radioterapia seria através do acesso a uma amostra da neoplasia antes e apos a
radioterapia. Com esse intuito foi utilizada para o presente estudo uma coorte
histérica de pacientes portadoras de cancer do colo uterino submetidas a radioterapia
seguida de cirurgia.

Devido ao papel crucial da radioterapia no tratamento do cancer do colo
uterino, a descoberta de marcadores preditores de radiossensibilidade torna-se cada
vez mais importante. A melhor compreensdo do papel dessa importante via de
sinalizagdo do NF-xB e HER-2 no cancer do colo uterino podera em algum momento
influenciar o planejamento terapéutico e ainda auxiliar no desenvolvimento de novas

terapias tipo molécula alvo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Avaliar os padroes de expressao imunoistoquimica de HER-2, NF-xB-p65,
NF-xkB-p50 ¢ IKKa em amostras de tumores de pacientes portadoras de cancer do

colo uterino obtidas previamente a radioterapia seguido de histerectomia.

2.2 Avaliar o “status” do gene HER2 através de FISH (fluorescent in situ
hybridization) em amostras de tumores de pacientes portadoras de cancer do colo

uterino obtidas previamente a radioterapia seguido de histerectomia.

2.3 Awvaliar os padroes de expressdo imunoistoquimica de HER-2, NF-xB-p65,
NF-kB-p50 e IKKa em pacientes portadoras de cancer do colo uterino que
apresentaram doenca residual apds serem submetidas a radioterapia seguido de

histerectomia.

2.4  Correlacionar os padroes de expressdao imunoistoquimica de HER-2, NF-xB-
p65, NF-kB-p50 e IKKa com as varidveis anatomopatoldgicas e com a resposta a

radioterapia.

2.5  Awvaliar o papel da expressao imunoistoquimica de NF-«B-p65, NF-xB-p50,
IKKa ¢ HER-2 como fator prognostico para sobrevida livre de doenga, sobrevida

global e sobrevida cancer especifica.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo retrospectivo longitudinal

3.2 APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundagdo Ant6nio Prudente — Hospital A.C. Camargo sob o n°
1405/10 e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Nao foi
necessario o termo de consentimento livre e esclarecido devido ao carater

retrospectivo do levantamento de dados.

3.3 METODOS

3.3.1 COLETA DE DADOS

Os dados clinicos e alguns dados anatomopatoldgicos foram obtidos a
partir dos prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo.

Espécimes de bidpsia realizadas antes do tratamento e blocos de parafina
de histerectomias apoOs tratamento radioterdpico foram resgatados do arquivo do
Departamento de Anatomia Patologica do Hospital A.C. Camargo. Os blocos

separados foram submetidos a novos cortes € o primeiro corte obtido de cada
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bloco foi corado pela técnica tradicional de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas
foram revistas por um patologista do Hospital AC Camargo, confirmando o

diagnostico histopatoldgico da neoplasia.

3.3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

As pacientes foram submetidas a radioterapia externa (RE) e braquiterapia de
alta taxa de dose (BATD) com carater neoadjuvante a Histerectomia Radical (HR)
Classe II (Piver et al., 1974).

A RE foi realizada com acelerador linear 4 ou 6 meV. As pacientes foram
tratadas em posic¢ao prona com técnica 2D em 4 campos em pelve. Todos os campos
eram tratados diariamente com fracionamento de 1,8Gy ao dia, 5 dias por semana.

ApoOs a segunda semana de RE, todas as pacientes foram submetidas a exame
fisico com o objetivo de avaliar as condi¢des anatdmicas € geométricas para inicio da
BATD concomitante a RE. A BATD foi administrada utilizando-se aplicadores de
“Fletcher” e fonte de Iridium-192 com atividade nominal de 10Ci. A dose proposta
para o ponto A foi de 6 Gy em 2 inser¢des durante 1 semana.

A HR Classe II consistiu na remog¢ao do tecido paracervical medialmente ao
ureter, sem desvascularizar o seu terco distal e mantendo-o preso ao ligamento
pubocervical. A artéria uterina foi ligada medialmente ao ureter e os ligamentos
utero-sacrais ligados no ponto médio entre o utero e sua inser¢ao na parede pélvica.
A realizagdo de linfadenectomia pélvica foi opcional.

Todas as pacientes incluidas no estudo também obedeceram aos seguintes

critérios de elegibilidade:
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3.3.3

3.34

a) confirmacao de carcinoma epidermoéide do colo uterino;
b) disponibilidade de material conservado em parafina para estudo

imunoistoquimico e FISH.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram consideradas ineligiveis para o estudo as pacientes que:

a) nao receberam radioterapia pré-operatoria;

b) receberam quimioterapia pré-operatoria;

c) desenvolveram segunda neoplasia primaria cinco anos antes ou até cinco
anos apos o diagndstico do cancer de colo uterino, excetuando-se neoplasias

de pele nao melanoma,;

VARIAVEIS COLETADAS
a) Varidveis demograficas e clinicas, compreendendo os itens apresentados a
seguir:
* Idade arbitrariamente agrupada em duas categorias (igual ou maior
que 45 anos € menor que 45 anos);
* Modalidade e dose de radioterapia empregada;
* Intervalo de tempo entre o término da radioterapia e a
histerectomia;

* Modalidade de tratamento cirtrgico realizado.
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b) Variaveis anatomopatologicas, compreendendo os itens abaixo:

¢ Estadiamento FIGO inicial. A classificagdo foi feita de acordo
com a ultima edicao da FIGO (Pecorelli et al., 2009). O quadro 1
descreve a classificacgao;

* Resposta a radioterapia, categorizada como completa ou
incompleta/parcial na dependéncia da presenca de neoplasia
residual na peca da histerectomia;

* Grau de diferenciagdo: utilizou-se a classificagdo padronizada no
Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital do Cancer
A.C. Camargo, que segue a classificagdo preconizada por Broders
(1925), adaptada para trés categorias: grau 1: bem diferenciado;
grau 2: moderadamente diferenciado; grau 3: pouco diferenciado.

* Determinagdo da expressao de NF-xB-p65, NF-xB-p50, IKKa e
HER-2 através de métodos imunoistoquimicos em amostra de
neoplasia com bidpsia antes do inicio do tratamento radioterapico,
€ nas pegas cirargicas nos casos de resposta parcial a radioterapia;

* Determinagdo do “status” do gene HER2 através de FISH

(fluorescent in situ hybridization).

3.3.5 DETERMINACAO IMUNOISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DE
NF-xB-p65, NF-xkB-p50, IKKo ¢ HER-2
Os blocos de parafina contendo fragmentos de tumor foram encaminhados
para realizagdo de reagdo imunoistoquimica no Departamento de Anatomia

Patologica do Hospital do Cancer A.C. Camargo.
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A imunoistoquimica foi realizada para NF-xB-p65, NF-xB-p50, IKKa e
HER-2 em cortes totais convencionais.

As laminas foram desparafinadas com 30 minutos de incubagao a 60°C
lavados em xilol e reidratados em alcool etilico e lavados em agua corrente. As
laminas  foram  processadas utilizando método da  avidina/biotina
imunoperoxidase. Atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada pela imersao
das laminas em metanol com agua oxigenada 3% por 40 minutos. A recuperacao
antigénica de laminas tratadas em tampao citrato (pH 6.0) foi realizada por meio
do calor imido em panela de pressao a 98°C por 15 minutos. As laminas foram
bloqueadas por avidina/biotina (DaKo Biotin Blocking System) e para proteina
(Dako Protein Block Serum-Free) por 20 minutos cada.

A reacdo imunoistoquimica foi realizada a temperatura ambiente com: (1)
Anticorpo policlonal NF-kB-p65 - “Rabbit polyclonal anti-human NF-kB-p65”
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); (2) Anticorpo monoclonal
IKKa - “Mouse monoclonal anti-human IKKa” (Santa Cruz Biotechnology); (3)
Anticorpo policlonal NF-kB-p50 “Rabbit polyclonal anti-human NF-kB-p50”
(NLS) (Santa Cruz Biotechnology); e (4) HER-2 (Herceptest-Dako).

Os tecidos foram expostos a IgG biotinilado de camundongo em
temperatura ambiente por 20 minutos € entdo incubados com streptavidina-biotina
peroxidase LSAB kit (Dako) por 30 minutos. Finalmente as laminas foram
coradas com 3,3’diaminobenzidina por 3 a 5 minutos, ¢ contra coradas com
hematoxilina Harris, e montadas com Permount (Fisher Scientific). Controle
negativo foi processado similarmente pela omissdao do anticorpo primario e

espécimes de bidpsia de mama foram usadas como controle positivo.
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A leitura das laminas foram feitas em microscopio 6tico comum por um
mesmo patologista. Este nao teve acesso aos dados clinicos e os resultados foram
classificados em relagdo a intensidade da reagdo positiva.

A expressao citoplasmatica de cada uma das amostras imunoistoquimicas de
tumor foi interpretada através de padronizagdo semi-quantitativa de “0 ou negativo”
a “3+” segundo a técnica padronizada por Kountourakis et al. (2006). Foi graduado
como “negativo” quando nao houve expressao imunoistoquimica ou expressao fraca
em menos de 10% das células neoplasicas; “1+” quando houve fraca intensidade de
expressao imunoistoquimica em mais de 10% das células neoplésicas; “2+” quando
houve moderada intensidade de expressdo imunoistoquimica em mais de 10% das
células neoplésicas e “3+” quando houve forte intensidade de expressdo
imunoistoquimica em mais de 10% das células neoplésicas. Foram categorizados
como positivos os casos com resultado 3+. As figuras de 4 a 7 mostram exemplos da
expressao citoplasmatica de NF-kB-p50 e NF-kB-p65. A figura 8 mostra exemplo de
auséncia de expressao de IKKa.

A expressio em membrana celular de cada uma das amostras
imunoistoquimicas de tumor foi interpretada através de padronizagdo semi-
quantitativa segundo a técnica padronizada por Wolff et al. (2007). Foi graduado
como ‘“negativo” quando nao houve expressao imunoistoquimica ou em menos de
30% das células neoplasicas; “1+” quando houve fraca intensidade de expressdo
imunoistoquimica e parcial de membrana em mais de 30% das células neoplasicas;
“2+” quando houve fraca ou moderada intensidade de expressdao imunoistoquimica
em toda membrana em mais de 30% das células neoplésicas e “3+” quando houve

forte intensidade de expressao imunoistoquimica em toda membrana celular em mais
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de 30% das células neoplésicas. Foram categorizados como positivos os casos com
resultado 2+ e 3+. As figuras de 9 a 11 mostram exemplos da expressao em
membrana de HER-2.

A expressao em nucleo de cada uma das amostras imunoistoquimicas de
tumor foi interpretada através de padronizagdo semi-quantitativa segundo a técnica
padronizada por Seo et al. (2009). Foi graduado como “negativo” quando nao houve
expressao imunoistoquimica ou expressdo fraca em menos de 30% das células
neoplésicas; “1+” quando houve fraca intensidade de expressao imunoistoquimica
em mais de 30% das células neopldésicas; “2+” quando houve moderada intensidade
de expressdo imunoistoquimica em mais de 30% das células neoplasicas e “3+”
quando houve forte intensidade de expressdao imunoistoquimica em mais ou menos
de 30% das células neoplésicas. Foram categorizados como positivos os casos com
resultado 2+ e 3+. As figuras de 4 a 7 mostram exemplos da expressdao nuclear de

NF-kB-p50 e p65.
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Figura 4 - Fotomicrografia de carcinoma epiderméide do colo uterino mostrando

forte intensidade de expressao imunoistoquimica (“3+”) em citoplasma e ntcleo para

NF-xB p50 (40x).
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Figura 5 - Fotomicrografia de carcinoma epidermoide do colo uterino mostrando

moderada intensidade de expressdo imunoistoquimica (“2+”) em citoplasma e nucleo

para NF-«B p50 (40x).
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Figura 6 - Fotomicrografia de carcinoma epiderméide do colo uterino mostrando

forte intensidade de expressao imunoistoquimica (“3+”) em citoplasma e ntcleo para

NF-xB p65 (40x).
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Figura 7 - Fotomicrografia de carcinoma epiderméide do colo uterino mostrando

moderada intensidade de expressdao imunoistoquimica (“2+”) em citoplasma e nacleo

para NF-xB p65 (20x).
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Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma epidermoide do colo uterino mostrando

auséncia de expressdao imunoistoquimica de IKKa (20x).
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Figura 9 - Fotomicrografia de carcinoma epiderméide do colo uterino mostrando

forte intensidade de expressdo imunoistoquimica (“3+”) em membrana para HER-2

(40x%).
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Figura 10 - Fotomicrografia de carcinoma epidermoide do colo uterino mostrando

moderada intensidade de expressdo imunoistoquimica (“2+”) em membrana para

HER-2 (20x).
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3.3.6 PROTOCOLO DE HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Foi utilizada a sonda HER2/neu Dako® cod. K5331 para o ensaios de FISH.
Apo6s a desparafinizacdo em duas lavagens com xilol 100% de 5 minutos cada, a
lamina foi reidratada por meio de duas lavagens com etanol 100% de 5 minutos cada.
Em seguida, as laminas foram tratadas com 0,2mmol/L de HCI por 20 minutos, agua
destilada por 2 minutos e 2X tampao citrato (SSC; NaCl 0,3mmol/L e citrato de
sodio 0,03mmol/L ) por 3 minutos. As ldminas foram, entdo, incubadas nesse mesmo
tampao por 30 minutos a 82°C em banho-maria; as laminas foram, entdo, incubadas
por 36 minutos a 37°C em tampao de protease (0,05mmol/L Tris-HCI pH 7,8,
0,01mmol/L acido etileno diamino tetraacético, e 0,01mmol/L NaCl) para a digestao
protéica. Finalmente, as laminas foram levadas a formalina 10% em tampao salina
fosfato por 10 minutos. A desidratagdo foi realizada com trés mudangas consecutivas
de etanol 70%, 85% e 100%. Tanto a sonda para o FISH quanto o DNA alvo foram
denaturados juntamente por 5 minutos a 75°C e incubados overnight a 37°C. Em
seguida a lamina foi lavada em tampao pos-hibridacdo (SSC e NP40) por 3 minutos a
74°C e montada com contraste DAPI (SSC 2X/0,03 ug/mL 4’,6-diaminido-2-
fenilindolediidrocloreto) para a identificagdo dos nucleos. As laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia.

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio de fluorescéncia
(BX61, Olympus, Center Valley, PA, USA), e as imagens capturadas usando o
programa Image Pro Plus”®. Para cada caso foram contadas 20 células e os resultados
foram informados de acordo com o numero de sinais obtidos para a sonda
centromérica e para o gene alvo. O caso foi considerado normal (ndo amplificado),

quando houve 2 sinais para a sonda centromérica ¢ 2 sinais para a sonda alvo;
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trissomia quando houve 3 sinais para a sonda centromérica e 2 sinais para sonda
alvo; amplificado quando houve mais de 4 sinais da sonda alvo (Figura 12) e 2 sinais
de sonda centromérica e polissomia quando houve mais de 4 sinais tanto para as

sondas centroméricas quando para as sondas alvos.

Figura 12 - Amplificacdo génica de HER-2 observada por hibridagdo in situ
fluorescente (FISH). Os sinais vermelhos correspondem ao gene HER-2 e os sinais

verdes ao cromossomo 17.
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3.3.7 SOBREVIDA GLOBAL, SOBREVIDA CANCER ESPECIFICA E

SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A sobrevida global foi definida pelo periodo de tempo, em meses, decorrido
entre a data da histerectomia radical e data do ¢bito ou do ultimo seguimento.

A sobrevida cancer especifica foi definida pelo periodo de tempo, em meses,
decorrido entre a data da histerectomia radical e data do obito por cancer ou do
ultimo seguimento.

A sobrevida livre de doenca foi determinada pelo periodo de tempo, em
meses, decorrido entre a data da histerectomia radical e data do diagnodstico da

recidiva ou do ultimo seguimento.

3.3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados dos prontuarios foram transcritos para ficha padronizada e
digitados em computador para gerenciamento do banco de dados e analise estatistica.
A confeccdo do banco de dados e as analises foram feitas no programa estatistico
“Statistical Package for Social Sciences” versdao 16.0 for Mac (SPSS, Inc., Chicago,
IL).

As variaveis de interesse foram as expressdes imunoistoquimicas de NF-xB
p65, NF-xB-p50, IKKa ¢ HER-2. As variaveis de controle foram: idade, realizacao
de braquiterapia pds operatoria, presenca de doenca residual apods tratamento
radioterapico, intervalo entre término da radioterapia e a cirurgia, comprometimento
linfonodal e grau de diferenciagdo histologica.

Inicialmente foram calculadas freqiiéncias simples de todas as varidveis.
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As associagOes entre as variaveis categoricas foram analisadas pelo teste por
qui-quadrado bi-caudal e pelo teste de Fisher quando pelo menos uma freqiiéncia
esperada foi menor do que 5.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan e Meier, e a
comparagdo entre as curvas foi realizada pelo teste de log rank (Kaplan e Meier,
1958).

O tempo de seguimento foi calculado a partir da data da cirurgia até a data da
ultima informacgao objetiva na atualizagdo dos dados. As taxas de sobrevida livre de
doenga foram analisadas com base na data da primeira recidiva local ou a distancia.
As taxas de sobrevida global foram calculadas de acordo com a data da ultima
informacao objetiva na atualizagdo dos dados.

Para todos os testes realizados, considerou-se um erro alfa de até 5%

(p<0,05).

3.4 CASUISTICA

3.41 COMPOSICAO DA AMOSTRA

Dentre as pacientes tratadas no Hospital do Cancer A.C. Camargo por cancer
do colo uterino no periodo de janeiro de 1992 a junho de 2001, 67 foram submetidas
a radioterapia seguido de histerectomia. Em 34 casos foi possivel a obtengdo de
amostra da biopsia prévia a radioterapia e 32 foram os casos elegiveis para o estudo
por tratar-se de carcinomas epidermoides. Das 16 pacientes com doenga residual

apos histerectomia, 12 tiveram blocos de parafina disponiveis para anélise.
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3.4.2 DADOS DEMOGRAFICOS E CLiNICOS

Para as 32 pacientes estudadas, a idade variou entre 22 e 67 anos, com
mediana de 45 anos. Quanto ao estddio clinico (FIGO), 1 (3,1%) paciente
apresentava-se no estadio IB2 e 31 (96,9%) pacientes no estadio IIB.

A dose mediana da RE foi 45Gy (29-45Gy) e média de 44,2Gy. Nenhuma
paciente recebeu complemento em paramétrio.

A dose mediana ¢ média de BATD no ponto A foi 12Gy (10-15Gy). Cinco
(15,6%) pacientes foram submetidas a BATD pos-operatoria em fundo vaginal com
dose total de 12Gy (6 Gy em 2 inserc¢des), onde 4 apresentavam doencga residual na
peca de HR.

O tempo mediano de duragdo do tratamento radioterapico neoadjuvante foi de
41 dias (27-108) com dose total mediana de 57Gy (41-60). O intervalo mediano entre

o término do tratamento radioterdpico e a HR foi de 81,5 dias (45-154).

3.4.3 DADOS DE ANATOMIA PATOLOGICA

Quanto ao grau histologico, 26 (81,2%) foram considerados moderadamente
diferenciados (G2) e 6 (18,8%) pouco diferenciados (G3).

Vinte e quatro (75%) pacientes foram submetidas a linfadenectomia pélvica
com mediana de 8,5 (2-28) linfonodos ressecados. Destas, 4 (16,7%) apresentaram
linfonodos comprometidos.

No que se refere a peca de HR, 16 (50%) pacientes apresentaram doenca
residual (DR) e 16 (50%) tiveram resposta completa a radioterapia. Quando os
linfonodos ressecados foram avaliados, uma paciente apresentou resposta completa

em colo, porém DR em linfonodo pélvico. Portanto, 15 (46,9%) pacientes tiveram
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resposta completa em pelve, quando considerados a resposta em colo uterino e

linfonodos.

3.4.4 DADOS DO SEGUIMENTO

O tempo mediano do seguimento foi de 73,5 meses, variando de 8 a 151
meses.

Ao final da atualizacdo do seguimento, das 32 pacientes, 8 (25%) haviam
evoluido com recidiva tumoral (4 recidivas loco-regionais ¢ 4 metastases a
distancia), dentre as quais todas morreram por cancer. Trés pacientes (9,4%)
morreram por outras causas € 21 (65,6%) estavam vivas e sem sinais de recidiva

tumoral.



Resultados 38

4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE NF-xB, IKKa E HER-2 EM

MATERIAL DE BIOPSIA PREVIA A RADIOTERAPIA

Em relacdo a expressao de NF-«B-p65, 29 (90,6%) pacientes apresentaram
tumores com expressao positiva em citoplasma e 19 (59,4%) em nucleo. No caso da
expressao de NF-xB-p50, 31 (96,9%) apresentaram tumores com expressao positiva
em citoplasma e 19 (59,4%) em nucleo. Nao foi encontrada expressdo
imunoistoquimica de IKKoa tanto em citoplasma quanto em nucleo nos casos
estudados.

Quanto a expressdo de HER-2, 7 (21,9%) pacientes apresentaram expressao
positiva e 25 (78,1%) negativa. A tabela 1 resume as freqiiéncias das expressoes

imunoistoquimicas entre as 32 pacientes.
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Tabela 1 - Frequéncias das expressdes imunoistoquimicas de NF-xB-p65, NF-xB-
p50, IKKa e HER-2 nos tumores das 32 pacientes submetidas a

radioterapia seguido de histerectomia radical.

Variavel Categoria n (%)
NF-xkB-p65 citoplasma Negativa 3 9.4)
Positiva 29 (90,6)
NF-xB-p65 ntcleo Negativa 13 (40,6)
Positiva 19 (59,4)
NF-xB-p50 citoplasma Negativa 1 (3.1
Positiva 31 (96,9)
NF-xB-p50 nticleo Negativa 13 (40,6)
Positiva 19 (59,4)
IKKa Negativa 32 (100)
Positiva 0 (0)
HER-2 0 17 (53,1)
1+ 8 (25)
2+ 6 (18,8)
3+ 1 (3.1
HER-2 Negativa 25 (78,1)

Positiva 7 (21,9)




Resultados 40

4.2  ANALISE DA HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)
As 32 pacientes foram avaliadas, sendo que 6 pacientes apresentaram tumores
com expressdo imunoistoquimica 2+ e 1 caso 3+. Somente foi encontrada

amplificacdo do HER-2 no caso com expressao 3+ (3,1% dos casos) (Figura 12).

43 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE NF-xB, IKKa E HER-2 NOS

TUMORES DOS PACIENTES COM DOENCA RESIDUAL NA PECA

DA HISTERECTOMIA RADICAL

Com relacdo a expressdo de NF-xB-p65, 6/12 (50%) pacientes apresentaram
tumores com expressao positiva em citoplasma e ndo houve expressao em nucleo. No
caso da expressao NF-kB-p50, 6/12 (50%) apresentaram tumores com expressao
positiva em citoplasma e 9/12 (75%) em nucleo. Nenhum caso apresentou expressao
imunoistoquimica de IKKa tanto em citoplasma quanto em ntcleo.

Nao foi encontrada expressao imunoistoquimica de HER-2.

A tabela 2 resume as freqiiéncias das expressdes imunoistoquimicas entre as
12 pacientes.

A tabela 3 resume a mudanga do padrao de expressdao imunoistoquimica de

NF-xB entre a bidpsia pré-operatoria e da doenca residual nos 12 pacientes.
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44 TESTES DE ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS

Nao foi realizado associagdo entre as varidveis clinicopatologicas e expressao
de NF-xB-p50 e NF-xkB-p65 no citoplasma devido a alta taxa de positividade (96,9%
e 90,6%) e do IKKa devido a auséncia de expressao. Nao houve correlacdo entre as
variaveis clinicopatologicas estudadas e a expressao prévia a radioterapia de NF-xB-
p50 no nucleo (Tabela 4) e NF-xB-p65 no nucleo (Tabela 5).

Em relagdo a expressdao de HER-2, ndo houve diferenca significativa em
relacdo a resposta a radioterapia neoadjuvante, apesar de 85,7% dos pacientes HER-2
positivo apresentarem doenca residual em colo frente a 40% dos pacientes com
HER-2 negativo (p=0,08). Também nao houve diferenca significativa entre as
demais variaveis estudadas. A tabela 6 mostra a distribui¢ao de HER-2 em relacao as

variaveis estudadas.
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Tabela 2 - Frequéncias das expressdes imunoistoquimicas de NF-xB-p65, NF-xB-

p50, IKKa e HER-2 nos tumores das 12 pacientes com doenga residual

apos radioterapia.

Variavel Categoria n (%)
NF-xkB-p65 citoplasma Negativa 6 (50)
Positiva 6 (50)
NF-xB-p65 ntcleo Negativa 12 (100)
Positiva 0 (0)
NF-xkB-p50 citoplasma Negativa 6 (50)
Positiva 6 (50)
NF-xB-p50 nticleo Negativa 3 (25)
Positiva 9 (75)
IKKa Negativa 12 (100)
Positiva 0 (0)
HER-2 Negativa 12 (100)
Positiva 0 (0)
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Tabela 3 - Padrao de expressao imunoistoquimica de NF-xB entre o material da
biopsia pré-operatoria e a doenga residual das 12 pacientes com resposta

incompleta a radioterapia.

Amostra da Amostra da
Biopsia Pré-Operatoria Doenca Residual  n (%)
Variavel Expressao Expressao
NF-xkB-p65 em nucleo Positiva Negativa 12 (100)
NF-xB-p50 em nucleo Positiva Negativa 3(25)
Negativa Positiva 3(25)
Positiva Positiva 6 (50)
NF-xkB-p65 em citoplasma Positiva Negativa 6 (50)
Negativa Positiva 1(8,3)
Positiva Positiva 5(41,7)
NF-xkB-p50 em citoplasma Positiva Negativa 6 (50)

Positiva Positiva 6 (50)
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Tabela 4 - Correlacdo entre as variaveis clinicopatologicas e a expressao de NF-xB

p50 no nucleo das células neoplasicas das 32 pacientes submetidas a

radioterapia seguida de histerectomia radical.

Expressao de NF-«B-p50 nucleo

Variavel Categoria Negativa Positiva p

Idade <45 anos 8 9 0,43
>45 anos 5 10

Linfonodo comprometido  Nao 7 13 1,0
Sim 1 3

Doenga residual em colo Nao 8 8 0,28
Sim 5 11

Doenga residual em pelve  Nao 8 7 0,16
Sim 5 12

Grau histolégico G2 9 17 0,19
G3 4 2




Resultados 45

Tabela 5 - Correlacdo entre as variaveis clinicopatologicas e a expressao de NF-xB-
p65 no nucleo das células neoplasicas das 32 pacientes submetidas a

radioterapia seguida de histerectomia radical.

Expressao de NF-«B-p65 nucleo

Variavel Categoria Negativa Positiva p

Idade <45 anos 9 8 0,16
>45 anos 4 11

Linfonodo comprometido  Nao 7 13 1,0
Sim 1 3

Doenga residual em colo Nao 5 11 0,28
Sim 8 8

Doenga residual em pelve  Nao 5 10 0,43
Sim 8 9

Grau histolégico G2 9 17 0,19

G3 4 2
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Tabela 6 - Correlagao entre as varidveis clinicopatoldgicas e a expressao de HER-2

na membrana das células neoplasicas das 32 pacientes submetidas a

radioterapia seguida de histerectomia radical.

Expressao de HER-2

Variavel Categoria Negativa p

Idade <45 anos 12 0,4
>45 anos 13

Linfonodo comprometido  Nao 16 1,0
Sim 3

Doenga residual em colo Nao 15 0,083
Sim 10

Doenga residual em pelve  Nao 14 0,088
Sim 11

Grau histolégico G2 21 0,59
G3 4
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Idade abaixo de 45 anos (p=0,28), grau histolégico (p=0,65), duracdo do
tratamento radioterdpico acima de 40 dias e intervalo de tempo entre o término da
radioterapia ¢ a HR maior que 80 dias (p=0,72) ndo tiveram correlagdo com a
presenca de doenga residual apds a radioterapia neoadjuvante.

Nas biopsias prévias a radioterapia, foi encontrada correlagdo entre a
expressao de HER-2 e NF-xkB-p65 em nucleo, onde entre as pacientes com HER-2
positivo, 85,7% apresentaram NF-xB-p65 negativo. Ndo houve correlagdo entre as
expressoes de HER-2 e NF-xB-p50 em nucleo, e entre HER-2 ¢ NF-xB-p50 ou p65

no citoplasma (tabela 7).

Tabela 7 - Correlacao entre as expressoes de HER-2 e NF-«xB nas amostras de tumor

das 32 pacientes submetidas a radioterapia seguida de histerectomia

radical.
Expressao de HER-2

Variavel Categoria Negativa Positiva p

NF-xkB-p65 em nucleo Negativa 7 6 0,01
Positiva 18 1

NF-xB-p50 em nucleo Negativa 10 3 1,0
Positiva 15 4

NF-xkB-p65 em citoplasma Negativa 2 1 0,53
Positiva 23 6

NF-xkB-p50 em citoplasma Negativa 1 0 1,0

Positiva 24 7
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4.5 SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A sobrevida livre de doenca foi de 73,7% em 5 anos (grafico 1).

A analise univariada, para amostra total das 32 pacientes, ndo foi observado
impacto em sobrevida livre de doenca para as varidveis: idade abaixo de 45 anos
(p=0,97), grau histologico (p=0,60), realizacio de BATD adjuvante (p=0,36),
presenca de doenca residual (p=0,34) e presenca de comprometimento linfonodal
(p=0,096).

As expressdes imunoistoquimicas das células neopldsicas em nucleo,
previamente a radioterapia, de NF-xB-p65 (p=0,97), NF-xkB-p50 (p=0,53) ¢ em

membrana de HER-2 (p=0,80) também nao tiveram impacto no risco de recidiva.

4.6 SOBREVIDA CANCER ESPECIFICA

A sobrevida cancer especifica foi de 72,5% em 5 anos.

A analise univariada, das 32 pacientes estudadas, ndo foi observado impacto
em sobrevida cancer especifica para as variaveis: idade abaixo de 45 anos (p=0,99),
grau histologico (p=0,57), realizacdo de BATD adjuvante (p=0,38), presenga de
doenga residual (p=0,31) e presenga de comprometimento linfonodal (p=0,11).

As expressdes imunoistoquimicas das células neopldsicas em nucleo,
previamente a radioterapia, de NF-xB-p65 (p=0,99), NF-«B-p50 (p=0,52) ¢ em
membrana de HER-2 (p=0,84) também nao tiveram impacto no risco de obito por

cancer.
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4.7 SOBREVIDA GLOBAL

A sobrevida global da amostra foi de 66,5% (grafico 2).

A analise univariada, das 32 pacientes estudadas, ndo foi observado impacto
em sobrevida global para as variaveis: idade abaixo de 45 anos (p=0,72), grau
histologico (p=0,32), realizacdo de BATD adjuvante (p=0,23), preseng¢a de doenca
residual (p=0,20) e presenca de comprometimento linfonodal (p=0,35).

As expressdes imunoistoquimicas das células neopldsicas em nucleo,
previamente a radioterapia, de NF-xB-p65 (p=0,90), NF-xB-p50 (p=0,28) ¢ em

membrana de HER-2 (p=0,74) também nao tiveram impacto no risco de obito.
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Grafico 1 - Curva de sobrevida livre de doenga para as 32 pacientes portadoras de

carcinoma epidermoide do colo uterino.
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Grafico 2 - Curva de sobrevida global para as 32 pacientes portadoras de carcinoma

epidermoide do colo uterino.
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5 DISCUSSAO

O tratamento preferencial do cancer do colo uterino inicial, estddio IB1, ¢ a
histerectomia radical. Os potenciais beneficios sdo: a preservacao da fungdo ovariana
na pré-menopausa, menor estreitamento e fibrose vaginal, avaliagdo patoldgica
linfonodal e a possiblidade de tratamento de eventuais recidivas pélvicas com
radioterapia. Entretanto, baseado em estudos fase III, no caso da presenca de 2
fatores de risco intermediario (tamanho acima de 4cm, invasdo linfovascular e
invasdo profunda do estroma) ha indicagao de radioterapia adjuvante (Sedlis et al.,
1999) e caso presenga de fatores de alto risco (linfonodos comprometidos, margens
comprometidas e invasdo parametrial) ha indica¢do de radioterapia concomitante a
quimioterapia (Peters et al., 2000).

Ainda em relacdao a doenga inicial, Landoni et al. (1997) publicaram estudo
fase III que incluiu 343 pacientes estadios IB1 a IIA que foram randomizadas para
receber histerectomia radical ou radioterapia exclusiva. Receberam radioterapia
adjuvante a cirurgia 54% dos pacientes estadio IB1 e 84% do estadio IB2. Nao houve
diferenca em relacdo a sobrevida livre de doenga ou sobrevida global entre os
grupos. Portanto, a radioterapia ¢ eficaz no tratamento primario da doenca inicial e
tal fato deve ser levado em consideragcdo na decisao terapéutica de pacientes idosas
ou com risco cirurgico elevado.

Perez et al. (1995) publicaram série prospectiva nao randomizada que

mostrou resultados semelhantes no tratamento de tumores estadios IB-IIB em relagao



Discussdo 52

a radioterapia exclusiva quando comparado a radioterapia seguida de cirurgia. Keys
et al. (2003), j& em uma série prospectiva randomizada que incluiu 256 pacientes
com estadio IB2, ndo encontrou diferenga significativa em relagdo ao risco de
recidiva e 6bito com a adicao de histerectomia extrafascial a radioterapia apesar de
52% das pacientes submetidas a cirurgia apresentarem doenca residual. A doenga
residual macroscopica em 12% dos casos esteve relacionada com o risco de obito 7
vezes maior. Em outro conduzido por Keys et al. (1999), foram incluidas 369
pacientes estadio IB2 randomizadas em tratamento com radioterapia concomitante a
cisplatina ou radioterapia exclusiva, sendo que ambos grupos receberam
histerectomia extrafascial apos tratamento radioterapico. O grupo que recebeu adigao
de cisplatina teve menor prevaléncia de doenga residual (41% x 52%), menor risco
de recidiva (21% x 37%) e melhor taxa de sobrevida em 5 anos (83% x 74%). Nao
ha estudo onde seriam randomizadas pacientes para receber quimioterapia
concomitante a radioterapia seguido ou nao de cirurgia.

O presente estudo foi realizado em uma coorte de pacientes tratada
previamente aos resultados finais destes estudos fase III. Acreditava-se que a
radioterapia neoadjuvante tornaria a cirurgia factivel mesmo para o estadio IIB ¢ a
auséncia cirargica do utero teria impacto em diminui¢do da recidiva locorregional.

Apesar da alta prevaléncia de doenca residual, a realizagdao de histerectomia
apo6s tratamento radioterdpico atualmente nao ¢ recomendada de rotina pelo fato de
ndo trazer impacto em sobrevida.

Por outro lado, a adicdo de quimioterapia mostrou-se superior a radioterapia
exclusiva para o tratamento da doenca avancada (estadio > IB2). Atualmente, o

tratamento padrao para o cancer de colo uterino localmente avangado ¢ baseado em
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radioterapia concomitante ao uso de cisplatina, resultando em sobrevida global de
66% em 5 anos (Chemoradiotherapy for Cervical Cancer Meta-analysis
Collaboration-CCCMC, 2010). Em metanalise publicada pelo mesmo grupo em 2008
(CCCMCOC), foram revisados 13 estudos fase III que incluiram pacientes estadios I a
IVa. A adi¢ao de quimioterapia a radioterapia reduziu o risco de recidiva local,
recidiva a distancia e melhor sobrevida tanto com uso de cisplatina (Risco Relativo
0,83; p=0,017) quanto com uso de outros esquemas de quimioterapia (Risco Relativo
0,77; p=0,009).

Entretanto, quando ha presen¢a de doenga macroscopica residual apds o
tratamento radioterapico, estudos retrospectivos mostram beneficio da realizacdo de
histerectomia (Houvenaeghel et al., 2006; Mariagrazia, et al. 2005; Classe et al.,
2006). Ainda nao ha resposta definitiva quanto ao melhor método de avaliagdao da
resposta apos tratamento radioterapico definitivo e a adicdo de novas tecnologias
como a tomografia por emissdo de poésitrons associada a tomografia
computadorizada (PET-CT) podera vir a ter papel de destaque (Kidd et al., 2010).

Vérios marcadores biologicos ja foram estudados no que se refere a resposta a
radioterapia. Estes estdo associados a apoptose, angiogénese e progressao tumoral
(Noordhuis et al., 2011).

O mecanismo mais comum envolvido na falha do tratamento radioterapico ¢ a
repopulacdo da tumoral, que resulta no rapido crescimento entre as fracdes da
irradiagdo. O estimulo dos fatores de crescimento e a selecdo de clones resistentes
resultam na rdpida emergéncia da resisténcia ao tratamento (Kim et al., 2005;
Seiwert et al., 2007). Portanto, a ativacao de certas vias de sinalizagdo em prol da

sobrevivéncia e contra a apoptose poderiam induzir resisténcia ao tratamento.
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O NF-«kB regula importantes processos celulares que vao desde o
estabelecimento da resposta imunolédgica e inflamatoria a regulacao da proliferagao
celular através da acao sobre diversos genes alvo (Nair et al., 2003). O NF-xB ¢
conhecido como tendo importante fung¢do anti-apoptose no processo da
carcinogénese (Han et al., 2008). O tratamento radioterapico tem como objetivo a
eliminagdo da célula tumoral através da inducao da apoptose e a via do NF-«B pode
ser ativada pela radioterapia. Outros estudos também mostraram que a inibi¢do do
NF-xkB aumenta a sensibilidade da célula tumoral a a¢do pro-apoptose de efetores
como quimioterapia e radioterapia (Magné et al., 2008).

Estudos in vitro com cultura de células de cancer de mama mostraram que
HER-2 pode ativar a cascata de Akt/NF-xB (Zhou et al., 2000; Makino et al., 2004).
Por outro lado, Shao et al. (2001) demonstraram que a fosforilagdo de Akt pode nao
ser necessaria quando ha a ativagdo da via do NF-«xB através de irradiagao. Em outro
estudo Guo et al. (2004) sugerem que no cancer de mama a hiperexpressao de HER-2
acelera a ativacdo da via NF-«B e que o fendtipo radiorresistente relacionado a HER-
2 esta diretamente ligado a via de sinalizagdo do NF-«xB.

Cao et al. (2009) mostraram também para o cancer de mama, que o NF-xB ¢
necessario para a ativacdo do HER-2 induzida por irradiagao. O via do HER-2 foi
ativada tanto pelo NF-xB basal quanto pela atividade induzida por irradiagao em
linhagens de células resistentes a radioterapia, indicando que a hiperexpressao de
HER-2 mediada por NF-xB esta envolvida na repopulacao tumoral relacionada a
radioterapia. Como o HER-2 poderia também ativar a via do NF-«xB, esses dados

corroboram a hipotese de uma via ciclica HER-2-NF-xB-HER-2 de adaptacao e
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radioresisténcia. Entretanto, tais achados ainda nao foram avaliados in vivo ou para
outros tumores primarios como o cancer do colo uterino.

Loercher et al. (2004) previamente sugeriram em cultura de células que a via
do NF-xB ¢ intrinsecamente ativada no carcinoma epidermoide do colo uterino.
Apenas 6 artigos publicados avaliaram o NF-xB nas lesdes pré-neoplésicas e no
cancer do colo uterino.

Nair et al. (2003) avaliaram a expressdao imunoistoquimica de NF-xB em
respectivamente 23 neoplasias intraepiteliais cervicais de baixo grau (NIC I), 27
neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau (NIC III) e 38 carcinomas
epidermoides. Para o NIC I, foi encontrado alta expressdao em citoplasma de NF-xB-
p50 e NF-xkB-p65 em respectivamente 60,8% e 86,9% dos casos. A expressdo em
nucleo nao foi encontrada. Por outro lado, no NIC III, a alta expressdao em nucleo de
p50 e p65 foi observada em respectivamente 65% e 71% das células. No carcinoma
epidermoide bem diferenciado, a alta expressdao em nucleo de p50 e p65 foi
observada em respectivamente 64% e 75% das células. No carcinoma
moderadamente diferenciado, a alta expressao em nucleo de p50 e p65 foi observada
em respectivamente 69% e 76% das células e no carcinoma de alto grau, a alta
expressao em nucleo de p50 e p65 foi observada em 81% e 92% das células. Houve
diferenca estatistica da expressao de p50 e p65 entre NIC III e cancer. Houve ainda
diminui¢do progressiva da expressao de IkBo durante a progressdo de NIC ao
cancer. Os autores sugerem que a fosforilacao de IxkBa ocorre em fases iniciais € ndo
seria encontrado em estddios mais avancados devido a degradagcdo do IxBa. Os
autores também demostraram que a translocagdo nuclear através da via cléassica do

NF-xB observada no NIC III e cancer correlacionou-se com aumento da sua ligacao
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com o DNA. Concluem que no NIC I o p50, p65 e IxkBa localizam-se no citoplasma
e no NIC III e cancer o NF-xB se transloca ao ntcleo e o IxkBa ¢ fosforilado e
degradado.

Ramdass et al. (2007) publicaram série de 2 institui¢des onde foi avaliado
NF-xkB-p50 e p65 em 48 tecidos normais, 114 NIC e 114 carcinomas invasores.
Mostraram aumento da expressdo com o aumento da severidade da doenga. No
citoplasma encontraram expressao de pS0 em tecido normal, NIC e no carcinoma em
respectivamente 54%, 68% e 97% dos casos. No caso do p65, respectivamente 50%,
68% e 95% dos casos. No nticleo encontrou expressdo de pS0 em tecido normal, NIC
e no carcinoma em respectivamente 15%, 67% e 86% dos casos. No caso do p65,
respectivamente 31%, 39% e 59% dos casos.

Branca et al. (2006) avaliaram uma série de 152 NIC e 150 carcinomas
invasores em relacdo a expressdo imunoistoquimica de NF-xB-p65 e também
observaram um aumento progressivo da expressdao em citoplasma em relagdo a
severidade da doenca, onde respectivamente houve alta expressao em NIC I, NIC I,
NIC III e cancer em 5,3%, 10%, 21,6% e 39% dos casos. No caso da expressao em
nucleo, somente foi encontrada alta expressao no NIC III em 3,1% e cancer em 8,8%
dos casos.

Prusty et al. (2005) publicaram série onde sugerem uma ativacao constitutiva
do NF-xB no cancer de colo uterino, sendo que também descrevem um aumento
gradual desde o NIC I até o cancer. Notaram ainda uma alta expressao de p50 em
nucleo e baixa de p65, e propuseram que ocorra no cancer do colo preferencialmente
uma homodimerizacdo entre p50/p50 ao contrario da heterodimerizagdo mais

comumente descrita entre pS0/p65.
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Li et al. (2009) também avaliaram amostras de tecido normal, NIC e
carcinoma invasor de colo uterino. Corroboram o observado pelos estudos anteriores
e descrevem um aumento gradual da expressao imunoistoquimica nuclear de p65 e
p50 e da translocacdo nuclear por Western blot. Nos 79 carcinomas invasores
estudados, a expressdo nuclear aumentada de p65 (63,3%) e p50 (82,3%) estiveram
relacionadas com alto grau, maior tamanho e invasao tecidual. A expressao de p65
também correlacionou-se com metastase linfonodal e pior sobrevida. Sugeriram que
a ativacao constitucional do NF-xkB no cancer do colo estaria relacionada com
progressao tumoral, comportamento agressivo € pior prognostico.

Apenas o estudo de Garg et al. (2010) analisaram o papel prognostico da
expressao de NF-xB em pacientes com doenga localmente avangada (IB2-111B) e que
receberam tratamento definitivo com radioterapia associada a quimioterapia. Apenas
16 pacientes tiveram amostras de tumor obtidas antes do inicio do tratamento
radioterapico e também apds 48h. O estudo nao descreve qual o NF-xB estudado. O
NF-«B foi avaliado em nucleo e considerado positivo em 3/16 (19%) pré-tratamento
e 5/16 (31%) apods 48h. A expressdo positiva antes do tratamento correlacionou-se
com aumento de recidiva locorregional (p=0,01) e 6bito por cancer (p=0,03), porém
a analise estatistica para sobrevida ndo utilizou o teste Kaplan-Meier e log-rank.

No presente estudo encontramos positividade para NF-xB em citoplasma para
p65 e p50 em respectivamente 90,6% e 96,9% dos casos. No caso da expressdao em
nlcleo, ambos tiveram expressdo positiva em 59,4% dos casos. Apesar de serem
encontrados diferentes valores entre os estudos, também encontramos uma maior
expressdo em citoplasma em relacdo ao nucleo e ¢ provavel que haja o aumento

constitucional da expressao do NF-xB no cancer do colo uterino.
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No grupo de pacientes que tiveram doenca residual apos tratamento com
radioterapia, encontramos uma diminui¢ao da expressdo de NF-xkB p50 e p65 no
citoplasma, ambas em 50% dos casos. Houve ainda o aumento da expressao de NF-
kB p50 em nucleo (75%) e ndo houve expressao de p65 em nucleo. O estimulo da
radioterapia € conhecido por translocar o NF-xB do citoplasma ao nucleo e tal fato
pode também ser sugerido em nossa série. A nao expressao de p65 pode estar
relacionada com a homodimerizagao preferencial de p50/p50 sugerida por Prusty et
al. (2005).

A expressao de NF-xB tanto em citoplasma quanto em nucleo nas biopsias
prévias a radioterapia ndo conseguiram predizer quais pacientes que nao teriam
resposta completa ao tratamento radioterapico. No entanto, podemos sugerir que a
radioterapia favoreceria a translocagdo do NF-xB, ja que encontramos expressao
menor em citoplasma e maior em nucleo para o pS0 nos casos que nao tiveram
resposta completa ao tratamento radioterapico. Nesse grupo de pacientes a via do
NF-xkB poderia estimular mais intensamente fatores anti-apoptose e reduziriam a
chance de resposta a radioterapia. Entretanto, nao ¢ possivel através dos nossos
dados avaliar se também houve a translocacdo de NF-«B para o ntcleo antes do
evento de morte celular nos casos com resposta completa a radioterapia, pois as
amostras de tumor foram obtidas somente apos o término do tratamento radioterapico
completo.

Nao encontramos ainda diferenga significativa entre a expressao de NF-xB
em relacdo a idade, grau histologico e presenca de comprometimento linfonodal.

A expressao da proteina IKKa nas amostras de tumor ndo foi observada.

Como previamente citado, Nair et al. (2003) sugerem que a fosforilagao de IxBa
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ocorre em fases iniciais ¢ nao ¢ encontrado em estadios mais avangados devido a
degradacao do IkBa.. O mesmo poderia ocorrer com a IKKa, enzima necessaria para
degradacao do complexo NF-«B. O presente estudo ¢ o primeiro a avaliar por
imunoistoquimica a expressao de IKKa no cancer do colo uterino, porém nao foi
incluida a avaliacao de IxkBa..

A expressdao imunoistoquimica de HER-2 no cancer de colo uterino ainda ¢
motivo de controvérsia, variando entre 0% e 42% (Kristensen et al., 2006; Oka et al.,
1994; Ngan et al., 2001; Nakano et al., 1997). Uma das causas da discrepancia entre
os estudos ¢ a diversidade das metodologias empregadas.

Shen et al. (2008) avaliaram a expressao de HER-2 nos tumores primarios e
linfonodos de 51 pacientes (estadios IB e IIA) submetidas a histerectomia radical.
Nenhum paciente expressou HER-2 (2+ ou 3+) no primario ou linfonodo. Kristensen
et al. (2006) encontraram alguma rea¢do imunoistoquimica em 12% de 132 casos,
porém apenas 1 caso foi considerado 2+ e nenhum 3+. Berchuck et al. (1990)
avaliaram 26 pacientes estadio I-IVB e todos os pacientes apresentaram expressao
1+, exceto um caso estadio [VB (3+).

Alguns estudos encontraram a expressao de HER-2 como fator de pior
prognoéstico em pacientes tratadas com radioterapia. Nakano et al. (1997) mostraram
expressao positiva em 42% (categorizada qualquer expressdao como positiva) dos 64
tratados com radioterapia (estadios I-IV). Houve aumento da expressdo quanto mais
avangado o estddio. Notaram ainda que a expressao positiva esteve relacionada com
maior recidiva local e pior sobrevida em 5 anos (45% x 75%).

Oka et al. (1994) avaliaram 192 pacientes estadio III tratados com radioterapia

e encontraram expressdao de HER-2 em 20% dos casos, sendo 3+ em apenas 3,1%.
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Houve melhor sobrevida em 5 anos para grupo HER-2 negativo (61% x 41%;
p=0,02).

Niibe et al. (2003) avaliaram 21 pacientes com estadio avangado IIIB
associado a metastase linfonodal retroperitoneal. A expressdao imunoistoquimica de
HER-2 no tumor primario mostrou-se positiva (considerado 1+ e 2+) em 43% dos
pacientes e sugeriram que a expressado de HER-2 estava relacionada com a
diminui¢do de sobrevida em analise multivariada (p=0,02).

Quando o tratamento foi realizado com radioterapia associado a quimioterapia,
outros estudos também sugeriram a expressdo de HER-2 como fator de mau
prognostico.

Yamashita et al. (2009) avaliaram a expressdo de HER-2 em 57 casos
submetidos a tratamento com radioterapia e quimioterapia estadios II-IV. Houve
expressao em 13% dos casos. As pacientes com expressao de HER-2 utilizando um
método dicotdmico para positividade de expressdo tiveram menor sobrevida, porém
sem diferenca significativa (p=0,06).

Pérez-Regadera et al. (2010) analizaram 136 pacientes com estadios IB2-IVA
submetidas a tratamento radioterapico. Considerados HER-2 positivo somente os
casos com a expressdao 3+, sendo 23,5% dos casos. Trata-se do estudo com maior
incidéncia de casos com expressao 3+. Os pacientes com HER-2 positivo tiveram
menor sobrevida livre de doenga em 5 anos (58% x 36%; p=0,02). O subgrupo de
pacientes HER-2 positivo e que nao receberam tratamento radioterapico associado a
quimioterapia tiveram pior sobrevida livre de doenga (p=0,0014).

Outros autores nao encontraram correlacao entre a expressao de HER-2 ¢ o

prognostico (Leung et al.,, 2001; Ngan et al., 2001). Inclusive Lee et al. (2005)
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sugeriram que a expressao de HER-2 esta relacionada a melhor sobrevida tanto em
analise univariada quanto multivariada. Neste estudo foi avaliada a expressdo
imunoistoquimica de HER-2 em 55 pacientes tratados com radioterapia utilizando
um sistema de automatizado.

Em relacdo ao tipo histologico adenocarcinoma, Kihana et al. (1994)
mostraram expressdo intensa em 11 de 44 pacientes (25%). Destes, a maioria
mostrou amplificagdo por hibridizagdo slot blot, sendo esta mais frequente nos
estadios II e I1I (39%) que no estadio I (9%). Encontrado pior prognodstico (recidiva e
obito) para os adenocarcinomas HER-2 positivo na andlise univariada (p<0,005) e
multivariada (p=0,032 para 6bito; p=0,029 para recidiva ).

No presente estudo encontramos expressdo positiva (2+ e 3+) em 21,9% dos
casos, sendo apenas um caso com expressao 3+ (3,1%). Ndo encontramos impacto
em risco de recidiva ou Obito para esse grupo de pacientes e este achado poderia ser
justificado pelo tamanho da coorte estudada.

Pelo fato de ndo haver padronizagdo da correlacao entre amplificagao génica e
expressdao imunoistoquimica de HER-2 no cancer de colo uterino, foi realizado o
teste de FISH nas amostras dos 32 casos. O inico caso com amplificagdo génica foi o
que apresentou expressao imunoistoquimica 3+. Nenhum dos outros 31 casos,
incluindo os 6 casos que tiveram expressdo imunoistoquimica 2+, tinham
amplificacao génica.

A baixa incidéncia de amplificagdo génica para HER-2 ¢ corroborada por
outros estudos. Leniskova et al. (2009) avaliaram a expressao de HER-2 em NIC
(678 casos) e cancer de colo uterino (136 casos) por imunoistoquimica e CISH

(chromogenic in situ hybridization), nao encontrando nos casos de NIC I e II alta
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expressao (3+), 2.2% no NIC III e 0.7% nos carcinomas. Amplificacdo génica foi
observada em apenas 0.5% dos casos.

Rosty et al. (2004) ndo encontraram amplificagdo por FISH nos 84 casos de
colo estudados. Mark et al. (1999) encontraram amplificagdo em 2 de 23 (9%) dos
casos estudados por FISH. Kersemaekers (1999) avaliaram 136 pacientes estadio I e
I, HER-2 foi apenas focalmente positivo em 12 casos e encontrado amplificacdo
génica por Southern blot hybridization em apenas 2 casos.

Apenas Zhang et al. (2002) descreveram uma grande prevaléncia de
amplificacdo por FISH. Foi encontrada em 29% (24/84 casos) dos casos, sendo que
59 também tiveram avaliacdo imunoistoquimica. Dos 18 casos com amplificagdo,
78% (14/18) demostraram também aumento da expressdo imunoistoquimica do
HER-2.

Em relag¢ao aos tumores recidivados a literatura é escassa. Chavez-Blanco et al.
(2004) avaliaram 35 pacientes estadio IB2-IIIB e encontraram expressao 3+, sendo
os demais ndo mostraram expressdo. Quatro pacientes recidivaram e 2 tiveram
respectivamente expressao 2+ e 3+, porém ndo foi encontrada amplificagdo génica
por FISH para os casos recidivados. Ambos nao expressavam HER-2 na lesao inicial.

Bellone et al. (2003) estabeleceram cultura de células de cancer de colo uterino
a partir de tumores de estadio inicial e observaram que populagdes de células HER-2
positivo podem ter vantagem e crescer a partir de tumores considerados inicialmente
HER-2 negativo por imunoistoquimica.

Em relacdo a presenga de doenga residual, houve uma maior prevaléncia nos
casos que expressavam HER-2 previamente a radioterapia, porém sem diferenca

estatistica. O tamanho da presente coorte ndo foi capaz de demonstrar tal diferenca.
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Interessante salientar que nenhum caso com doenga residual apresentou expressao de
HER-2 na peca a histerectomia. O motivo da perda da expressio do HER-2
permanece em aberto. Tal achado ainda nao foi descrito na literatura e uma hipotese
seria a degradacao da proteina em membrana relacionado a radioterapia.

Nao encontramos ainda diferenca significativa entre a expressao de HER-2
em relacdo a 1idade, tipo histologico, grau histoloégico e presenca de
comprometimento linfonodal.

Nao esta claro se no cancer do colo uterino a via principal de ativagao do NF-
kB esta relacionada ao HER-2, ja que a expressao de HER-2 no cancer do colo
uterino € evento muito menos prevalente e a expressao do NF-«xB parece ser evento
constitucional.

No presente estudo, encontramos correlagao entre a expressao de HER-2 e de
p65 em ntcleo. Dentre as pacientes com HER-2 positivo, 85,7% apresentaram NF-
kB-p65 em nucleo negativo. Nao houve correlacao entre expressao de HER-2 e a de
NF-xkB-p50 em nucleo. A correlagao entre HER-2 e NF-xB sugerida no cancer de
mama parece ndo estar presente no cancer do colo uterino quando analisado por
imunoistoquimica.

Existem algumas razdes para justificar os resultados discrepantes entre os
diversos estudos. Os sistemas de escore utilizados sdo habitualmente baseados na
propor¢ao de células coradas em combinacdo com a intensidade de coloragdo. A
interpretagdo da intensidade de coloracao além de ser bastante subjetiva, pode sofrer
variagdes entre os protocolos e até nos procedimentos de fixagdo de material. O

numero pequeno de pacientes em alguns estudos, diferentes sistemas de escore,
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fontes diversas do anticorpo e variagdes de protocolo do estudo imunoistoquimico
tornam a comparagao entre os estudos sempre um grande desafio.

Nossos achados sugerem que a amplificacdo génica do HER-2 ¢ um evento
raro no cancer do colo do utero e a expressao imunoistoquimica de HER-2, apesar de
pouco prevalente, pode ter um papel na predi¢ao de resposta a radioterapia. Nao
encontramos correlagdo positiva entre a expressao de HER-2 e NF-xB e o tltimo nao
teve papel na predicdo de resposta a radioterapia. Sugerimos ainda que a expressao
citoplasmatica de NF-«B pode ser um evento constitucional do cancer do colo do
utero e que ha a diminuig¢ao da expressao em citoplasma e aumento em nucleo apds o
tratamento com radioterapia para os casos que tem doenca persistente. Entretanto,
nossos resultados ainda deverao ser reproduzidos por outros estudos

A melhor estratificagdo de risco para pacientes com cancer do colo do tutero ¢
necessaria para que no futuro os pacientes possam receber tratamento inicial ou

complementar mais adequado e especifico.



Conclusoes 65

6 CONCLUSOES

6.1 As expressdes imunoistoquimicas positivas de NF-kB-p65 ¢ NF-xB-p50 em
citoplasma dos tumores do colo uterino avaliados previamente a radioterapia foram
encontradas em respectivamente 90,6% e 96,9% dos casos estudados. As expressoes
de NF-xkB-p65 ¢ NF-«B-p50 em nucleo avaliados previamente a radioterapia foi de
59,4% dos casos. A expressao de HER-2 avaliados previamente a radioterapia foi de
21,9% dos casos. Nao houve expressao imunoistoquimica de IKKo nos tumores do

colo uterino avaliados previamente a radioterapia.

6.2 A amplificagdo génica de HER-2 nos tumores primarios do colo uterino foi

encontrada em 3,1% dos casos estudados.

6.3  As expressdes imunoistoquimicas positivas de NF-kB-p65 ¢ NF-xkB-p50 em
citoplasma dos tumores residuais do colo uterino apds radioterapia foi de 50%. A
expressao de NF-xB-p50 no nucleo dos tumores residuais do colo uterino apds
radioterapia foi de 75%. Nao houve expressdao imunoistoquimica de HER-2, IKKa e

de NF-xkB-p65 no nucleo dos tumores residuais do colo uterino apds radioterapia.

6.4  As expressdes imunoistoquimicas positivas de HER-2, NF-kB-p65 e NF-xB-
p50 nao se correlacionaram com as variaveis anatomopatologicas estudadas ou com a

presenca de doenga residual em colo uterino apds o tratamento radioterapico.
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6.5  As expressdes imunoistoquimicas positivas de NF-xB-p65, NF-xB-p50, IKKa
e HER-2 ndo se associaram a piores taxas de sobrevida livre de doenca, sobrevida

global e sobrevida cancer especifica.
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