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RESUMO

O cancer de colo de ttero, mundialmente, ¢ um dos mais prevalentes dentre as
mulheres. O adenocarcinoma cervical ¢ uma neoplasia cuja origem estd nas células da
mucosa endocervical. Sua patogénese ndo estd ainda bem compreendida, podendo-se
encontrar o virus HPV como um elemento associado a estas lesdes.

A prevaléncia do HPV em adenocarcinomas cervicais apresenta ampla varia¢dao. O
HPV tipo 16 e, especialmente, o HPV tipo 18, sdo os tipos mais freqlientemente associados
a este tumor.

A proteina pl16INK4, uma proteina relacionada ao ciclo celular, € superexpressa em
muitos tumores humanos, incluindo o carcinoma de células escamosas e o adenocarcinoma
cervical. Ha evidéncias que correlacionam esta proteina com infec¢do por HPV.

O objetivo de nosso estudo foi o de identificar o DNA-HPV tipos 16 e 18 e verificar
a correlacdo deste achado com a expressdo da proteina pl16INK4 em uma série de casos de
adenocarcinoma cervical. A identificacdo do DNA-HPV foi realizada por meio do Nested-
PCR e a expressao da proteina pl1 6INK4 foi realizada pela técnica de imunohistoquimica.

O DNA-HPV tipo 16 foi o mais freqliente em nossa série (51,4%), seguido pelo
DNA-HPV 18 (28,6%). Co-infec¢do (HPV 16 e HPV 18) foram encontrados em 5,7% dos
casos. Uma forte expressao da proteina pl6INK4 foi encontrada em associagdo com

positividade para DNA-HPV tipos 16 e 18.



ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most prevalent cancer in women around the world.
Cervical adenocarcinoma arises in endocervical mucosal cells and, although HPV is
identified in some cases, the pathogenic mechanisms involved in their development are still
not understood completely.

HPV prevalence in cervical adenocarcinoma varies around the world. HPV 16 and
specially HPV 18, are the most frequent types associated with this tumor.

The p16INKA4, a cell cicle related protein, is superexpressed in many human tumors,
including cervical squamous carcinomas. There are findings that correlate this protein with
HPV infection.

The aim of our study was to identify HPV-DNA and verify the correlation of this
findings with the expression of pl6INK4 in a series of cervical adenocarcinomas. DNA-
HPV analysis was performed by Nested-PCR to HPV 16 and HPV 18 and pl16INK4
expression was verified by immunohistochemistry.

HPV 16 was the most frequent type in our series (51,4%) followed by HPV 18
(28,6%). Coinfection (HPV16 and HPV 18) was found in 5,7%. A very strong expression

of p16INK4 was found in association with HPV-DNA positivity.

PALAVRAS-CHAVE

Adenocarcinoma de colo uterino; HPV 16 e 18; proteina p1 6INK4.



1. INTRODUCAO

Uma das maiores descobertas relacionadas a etiologia do cancer em seres humanos
tem sido o reconhecimento de que o cancer de colo uterino ¢ uma provavel conseqiiéncia
de uma infecgcdo por alguns tipos de HPV que demonstram tropismo por mucosas. Em
termos de saude publica, este achado ¢ tdo importante quanto a descoberta da associagao
de cigarros com cancer de pulmdo ou entre infeccao cronica pelo virus HBV, HCV e o
cancer de figado. No Brasil, o INCA previu 19.260 casos novos de cancer de colo de ttero
para o ano de 2006, com um risco estimado de 20 casos a cada 100.000 mulheres. O cancer
de colo de utero ¢ o segundo mais comum entre as mulheres no mundo, sendo responsavel,
anualmente, por cerca de 471 mil casos novos e pelo obito de, aproximadamente, 230 mil
mulheres por ano. Entretanto, esses numeros podem estar subestimados em vista da
subnotificagdo de novos casos, do alto niimero de Obitos notificados com causas mal
definidas e dos casos notificados com informagdes insuficientes.

O adenocarcinoma ¢ uma neoplasia cuja origem estd nas células da mucosa
endocervical. Sua freqiiéncia, neste sitio, ¢ menor que a do carcinoma epidermoéide e sua
patogénese ainda ndo estd bem compreendida, podendo-se encontrar o virus HPV com uma
prevaléncia varidvel, diferentemente do carcinoma epidermoéide, onde ha uma evidéncia
muito forte da relagdo entre a presenga deste virus e o processo de carcinogénese.

A pl6INK4 ¢ uma proteina codificada pelo gene P16/NK4 (também conhecido
como CDKN2A) e sua fungdo ¢ inibir os reguladores do check-point da fase G1 do ciclo
celular. A perda de sua expressdo estd associada com o aumento da proliferacdo celular, e,

conseqiientemente, relacionada ao processo de malignizagao.
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Estudos realizados mundialmente mostram diferentes prevaléncias do HPV em
adenocarcinomas cervicais, mas, em especial, o HPV tipo 16 e o 18 tém sido encontrados
com uma frequéncia maior nas diferentes localidades, sugerindo que estes dois tipos de
HPYV de alto potencial oncogénico possam ter um papel importante no desenvolvimento dos
adenocarcinomas cervicais assim como nas neoplasias epidermodides e lesdes pré-
neoplésicas.

Muitos estudos apontam, também, a importancia da identificagdo da proteina
p16INK4 como um marcador tumoral a depender das caracteristicas encontradas na imuno-
histoquimica. Tém sido sugerido que esta técnica possa auxiliar na diferenciagdo entre
lesdes malignas e benignas de adenocarcinoma ou carcinoma epidermoide de cérvice
uterina.

Desta forma, torna-se importante identificar a presenga de DNA-HPV por PCR e
verificar a expressdo da proteina pl16INK4 por IHQ em pacientes com adenocarcinoma de

colo uterino.



2. JUSTIFICATIVA

Estudo realizado na Universidade de Caxias do Sul intitulado “Determinagdo e
Tipagem do Papilomavirus humano (HPV) em amostras da populacao feminina de Caxias
do Sul”, demonstrou elevados indices de contaminagao viral, associando o HPV com lesdes
pré-malignas e malignas da cérvice uterina. Neste mesmo estudo, o HPV 16 foi o de maior
prevaléncia, em concordancia com o maior nimero de carcinomas epidermdides
identificados. Entretanto, ha evidéncias de que o HPV 18 possa se encontrar em maior
prevaléncia nos adenocarcinomas do que em carcinomas epidermdides. Esta relacao,
entretanto, ainda ndo foi verificada no nosso meio.

Muitos estudos vém sendo realizados para a identificagdo de marcadores do ciclo
celular e seu papel no processo da carcinogénese. A proteina pl6INK4, assim como outros
marcadores, mostra-se superexpressa nas lesdes precursoras do cancer do colo uterino e
tem sido tratada como um provavel marcador bioldgico de progressdo destas lesdes.
Entretanto, seu papel nos adenocarcinomas ainda nao esta claro.

A determinacdo, portanto, da presenca de DNA-HPV em lesoes glandulares
malignas da cérvice uterina, procurando estabelecer uma relagdo etiopatogénica entre a
presenga do HPV, o tipo de HPV e o surgimento de neoplasias glandulares do colo uterino
consiste em um estudo de grande relevancia clinica e epidemioldgica, considerando o
aumento na incidéncia deste tipo de tumor nas Ultimas décadas. Paralelamente, a pesquisa
da expressdo da proteina pl16INK4 nas amostras a serem estudadas e sua relagdo com a
infeccao pelo HPV tipos 16 e 18 auxiliarda na compreensao da patogénese do

adenocarcinoma de colo, uma vez que este mecanismo ainda ndo estad bem compreendido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O ADENOCARCINOMA DE COLO UTERINO

De 10% a 25% dos carcinomas de colo de ttero sdo adenocarcinomas, carcinomas
adenoescamosos, carcinomas indiferenciados ou outros tipos histoldgicos raros (Kumar et
al., 2005). Tem-se observado um aumento na incidéncia de adenocarcinoma durante as
ultimas décadas, particularmente nas mulheres jovens e brancas (Pirog et al., 2000;
Madeleine et al., 2001; Anderson et al., 2003, Tawfik et al., 2006). Os adenocarcinomas
acometem preferencialmente mulheres na faixa dos 50 anos de idade. A etiologia dos
carcinomas epidermoéides do colo uterino, os quais sdo os mais freqiientes, estd ligada a
infeccdo pelo HPV de alto potencial oncogénico. Entretanto, a patogénese do
adenocarcinoma do colo uterino ¢ muito menos compreendida. Enquanto o DNA do HPV ¢
detectado em mais de 95% dos casos de carcinoma epidermoide da cérvice, a prevaléncia
de DNA-HPV em adenocarcinomas varia significativamente, de 32% a 90%, dependendo
do método de deteccao utilizado (Anderson et al., 2003). Alguns estudos tém mostrado que
ele ¢ tdo prevalente em adenocarcinomas do colo uterino quanto em carcinomas
epidermoides. Demonstrou-se uma incidéncia aumentada de adenocarcinomas cervicais em
mulheres jovens, com progndstico pior que o do carcinoma de células escamosas da
cérvice. Associado a isso, HPVs de alto risco podem ter também um papel importante na
carcinogénese da neoplasia glandular da cérvice, embora as taxas de infeccdo por HPV para
o adenocarcinoma cervical tenham variado entre os varios estudos (Ishikawa et al., 2003;

Tawfik et al., 2006). Neste contexto, a infec¢do pelo HPV 18 parece ser mais prevalente
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em adenocarcinomas do que em carcinomas epidermoides (Wright et al., 1994; Miranda et

al., 2000; Madeleine et al., 2001).

Figura 1: Peca cirtrgica de colo uterino com adenocarcinoma invasor.

Os adenocarcinomas cervicais incluem varios e diferentes tipos histologicos. A
maioria dos tumores s3o adenocarcinomas mucinosos, que lembram epitélio endocervical e
estdo freqiientemente associados com a presenga de lesdo escamosa intraepitelial,
localizada na ectocérvice (Pirog ef al., 2000).

Os adenocarcinomas se originam da mucosa endocervical, inicialmente surgem
como adenocarcinoma in situ (figura 2), que tem aproximadamente um quinto em

freqliéncia em relagdo a neoplasia escamosa. Os carcinomas adenoescamosos apresentam
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um padrdo misto, escamoso e glandular e acredita-se que se originem de células de reserva

multipotentes situadas nas camadas basais do epitélio endocervical (Kumar et al., 2005).

i L
""'“‘fw"E

\#ﬂ,_._ #‘k t-}

Figura 2: Adenocarcinoma endocervical in situ (modificado de

www.cytopathology.org / NIH /view.php?patientld=99)

Os fatores de risco incluem os relacionados com o risco em adquirir infec¢ao pelo
HPV, tais como: baixo nivel cultural, inicio precoce das atividades sexuais e multiplos
parceiros sexuais. Além desses, os adenocarcinomas foram relacionados com obesidade,
um conhecido fator de risco para o cancer de endométrio, e com o uso prolongado de
anticoncepcionais orais (Pirog ef al., 2000).

Mais recentemente, Castellsalgué et al. (2006) demonstraram associagdes

estatisticamente significativas para risco de adenocarcinoma, tais como: baixa escolaridade,
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comportamento promiscuo, uso de contraceptivos hormonais por longo periodo de tempo e
soropositividade para HSV-2. O niimero de gestagdes, historia de tabagismo e historia
positiva para Chlamydia trachomatis nao foram estatisticamente significantes para o risco

aumentado de adenocarcinoma (Castellsagué et al., 2006).

3.1.1 Métodos Diagndsticos para o Adenocarcinoma

3.1.1.1 _Citopatologia

O teste de PAP tem sido utilizado desde os anos 40 para avaliag¢do citologica das
células cervicais. O sucesso de programas de rastreamento em grande escala utilizando o
PAP com o objetivo de reduzir os indices de cancer cervical invasivo, tem sido propagado
na literatura. E, sem davida, ¢ o teste de rastreamento com melhor relagdo custo-beneficio
utilizado na rotina da pratica ginecoldgica (Papanicolaou, 1942; Falls, 1999). Por outro
lado, nos Estados Unidos, a propor¢do de adenocarcinomas invasores em relacdo ao
carcinoma de células epidermoides e a todos os canceres cervicais dobrou entre 1973 e
1996, indicando que as praticas de rastreamento podem ser insuficientes para detectar uma
propor¢ao substancial de lesdes precursoras de adenocarcinoma, as quais estao localizadas
nas partes altas do canal endocervical, o que pode torna-las menos acessiveis a deteccao
(Castellsagué et al., 2006). As alteragdes encontradas nas células do adenocarcinoma sio

evidenciadas na figura 3.



19

Figura 3 : Citopatologico de adenocarcinoma bem diferenciado da endocérvice: aglomerado de células
pouco coesas, com bordos irregulares, formado por células colunares atipicas (aumento de 40x)

(modificado de http://screening.iarc.fr/atlascyto detail.php?flag=0&lang=4&Id=cyt14644&cat=F2c).

3.1.1.2 Histopatologia

O diagndstico histopatoldgico dos adenocarcinomas ¢ considerado padrdo-ouro e
nele baseiam-se, na pratica assistencial, as decisdes terapéuticas. Os adenocarcinomas, em
geral, mostram estruturas glandulares invadindo o cérion com revestimento por células que
exibem atipias nucleares importantes (figura 5). A fase invasiva ¢ precedida pela lesdo in

situ, na qual as células malignas ndo invadiram a membrana basal.


http://screening.iarc.fr/atlascyto_detail.php?flag=1&lang=4&Id=cyt14644&cat=F2c
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Figura 4: Histologia de adenocarcinoma endocervical invasor bem diferenciado
(grau I) composto de tubulos (com epitélio pluri-estratificado), infiltrando o tecido
conjuntivo. (Modificado de
http://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.php?
flag=0&lang=4&1d=00002289&cat=F2c1)

Embora alguns autores tenham relatado elevado nivel de concordancia diagnostica
interobservador, ainda existe consideravel discrepancia, principalmente nas lesdes
limitrofes (Di Loreto & Alves, 1998). Embora as caracteristicas histologicas das neoplasias
cervicais intra-epiteliais sejam bem conhecidas, aplicagdes inconsistentes dos critérios
morfologicos, bem como a existéncia de alteragdes escamosas e glandulares que
mimetizam lesdes malignas, podem resultar em significante variabilidade interobservador e

intra-observador (Keating et al., 2001).

3.1.1.3 Colposcopia


http://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.php?flag=0&lang=4&Id=00002289&cat=F2c1
http://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.php?flag=0&lang=4&Id=00002289&cat=F2c1
http://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.php?flag=1&lang=4&Id=00002289&cat=F2c1
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A colposcopia ¢ inefetiva em reconhecer lesdes que acometem o canal endocervical,
como ¢ o caso dos adenocarcinomas de cérvice. Bidpsias minimamente invasivas de areas
proximas ao orificio externo podem ser inadequadas, originando resultados falso-negativos.
Adenocarcinomas altamente diferenciados das glandulas cervicais podem ser dificeis de
serem reconhecidos histologicamente e lesdes precursoras podem ser interpretadas como
alteragdes reacionais. Isto ¢ particularmente perigoso em lesdes glandulares, as quais
podem ter uma evolu¢do mais rapida para fase invasora do que lesdes intra-epiteliais

escamosas (Negri et al., 2003).

3.2 O VIRUS HPV

O HPV pertence a familia Papilomaviridae, género Papillomavirus (Howley et al.,
2001; de Villiers et al., 2004). Sao virus ndo-envelopados, de simetria icosaédrica, com
didmetro aproximado de 55nm, com DNA de dupla fita circular com cerca de 8.000 pb.
Sao de alta espécie-especificidade e nenhum deles foi ainda cultivado em culturas celulares.
Ja foram identificados mais de 100 tipos de virus do papiloma humano, distribuidos em
dois grupos: HPV cutaneo e HPV de mucosa, constituindo o mais diverso grupo de virus
DNA envolvidos em doengas humanas (Giarre et al., 2001; Murphy et al., 2003). Os HPVs
que infectam mucosas tém predilecdo pelo trato genital e estdo subdivididos em dois
grupos: os de baixo potencial oncogénico, os de alto potencial oncogénico e os de potencial
oncogénico intermediario (tabela 1). Os HPVs de baixo potencial oncogénico (tipos 6, 11,
40, 42, 44, 61) sao relacionados a lesdes benignas exofiticas, enquanto que os de alto
potencial oncogénico (tipos 16, 18 e 31) sdo relacionados as lesdes intra-epiteliais e

invasoras do colo uterino (Stoler, 1996; Villa, 1998; Candeias & Racz, 1999; Sedlacek,
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1999). No grupo dos HPVs de baixo risco, os mais comuns sao o 6 € o 11. No grupo de
HPVs de alto risco ou alto potencial oncogénico, os mais frequentemente detectados sdo o
HPV 16 e o HPV 18, embora um grande niimero de tipos menos comuns de HPVs de alto
risco também tenham sido encontrados (tipos 31, 33, 35, 45) (Tawfik et al., 2006;
Castellsagué et al., 2006). Além destes, existe um grupo intermediario (tipos 26 e 54) para
os quais ainda ndo existe base epidemioldgica que defina seu potencial oncogénico (Silva

et al., 2006).

Tabela 1 : Classificacao dos tipos de HPV por oncogenicidade cervical (modificado

de Munoz, 2003).

Classificacao de Risco Tipos de HPV

Alto Risco 16, 18, 31, 33, 35
39,45, 51, 52, 56
58, 59, 68, 73, 82

Provavel Alto Risco 26, 53, 66

Baixo Risco 6, 11, 40, 42, 43, 44
54, 61,70, 72, 81

Risco Indeterminado 34, 57, 83
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Tsai et al., (2005) estudaram a coexisténcia do DNA-HPV no colo uterino ¢ no
sangue periférico, tendo encontrado que cerca de um ter¢co dos pacientes positivos para
HPV no tecido cervical foram, também, positivos para HPV no sangue periférico, o que
parece sugerir que a detec¢@o de DNA-HPV no tecido cervical pode ser refletido por uma
deteccdo direta do DNA-HPV no sangue periférico (Tsai et al., 2005).

Verificou-se que testagem para HPV em mulheres pode auxiliar na identifica¢do do
risco para adenocarcinoma e carcinoma epidermoide, especialmente aquelas com HPV 16
ou 18. E possivel que este teste seja ainda mais util quando associado a curetagem cervical.

(Anderson et al., 2003).

3.2.1 GENOMA VIRAL E ONCOGENES

A infecgao pelo HPV ¢ manifestada por alteragdes na funcao ou na expressao dos
genes do hospedeiro e a deteccao destas alteragdes pode ter um importante papel na
triagem e seguimento das pacientes afetadas. Diferentes tipos de HPV tém diferentes niveis
de associacdo com o cancer, e¢ este nivel presumivelmente reflete a poténcia de suas
respectivas oncoproteinas, codificadas pelos genes E6 e E7. A intera¢do destes genes com
o hospedeiro levam a desregulacdo do ciclo celular, manifestando-se pela expressao
anormal de proteinas associadas ao ciclo celular tais como Ki-67, ciclina E e pl16 (Keating
etal.,2001).

O genoma do HPV ¢ composto por 9 a 10 genes, sendo 7 a 8 na regido precoce

(Early) e dois na regido tardia (Late) (figura 6). Os genes precoces estdo envolvidos na
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replicagdo viral (E1 e E8), no controle da transcricdo (E2 e E8), na maturacdo do virus e
alteracdo da matriz intracelular (E4) e no estimulo da proliferacio e transformacao
celulares (ES, E6 e E7). A regido tardia compreende dois genes, L1 e L2, que representam

as proteinas principal e secundaria do capsideo, respectivamente (Villa,1998).

Figura 5: Representagdo esquematica do genoma do HPV-16, mostrando os genes
da regidao inicial (E1 a E8), da regido tardia (L1 e L2) e da regido regulatoria (LCR)

(modificado de Munger & Howley, 2002).



25

Em geral, o cancer se desenvolve como uma conseqiiéncia de um numero de
alteracdes genéticas que levam a ativagdo dos oncogenes ou a inativagdo dos genes
supressores do tumor. A inativacdo destes genes supressores pode ser feita por diversos
processos que incluem mutagdes puntiformes e delecdo cromossomal (Dong et al., 2001).
As mutacdes dos genes Rb e P53, supressores de tumor, foram associados a doencas
malignas hereditarias (retinoblastoma, sindrome de Li-Fraumeni) e tém sido encontradas
em diferentes percentagens em tumores malignos esporadicos como carcinoma pulmonar
de pequenas células, osteossarcoma, cancer de mama, de bexiga e de colon (Wieland et
al.,1999).

A 1inativagdo de proteinas nucleares pRb e p53, mais do que a mutagdo dos genes
correspondentes tem um papel essencial na carcinogénese induzida pelo HPV. O gene Rb
estd localizado no cromossomo 13 e o produto do gene, a pRb interage com o fator de
transcrigdo celular E2F na fase G1 do ciclo celular (Wieland et al.,1999).

As mutacdes em Rb ou inativagdes da pRb causam proliferacdo celular
desordenada. A desregulacdo ou a proliferacio ¢ um degrau do desenvolvimento
multiescalonado dos tumores malignos (Wieland et al., 1999).

As razoes para as diferencas de potencial oncogénico de cada subtipo de HPV na
carcinogénese cervical permanecem obscuras. Entretanto, os oncogenes E6 ¢ E7 podem ter
um importante papel nas diferencas de potencial oncogénico de cada subtipo de HPV. As
oncoproteinas codificadas pelos genes E6 e E7 tém a habilidade de repetir as proteinas
reguladoras da célula hospedeira, especialmente os produtos dos genes supressores
tumorais P53 e PRb. Estas alteragdes levam a degradacdo e a inativagao funcional da pRb

pelo produto do gene E7 (Sano ef al., 1998).



26

O gene P53 esta localizado no cromossomo 17. A proteina celular p53 suprime a
transcricdo de alguns genes celulares, porém seu maior efeito supressor de tumor ¢ devido
a ativagdo transcricional dos genes que mantém a estabilidade gendmica. Por esta razdo, a
p53 tem sido chamada de “guardia do genoma”. Apds o dano do DNA celular, a
expressao de p53 ¢ estimulada. A p53 entdo ativa a expressao de certos genes celulares
como o p21, o qual leva a interrup¢do do ciclo celular na fase G1 ou induz a apoptose
(Wieland et al., 1999).

O gene P53 pode apresentar um polimorfismo no cédon 72. Esse polimorfismo pode
codificar uma ARG ou uma PRO, determinando a presenca de trés gendtipos
(homozigoto para ARG (ARG/ARG P53), heterozigoto (ARG/PRO P53) ou homozigoto
para PRO (PRO/PRO P53). De uma perspectiva funcional, os dois alelos parecem ser
equivalentes, nao interferindo na atividade da proteina. Todavia, alguns estudos
sugeriram que pacientes ARG/ARG P53 teriam risco maior de desenvolver cancer
cervical associado ao HPV. A proteina P53 que possui uma ARG na posi¢do 72 apresenta
velocidade de degradag¢do maior do que a que possui uma PRO nesta posi¢do em presenca
da proteina E6 do HPV-16 ou HPV-18. Todavia, esta relacio entre ARG/ARG P53 e
cancer de colo uterino associado ao HPV ainda ndo esta totalmente estabelecida. Nao se
encontram evidéncias de correlagdo entre o polimorfismo no cdédon 72 do gene P53 e

risco para cancer cervical HPV-positivo (Anschau et al., 2005).

3.2.2 A EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR HPV

A prevaléncia estimada da infeccdo por HPV na populagdo mundial de mulheres ¢

de 2 a 44% (Bosch & de Sanjose, 2003). Estudos baseados em DNA combinados com
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medidas de anticorpos tipo-especificos contra antigenos do capsideo do HPV, tém
mostrado que mais de 50% das mulheres sexualmente ativas estdo infectadas por mais de
um tipo de HPV genital em algum periodo no decorrer de suas vidas. (Baseman &
Koutsky, 2005).
Fortes evidéncias sugerem que quase todos os adenocarcinomas sao positivos para
HPV. Foram encontrados DNA-HPV de alto risco em 100% de adenocarcinomas in situ e
94% em adenocarcinomas invasores (Zielinski et al., 2003).

O HPV 16 ¢ um dos tipos mais freqiientemente encontrados em mulheres com
citologia normal, ¢ também o tipo mais comum entre os casos de cancer cervical,
conforme evidenciado na tabela 2. (Munoz et al., 2003).

A maioria dos estudos indicam uma diminui¢do na prevaléncia do HPV com a

idade, porém um estudo multicéntrico mostrou um pico de prevaléncia em mulheres abaixo
dos 25 anos de idade, uma diminui¢cdo em mulheres entre 35-54 anos e um segundo pico

depois dos 55 anos de idade (Herrero ef al., 2000).

Tabela 2: Prevaléncia de DNA-HPV tipo-especifico entre mulheres infectadas por

HPV (modificado de Munoz ef al., 2003).

Tipos de HPV Porcentagem de mulheres infectadas
(média de idade de 46 anos) *

16 24,3
18 7,3
31 4,2
45 3,5
35 2,7
58 2,3

6 2,3
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*Grupo-controle baseado em populagdo de mulheres de estudos em cancer cervical em

nove paises.

Quando estudados os tipos de HPV em cancer cervical, uma analise de 12 estudos
conduzidos em 25 paises estimaram a prevaléncia de HPV tipo-especifico em 3085 casos
de cancer cervical. A prevaléncia encontrada de DNA-HPYV foi de 96% e os 15 tipos mais
comuns foram, em ordem decrescente de freqiiéncia, HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35,
59, 56, 39, 51, 73, 68 ¢ 66. O HPV 16 ¢ 0 HPV18 foram encontrados em 70% dos casos,
e os oito tipos mais comuns (HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 ¢ 35) foram encontrados em

89% de todos os casos de cancer cervical pelo mundo (Clifford ef al., 2006).

3.2.3 METODOS DIAGNOSTICOS PARA O HPV

3.2.3.1 Citopatologia e Histopatologia

O diagnostico citopatologico e histopatologico das alteragdes causadas pelo HPV
nas células e tecidos ¢ de grande importancia, pois nele baseia-se a maior parte das
decisOes terapéuticas das lesdes causadas pelo HPV e de suas conseqiiéncias no trato
genital (Di Loretto ef al., 1998).

Diferentemente do que acontece nas lesdes de células escamosas, nas células
glandulares endocervicais o HPV ndo produz altera¢des de carater cito-arquitetural como

a coilocitose, caracteristica da infec¢ao pelo HPV nas células escamosas.

3.2.3.2 Métodos Moleculares
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Existem varios tipos de métodos moleculares para a detecg¢do da infeccdo por HPV,
como a hibridizagdo in situ, a técnica de captura hibrida, a PCR e outros. A PCR ¢
considerada padrao-ouro para deteccao de infecg¢ao viral por HPV.

A PCR ¢ um método capaz de amplificar quantidades diminutas de seqiiéncias
especificas de DNA-alvo em diversas milhdes de vezes. Para realizar a PCR, podem ser
usados esfregacgos citologicos, lavados, biopsias transoperatoérias de congelacao ou tecidos
embebidos em parafina. Também ¢ necessario que a seqiiéncia-alvo de nucleotideos seja
conhecida de modo que gere iniciadores de oligonucleotideos apropriados que pareiam
regides especificas do DNA-alvo, o qual deve ser inicialmente isolado. Isso pode ser feito
por uma digestdo nao-idnica detergente / protease ou por congelamento e aquecimento do
material celular. Apds o anelamento destes iniciadores, uma DNA polimerase termoestavel,
como a TAQ polimerase sintetiza novas fitas de DNA fita dupla com base na seqiiéncia de
nucleotideos do DNA alvo. A concentragdo do DNA cresce exponencialmente. Apds 35
ciclos, mais de 10 trilhdes de copias de DNA-alvo podem ser produzidas. Portanto, tdo
pouco quanto 10 a 100 moléculas de DNA, podem ser amplificadas (Filho et al., 1998;
Zahm et al., 1999).

Embora seja menos especifica que a citologia para o diagndstico de lesdes
morfoldgicas (especialmente em mulheres jovens sexualmente ativas), a PCR para o HPV ¢
mais sensivel para a detec¢do de anormalidades morfologicas cervicais, tendo sido
introduzido (em combina¢do com a citologia) nos Estados Unidos, para mulheres com mais
de 30 anos de idade no rastreamento primario para cancer de colo uterino (Tawik et al.,

2006).

3.3 APROTEINA pl6INK4
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A proteina pl6 ¢ uma proteina supressora de tumor inibidora de CDK, produto do
gene CDKN2A, que desacelera o ciclo celular por inativagdo das CDKs, as quais
fosforilam a proteina Rb (figura 8).

Recentes estudos tém demonstrado que a expressao da pl6é ¢ marcadamente
influenciada pela expressdao da proteina Rb. A superexpressdo da proteina pl6 tem sido
demonstrada em carcinomas do colo uterino devido a inativagdo funcional da proteina Rb
pela oncoproteina E7 do HPV ( Sano et al., 1998). Em alguns canceres como o carcinoma
de células escamosas a pl6INK4a ¢ fortemente expressa quando a pRb ¢ inativada pelo
HPV E7 ou por mutacao. O teste imunohistoquimico para a identificagdo de pl16INK4a
pode ser valioso para o reconhecimento de células epiteliais neoplésicas e displasicas do
colo uterino (Ishikawa et al., 2003)

A inativagdo da pRb ¢é reciproca com a expressdo da pl6/NK4, por vezes
mostrando-se em co-expressao ( Sano et al., 1998).

Virios estudos tém demonstrado que o produto de dois genes precoces (early) do
HPV, 0 E6 ¢ E7 , sdo proteinas transformadoras do virus e estdo diretamente envolvidas na
indugdo da proliferagdao benigna e transformacao maligna das células do hospedeiro (Giarré
et al., 2001; Dong et al., 2001). A capacidade destes genes de imortalizar queratindcitos ¢
explicada pela sua habilidade em interagir e neutralizar a fung¢do da pRb (Giarré et al.,
2001; Dong et al.,2001). A pRb e outras proteinas tém um papel central no controle do

ciclo celular.
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INIBIDORES DO FATORES DO

CRESCIMENTO CRESCIMENTO
TGF-B, p53 t (EGF, TGF-a,
( B, p53 e outros) o P

Estimulam

Inibidores de CDK
(inibidores do ciclo *
celular Cip/Kip e INK4a)

Ativam

Inativam VIRUS ONCOGENICOS

(Proteina HPV-E7;

/-\ antigeno SV-40-T)
/ Ligam

RB RB
hiperfosforilado hiperfosforilado *

Figura 6: Desenho esquematico mostrando o ciclo celular e algumas proteinas

reguladoras (modificado de Kumar et al., 2005).

Em células quiescentes, a pRb ¢ hipofosforilada e associada com E2F. Quando
expostas a sinais mitogénicos, a transcricdo de genes codificadores de ciclinas ¢ iniciada. A
seguir, hd a inativacdo das quinases dependentes de ciclina 4 ¢ 6 (CDK4 e CDK6), as quais
fosforilam a pRb na fase do ciclo celular G1, causando a liberacdo do E2F (figura 9). Por
fim, o E2F livre e ativado, promove a transcricdo de um grupo de genes que codificam
proteinas essenciais para a progressao do ciclo celular. Uma vez que a ativagao de CDK4 e
CDK6 representam a chave para o ciclo celular, existe um grande nimero de mecanismos
que regulam a atividade destas quinases. Em particular, alguns membros da familia de

proteinas INK4, tais como pl6, pl15, p18 e p19, associam-se as CDK4 e CDK6 para inibir a
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sua atividade. A expressdo ectdpica de pl6, leva ao acumulo de pRb hipofosforilado,

seqiiestro de E2F e conseqiiente parada do ciclo celular na fase G1 (Giarré et al., 2001).

Figura 7: Representacdo esquematica mostrando o papel da proteina pl6 na

carcinogénese.

A interacdo do gene E7 do HPV 16 com a proteina pRb, analoga da fosforilagdo
mediada por CDKs, resulta na liberagdo de E2F e estimulo para entrada em fase S do ciclo
celular, mesmo na auséncia de CDK4 e CDK6 e na presenca de niveis elevados de pl16
(Giarré et al., 2001).

A p16INK4 ¢ codificada pelo gene P16/NK4 (também conhecido como CDKN2A)
e sua fun¢do € inibir os complexos CDK4 e CDK6, as quais, por sua vez regularm o
“check-point” da fase G1 do ciclo celular (Kubo ef al., 1999; Sano et al., 1998) E uma
proteina produto de um gene de supressao tumoral, por vezes descrito como gene supressor
tumoral multiplo. O lécus humano INK4a/ARF ¢ localizado no cromossomo 9p21. A
indicagdo mais precoce de que a ruptura da fungdo da pl6 pode estar associada com
imortalidade, vem da observacao de que a delecdo de p16 ¢ comum em linhagens de células

tumorais imortais (Huschtscha et al., 1999).
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A perda da funcdo da pl6/NK4 ¢ analoga a inativacdo da pRb em células com
imortalidade induzida por virus de DNA, como por exemplo o HPV. Isto ndo ¢
surpreendente, uma vez que a agao da pl6/NK4 ¢ inibir a inativacdo da pRb pelas CDKs.
Logo, espera-se que a perda funcional da pl6/NK4 tenha conseqiiéncias similares a perda
funcional pela pRb (Huschtscha et al., 1999).

Estudos tém demostrado que o nivel de pl6/NK4 aumenta em células em estado
senescente, ou seja, ocorre acumulo de pl6/NK4 em varios tipos celulares como
fibroblastos, células epiteliais e linfocitos T. E possivel que o aumento dos niveis de
pl6INK4 possa ser devido ao progressivo encurtamento dos teldomeros. A pl6/NK4 esta
implicada no controle do ciclo celular. Com base na observagao de que elevados niveis de
pl6INK4 acompanham a senescéncia celular, a perda da expressdao da pl6/NK4 estd
associada com aumento da fase proliferativa do ciclo celular. Dado que a senescéncia ¢
uma importante barreira para a carcinogénese, ¢ de se esperar que a inativagdo da pl6/NK4
seja um passo importante no processo de carcinogénese (Huschtscha et al., 1999).

3.3.1 A pl16INK4 como marcador tumoral

A pl6INK4a ¢ um marcador util para o diagnostico de adenocarcinoma da cérvice
uterina e seus precursores, fazendo a diferenciacdo de condigdes benignas (Negri et al.,
2003).

Alguns outros marcadores imunohistoquimicos sdo também potencialmente uteis
para distinguir adenocarcinomas cervicais de formas benignas, a saber: MIBI1, bcl-2,
antigeno carcinoembridnico, p53 e outros. Padrdes de expressdao aberrantes de ciclinas e
seus inibidores de CDK podem identificar marcadores prognosticos ou diagnosticos. A p16

¢, porém, o marcador que se correlaciona mais fortemente com a diferenciagdo entre
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condi¢des malignas e benignas. Este marcador ndo parece ter um papel maior na progressao
de adenocarcinoma in situ para invasor (Schorge et al., 2004).

Nas lesoes glandulares cervicais, a p16 ¢ util na distingdo entre adenocarcinoma in
situ (coloragdo difusamente positiva) e alteracdes benignas, incluindo metaplasia
tuboendometrial e endometriose, as quais sdo geralmente pl6-negativas ou focalmente
positivas. O pl16 pode ser usado juntamente com outros marcadores para distinguir entre
adenocarcinoma cervical (positividade difusa) e um adenocarcinoma endometrial do tipo
endometridide (negativa ou focalmente positiva). Na distingdo entre um adenocarcinoma
endometrial e endocervical, o p16 ¢ melhor utilizado juntamente com outros marcadores
como receptores de estrogénios e antigeno carcinoembrionico monoclonal. Identificagdo de
DNA-HPV também pode auxiliar, j4 que os adenocarcinomas cervicais geralmente sao
positivos e os adenocarcinomas endometriais sdo invariavelmente negativos (O Neill et al.,
2006).

Um estudo sugere que, em combinacdo com a imunohistoquimica para pl6 no
tecido cervical, uma deteccdo direta do DNA-HPV 16 ou 18 no sangue periférico pode ser
um método mais simples e alternativo como marcador especifico para lesdes cervicais

associadas a HPV (Tsai et al., 2005).

3.3.2 Imunohistoquimica

A THQ ¢ uma técnica usada para localizar antigenos especificos em células ou
tecidos, baseada em reconhecimento antigeno-anticorpo. Este método ja tem uma longa
historia, que iniciou em meados de 1940, quando Coons desenvolveu as técnicas de

imunoflorescéncia para detectar antigenos em cortes de tecido congelado. Entretanto,
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apenas no inicio dos anos 90, o0 método encontrou aplicagdo geral na patologia cirtirgica
(Taylor et al., 2002).

Um anticorpo ¢ uma molécula glicoproteica produzida por linfocitos B, que ¢ capaz
de reconhecer antigenos com alta especificidade. Antigeno ¢ uma molécula que,
reconhecida pelo anticorpo, desencadeia uma resposta imunolédgica (Alberts, 1997; Ferreira
& Rocha, 2004). A especificidade dos anticorpos pelo antigeno, faz deles poderosas
ferramentas para o biologista molecular (Albers, 1997). A producdo de um anticorpo por
um animal ¢ induzida especificamente pela presenga de um antigeno (Taylor ef al.,2002).
Esta identificacdo podera ser vista a microscopia optica de transmissdo, de acordo com
varios procedimentos, em que se incluem os que empregam imunocomplexos enzima-
antienzima ¢ métodos com marcagao prévia, como a avidina-biotina-peroxidase (Filho &
Alves, 1998).

Em tese, os anticorpos monoclonais podem ser considerados mais especificos, ja
que reconhecem apenas o epitopo para o qual se dirigem. Em contrapartida, os anticorpos
policlonais geralmente permitem sistemas de deteccdo mais sensiveis por reconhecerem
uma colegdo de sitios (Filho & Alves, 1998).

Este método baseia-se no reconhecimento de algumas caracteristicas antigénicas

através do uso de anticorpos monoclonais contra a pl6/NK4 (Filho & Alves, 1998).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Estudar a presenca de HPV 16 e 18 e da proteina pl6INK4 em

adenocarcinomas cervicais.

4.2 Objetivos Especificos:

4.2.1 Identificar a presenga de HPV 16 e HPV 18 nas lesdes de
adenocarcinoma cervical.

4.2.2 Avaliar a expressdo da pl 6INK4 em adenocarcinomas cervicais.

4.2.3 Correlacionar a expressao da pl6INK4 com os tipos de HPV presentes

nas neoplasias.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

Estudo retrospectivo, envolvendo 44 amostras de bidopsia emblocadas em parafina
com diagndstico histologico de adenocarcinoma de colo uterino. As bidpsias eram do
periodo de Janeiro de 2000 a Janeiro de 2007, cedidas pelo Laboratério de Patologia do
DCBM, Universidade de Caxias do Sul; Laboratério de Patologia do Hospital Geral de
Caxias do Sul e do Laboratdrio Diagnose (Caxias do Sul e Bento Gongalves).

Os exames anatomo-patologicos foram processados previamente pelo método de
rotina de embebicao em parafina de cortes histologicos de 3 pm de espessura, utilizando-se
coloragdo padrao pela HE com posterior andlise por microscopia optica convencional de
transmissao.

A figura 10 demonstra um fluxograma ilustrando as etapas realizadas na condugao

do experimento:
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Obtencao das amostras

Extracao de DNA

Humano IHQ para p16INK4

Identificacdo do gene da
B-globina

Nested-PCR para HPV 16
el8

Figura 8: Fluxograma ilustrando a condu¢@o do experimento.

5.2 EXAME HISTOPATOLOGICO

A andlise das laminas histologicas obedeceu critérios morfoldgicos conforme
padrdo diagnostico da Organizagdo Mundial de Saude, sendo que o material foi classificado
como adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma invasor ou adenocarcinoma associado a
lesdo escamosa. A revisdo dos casos foi realizada por dois patologistas experientes.

Em sua maioria, pdde-se identificar a proliferacdo de glandulas ramificadas, cujas
células sao muito semelhantes as do epitélio endocervical, inclusive com produgdo de
muco. Atipias nucleares consistentes com malignidade, como condensacdo da cromatina,
espessamento da membrana nuclear e presenga de nucléolos sdo critérios celulares para a
malignidade das lesdes. O adenocarcinoma in sifu constitui-se de lesdes que ainda ndo
ultrapassaram a membrana basal do epitélio, ao contrario do que ocorre no adenocarcinoma

INvasor.
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As alteragdes presentes em cada caso foram listadas em um protocolo individual

(Anexo 2).

5.3 IMUNOHISTOQUIMICA

No material histopatologico, foi realizado exame IHQ para deteccdo da proteina
pl6INK4. Foram feitos cortes histologicos com 4 pm de espessura montados em laminas de
vidro com extremidade fosca, silanizadas. As laminas silanizadas foram preparadas em
uma bateria composta por um banho de acetona (500ml) por 30 segundos, seguindo-se de
um banho de 5 minutos em uma solugdo composta de 475ml de acetona acrescidos de 25ml
de aminopropiltrimetoxisilano 97% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Apos, foram
realizados mais dois banhos em 500ml de acetona por 30 segundos cada, seguidos de
secagem em estufa a 60°C.

O processo de THQ, pelo sistema EnVision, foi realizado utilizando-se Cintec
pl6INK4 Histology Kit (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark), conforme instrugdes do
fabricante, seguindo as seguintes etapas:

a) desparafinizagdo;

b) hidratagao;

¢) recuperacdo antigénica através do uso de solucdo propria contida no kit;

d) bloqueio da peroxidase através do uso do reagente proprio presente no kit;

e) aplicacdo do anticorpo primario (p16/NK4 rato anti-humano, clone E6H4), do

polimero enzimatico e do reagente para controle negativo (figura 11);

f) aplicacdo do cromogeno;

g) contracoloragdo com hematoxilina de Harris
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Figura 9: Aplicagdo do anticorpo primdrio e aplicagcdo do polimero enzimatico.

A expressdo da pl6/NK4 por meio de IHQ produz padrdes de coloragdo marcantes.
As células que apresentam expressdo da pl6/NK4, mostram-se coradas de marrom,
podendo esta coloracao ser visualizada tanto no nucleo, quanto no citoplasma (figura 12).
Por outro lado, as células normais coram-se apenas pela hematoxilina utilizada na contra-

coloragdo, que produz uma tonalidade rosa azulada.
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Figura 10: Fotomicrografia realizada por meio de microscopio optico (aumento de

40X) mostrando a coloragao tipica da expressdo da pl16INK4, evidenciada por THQ.

5.4 ANALISE DA EXPRESSAO DA p16INK4
A andlise da expressdo da pl6INK4 foi realizada utilizando-se varios métodos,

conforme figura 13.
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Me¢étodo binario
(positiva / negativa)

Padrao de coloragio
(focal, em areas ou
total)

Porcentagem (<25%,
25%, 50%, 75% e
>75%)

Coloracao p/
p16INK4

Me¢étodo por escore
(neg, +, ++ ou +++)

Figura 11: Métodos de graduagdo utilizados para a andlise da coloragdo para

p16INKA4.

Meétodo binario: Reagdo negativa quando menos de 5% das células da lesdo se
coram e positiva quando mais que 5% das células se coram;

M¢étodo por escore: Reacdo negativa quando ha auséncia de células coradas, 1+
quando o numero minimo de células estd corado, 2+ quando um nimero moderado de
células estd corado e 3+ quando um numero acentuado de células estd corado. (Klaes et a./;

2001; Murphy, 2003; Agoff et al., 2003; Wang et al., 2004);
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Me¢étodo de percentagem de células coradas: Esta graduacdo avalia o percentual de células
coradas (positivas) em relagdo ao total de células da lesdo. Este método foi feito tomando-
se como base quatro campos de grande aumento (400x) de cada caso. Foram feitas 4
fotomicrografias impressas em papel. Cada fotomicrografia foi dividida em quatro

quadrantes, sendo realizada a contagem manual das células para obtengdo do valor que

corresponde a percentagem (figura 14).

Figura 12: Fotomicrografia em grande aumento (400 X) impressa e dividida em

quatro quadrantes para realizagdo do método percentual de positividade para a p1 6INK4.



5.5 DETERMINACAO DA PRESENCA DE DNA-HPV

5.5.1 Extracao de DNA
A determinagdo da presenga de DNA-HPV foi realizada através do método da

reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O material proveniente de blocos de parafina foi

submetido a cortes histologicos com 15 pm de espessura.
A retirada da parafina do tecido foi realizada por meio da sua solubilizacdo em
xileno em temperatura ambiente com posterior adi¢do de etanol. Apds, o tecido foi

submetido a digestdo enzimatica com proteinase K. Nesta etapa, adicionou-se a solugdo

17,5 YL de proteinase K (20 mg/mL), seguido de uma agitacdo em vortex. Apods ter sido
incubado overnight a temperatura de 55° C, seguiu-se a desnaturacao da proteinase K a 94°
C por 10 minutos.

A seguir, procedeu-se a extracdo de DNA das amostras. utilizando-se o kit

Wizard[] Genomic, DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, Wi, USA),

conforme instru¢des do fabricante.

5.5.2 Realizagdo da Nested-PCR para DNA-HPV 16 ¢ 18
Para verificar a integridade da amostra, foi realizado um PCR para o gene da (-

globina humana, com o uso dos primers GH20 e PCO4 que resultam em um produto de
PCR de 268 pb (Saiki et al., 1988). Para a reacdo foi utilizado o Kit Wizard[] Genomic,
PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Wi, USA), em um volume final de 20
ML. As condigdes de ciclagem foram as seguintes: cinco minutos de desnaturacdo a 95 ° C

e 40 ciclos com um minuto de desnaturagao a 95 ° C, um minuto de anelamento a 52 ° C e

um minuto de extensdo a 72 ° C, seguido de cinco minutos de extensao final a 72 ° C.
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Apds, as amostras foram submetidas a Nested-PCR, a qual foi utilizada para
detectar HPV DNA com primers especificos para as regides E6/E7 do HPV 16 ou 18
(Ishikawa et al., 2003). Os primers externos para o PCR especifico para o HPV 16 foram
5’- TGTCAAAAGCCACTGTGTCC -3’ (nt. 419-438) e 5’-
GAGCTGTCATTTAATTGCTC -3’ (nt. 637-656). Os primers internos para o PCR para o
HPV 16 foram 5’- TCGGTGGACCGGTCGATGTA -3 (nt. 493-512) e 5’-
GATCAGTTGTCTCTGGTTGC -3’ (nt. 606-625). Os primers externos para o PCR
especifico para o HPV 18 foram 5’- TGCCAGAAACCGTTGAATCC -3’ (nt. 426-445) e
5’- TCTGAGTCGCTTAATTGCTC -3’ (nt. 674-693). Os primers internos para o PCR
especifico para o HPV 18 foram 5’- ATAGCTGGGCACTATAGAGG -3’ (nt. 492-511) e
5’- TGCAATGTTGCCTTAGGTCC -3’ (nt. 596 — 615). Nas reacdes de PCR, foi usado
uma concentracao de 20 mM de cada primer.

Foram incluidos controles positivos e negativos na reagdo. O controle positivo foi
uma amostra HPV positivo ja tipado pelo laboratério de biologia molecular. O controle
negativo utilizado foi um tubo com a mistura da reagdo, porém sem DNA.

Da mesma forma que a testagem para o DNA da -globina, para a identificacao do
HPV 16 e 18, utilizou-se um volume final de 20 pL. Para a reag¢do foi utilizado o Kit

Wizard[] Genomic, PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Wi, USA).

A amplificagdo do primeiro e do segundo PCR, tanto para o HPV 16 quanto para o
HPV 18, foi realizada através da utilizacdo de 30 ciclos em termociclador (PTC-100
Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Waltham, Massachussetts, USA). Cada ciclo incluiu
5 minutos de desnaturacdo a 95° C, um minuto de anelamento a 54° C, um minuto de

alongamento da cadeia a 72° C. No Nested utilizou-se uma temperatura de anelamento de

58° C (Ishikawa et al., 2003).
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Os amplicons foram analisados em gel de poliacrilamida corados com prata. A
identificacdo da presenca de DNA do HPV16 se deu através da identificacdo de uma banda

de 237 pb no primeiro PCR e uma banda de 132 pb no Nested (figura 15). Para o HPV18,

267 pb no primeiro PCR e 123 pb no Nested (figura 16).

—132pb

Figura 13: Gel de poliacrilamida com as bandas de 132 pb das amostras HPV 16

positivas.
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Figura 14: Gel de poliacrilamida com as bandas de 123 pb das amostras positivas

para HPV 18.

Antecedendo o inicio da pesquisa, foi elaborado um termo de compromisso de
confidencialidade e uma solicitagdo de dispensa do termo de consentimento livre e
esclarecido, os quais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

de Caxias do Sul. (anexo 1).



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DA AMOSTRA

Inicialmente foram obtidas 44 amostras de biopsias de colo uterino de pacientes
com diagndstico de adenocarcinoma cervical; destas, foram excluidas cinco amostras
devido a insuficiéncia de tecido neoplasico nos blocos de parafina, o que dificultou a
realizacdao da IHQ e dos testes de biologia molecular . Das 39 amostras restantes, em quatro
amostras (10,26%) ndo foi possivel a realizagdo do Nested-PCR para o HPV 16 e 18 devido
ao fato de ndo termos encontrado o gene da 3-globina humano, ou seja, ndo se evidenciou a
presenca de DNA humano viavel nestas amostras (figura 17). O Nested-PCR foi realizado,
portanto, em 35 amostras (89,74%). Em quatro casos nao foi executada a IHQ devido a

parada de fornecimento, pelo fabricante, do kit para a realizagdo deste teste.

89,74%

Numero de casos

Beta-globina + Beta-globina -

Figura 15: Distribuicdo das amostras conforme a presenga do gene da B-globina.
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Resultados semelhantes para o achado de DNA humano viavel foram descritos por
Cooper, et al. (2004), que relatam uma boa qualidade de DNA de amostras extraidas de
material embebido em parafina, com sucesso em cerca de 80% dos casos. Unger et al.
(1998) relataram sucesso em extracdo de DNA-HPV de material embebido em parafina,
variando entre 64 a 94,1% estando relacionado ao tempo de estocagem do material.

Serth et al (2000) e Srinivasan et a/ (2002) apontam que provavelmente o grande
responsavel pelos resultados insatisfatorios, encontrados em alguns estudos, na extracao de
DNA humano das amostras embebidas em parafina esteja relacionado a fixagdo em
formaldeido (formol 10%). Vérios estudos tém sugerido que a perda de material genético
pela acdo do formaldeido, possa chegar a 70%, dependendo da temperatura do conservante,
do tempo de fixagdo (ndo deve ser superior a seis horas), da concentragdo de sal e do pH, o
qual, quanto mais baixo, maior ¢ a perda. (Srinivasan et al., 2002; Cross, et al., 1990; Yagi

et al., 1996; Diaz-Cano e Brady, 1997).

6.2 RESULTADO DA HISTOPATOLOGIA

Dos 35 casos de adenocarcinoma avaliados, 15 foram classificados como carcinoma
in situ (42,86%) e 20 casos (57,14%) como carcinoma invasor (figura 18). Todos os casos
avaliados foram classificados como adenocarcinomas de tipo endocervical (figuras 19 e
20). Nao se observou, neste estudo, outros tipos de adenocarcinomas.

A maior parte dos diagnosticos de adenocarcinoma ¢ realizado em lesdes ja
invasoras. Existe ainda uma certa dificuldade em se obter diagnostico de lesdes glandulares
neoplasicas precoces no colo do utero devido a sua localizacao endocervical. (Negri et al.,

2003).
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57,14%

42,86%

Numero de casos
—
o

in situ invasor

Figura 16: Distribuicao das amostras conforme a presenga ou auséncia de invasao.

Figura 17: Corte histologico de um adenocarcinoma de colo uterino invasor visto

em microscopia Optica com aumento de 100 X.



51

Figura 18: Corte histologico de um adenocarcinoma de colo uterino in situ visto em

microscopia Optica com aumento de 100 X.

Dos 35 casos analisados, apenas quatro casos de adenocarcinoma apresentavam
associagdo com lesdo escamosa, resultado diferente do encontrado por Maiyer et al.,
(1980), que relatam um percentual de 43% de coexisténcia entre neoplasia intra-epitelial

cervical e adenocarcinoma de colo, sendo 2% com carcinoma de células epidermoides.



6.3 RESULTADOS ENCONTRADOS NO NESTED-PCR PARA DNA-HPV TIPOS

16 E 18

Inicialmente, submeteu-se parte das amostras a PCR convencional, utilizando-se o
conjunto de iniciadores genéricos para HPVs, PGMY 09/11 (Gravit et al., 2000), capazes
de amplificar 450 pb do gene L1 de diversos tipos de HPVs anogenitais.

Muito provavelmente, devido ao fato de se estar trabalhando com um grupo de
amostras estocadas em parafina, as quais sofrem um processo quimico prévio para a
confec¢do dos blocos, além de terem sofrido degradacdo com o tempo de armazenamento
nos laboratorios de patologia, nao se obteve positividade para DNA-HPV nestas amostras.
Sabe-se que altos indices de positividade sdo encontrados em amostras a fresco utilizando-
se esta técnica, o que induz a utilizacdo de um método mais sensivel e especifico capaz de
detectar DNA-HPV em materiais com elevado potencial de dificuldade técnica para
obten¢do dos mesmos resultados.

Apoiando essas hipdteses para tal resultado, Schorge et al., (2004) relatam que a
deteccao de DNA-HPV em adenocarcinomas cervicais pode requerer uma técnica mais
sensivel devido a uma carga viral mais baixa, menores particulas virais epissomais e perda
de por¢des do genoma viral durante a integragdo. Além disso, o sucesso da amplificacao de
DNA-HPV por PCR pode ser reduzida pela fragmentagdo do DNA como um resultado da
fixacdo em formol e emblocamento em parafina.

Pirog et al., (2000) também encontrou dificuldade na detec¢do de DNA-HPV em
adenocarcinomas de colo, em contraste com carcinomas de células escamosas, o que
poderia ter sido atribuido a uma carga viral mais baixa encontrada nas lesdes glandulares

comparadas com as lesdes escamosas. Além disso, o autor sugere que o epitélio glandular
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ndo suporta infec¢do viral produtiva e DNA-HPV nas neoplasias endocervicais esta
geralmente presente na forma integrada.

Neste contexto, optou-se por submeter as amostras a Nested-PCR com primers
especificos para as regioes E6 e E7 do HPV 16 e HPV 18, uma técnica mais sensivel que a
anterior, pois realizar um estudo retrospectivo, por meio de técnicas de biologia molecular,
com revisdo de casos e andlise de amostras emblocadas em parafina e armazenadas por
longo tempo em laboratorio de patologia pode requerer a utilizacdo de técnicas mais
sensiveis devido a degradagdo do material genético a ser estudado.

Dos 39 casos submetidos a identificacdo do gene da B-globina, 35 casos mostraram
amplificacdo para o gene da B-globina humana (89,74 %), confirmando a adequabilidade da
amostra em relacdo a presenga de DNA humano vidvel.

Com relagdo ao DNA-HPV, dos 35 casos, a freqiiéncia de positividade para o virus
foi de 74,30% (26 casos), enquanto que 25,70% ( 9 casos) ndo mostraram amplificacdo
dos genes E6 ¢ E7 dos HPVs 16 ou 18 (figura 21). Nossa taxa de prevaléncia de HPV 16 e
18 foi semelhante a encontrada em outros estudos, os quais mostraram uma prevaléncia de
68 a 84% de positividade. (Chen et al., 1993; Kristiansen et al., 1994). Achados
semelhantes foram evidenciados por Anderson et al., (2003), os quais encontraram 76% de
positividade para HPV em suas amostras de adenocarcinoma.

Achados de positividade um pouco menores foram encontrados por Ishikawa et al.,
(2003), os quais evidenciaram positividade para o DNA-HPV 16 e 18 em 65,3% (32) das
amostras estudadas de adenocarcinoma, ndo tendo ocorrido amplificagdo em 34,7% (17)
das amostras. Da mesma forma, Tawfik ef al., (2006) encontraram 62,6% de identifica¢do

de DNA-HPV em seu estudo, com 38% de negatividade para ambos HPV16 ou 18.
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Numero de casos

DNA-HPV + DNA-HPV -

Figura 19: Distribui¢@o da presenca de DNA-HPV 16 e 18 por Nested-PCR.

A tabela 3 mostra a distribuicdo da presenca de DNA-HPYV relacionada com a presenca ou

auséncia de invasdao nas amostras, em nimeros absolutos e percentuais.

Tabela 3: Positividade de DNA-HPV relacionada a presenca ou auséncia de

invasao.
DNA-HPV + DNA-HPV - P
(n=22) (n=09)
Adenocarcinoma in situ 08 (36,1%) 04 (44,4%) 0,7 *
Adenocarcinoma invasor 14 (63,9%) 05 (55,6%)

* Fisher exact test
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A porcentagem de adenocarcinomas in situ com a presenga do DNA-HPV foi de
36,1 % dos casos, enquanto que de carcinoma invasor foi de 63,9% no grupo de casos
DNA-HPV positivos. Ja no grupo DNA-HPV negativos, 44,4% eram adenocarcinoma in
situ e 55,6%, adenocarcinoma invasor. Estes resultados ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa.

Resultados semelhantes foram encontrados por Tawfik et al., (2006), que
observaram 60% de positividade para DNA-HPV e 30% de negatividade no grupo de
adenocarcinoma invasor. Estes pesquisadores, realizaram ainda a prevaléncia dos diferentes
tipos de HPV nos subtipos histologicos de adenocarcinoma invasivo e no adenocarcinoma
in situ, que também nao apresentou diferenca significativa entre os grupos.

A maioria das amostras de adenocarcinoma cervical submetidas a Nested-PCR

foram positivas para a presenca de DNA-HPV (74,3%), sugerindo que estes resultados
estejam de acordo com a elevada prevaléncia de infecgdes por HPV em nosso meio. Com
relacdo a presenca deste virus em adenocarcinomas, ainda nido se tem ao certo a real
prevaléncia em nosso meio e ainda se necessita uma maior elucidagdo dos mecanismos de
atuacdo do HPV na fisiopatogenia dos adenocarcinomas.
Um achado de 25,7% de amostras negativas para o HPV tanto 16 quanto 18 nos faz pensar
que talvez possam existir outros tipos de HPVs presentes nestas lesdes influenciando no
processo neoplasico, o que ndo foi testado neste estudo. Nao se sabe, ao certo, a prevaléncia
de lesdes de adenocarcinoma realmente negativas para os tipos de HPV existentes.

Nao foi observada a amplificagdo nos controles negativos utilizados na reagao,

descartando-se a hipotese de contaminagdo das amostras.



6.4 RESULTADO DA IDENTIFICACAO DO TIPO DE HPV (16 ou 18)

ENVOLVIDO

Dos 35 casos adequados para a realizagdo do Nested-PCR, 16 casos (45,7%)

mostraram amplificagdo para o HPV 16, conforme ilustrado na tabela 4.

Tabela 4: Percentuais encontrados para os tipos de HPV nas lesdes.

Grupo n Percentual
HPV 16 * 16 45,7
HPV 18 * 08 22,9
HPV 16 e 18* 02 5,7
Negativo 09 25,7
35 100

* Percentual de positividade total foi de 74,3% (IC 95%: 56,7 a 87.5)

Com relacdo a identificagdo dos tipos de HPV presentes, Ishikawa et al, (2003)
encontraram uma freqiiéncia diferente da que foi encontrada neste estudo, tendo sido de
32,7% (16 casos) para o HPV 16, 26,5% (13 casos) para o HPV 18, e 3 casos foram
positivos para ambos.

Neste estudo ndo foi realizado tipagem viral para outros tipos de HPVs, como
fizeram Anderson et al., (2003), tendo encontrado 45% de positividade para HPV 16, 41%

para HPV 18, 11% para o HPV 45 e outros 3% restantes consistiam de outros tipos nao
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conhecidos de HPV. Ja no experimento de Tawfik et al., (2006), uma freqiiéncia
semelhante a deste estudo foi encontrada para o HPV 16, tendo sido de 47%, e, um pouco
mais elevada (29%) para o HPV 18.

Os resultados deste estudo mostraram apenas oito casos (22,9%) positivos para
HPV 18, o que pode estar em concordancia com os resultados encontrados por Anderson et
al., (2003), que observaram que o HPV 18 ¢ menos comum que o HPV 16 na populagio
feminina de 32 a 38 anos de idade, diferentemente do que ocorre no adenocarcinoma, o
qual apresenta uma prevaléncia do HPV 18 maior ou igual a do HPV 16 neste tipo de
tumor. Podendo estar em concordancia com nossos resultados, Chew et al., (2005)
encontrou um numero significativamente mais alto de DNA-HPV 16 em mulheres com
mais de 45 anos de idade com adenocarcinoma cervical.

Outro fator que pode ter sido limitante para um achado discordante de outros
estudos em adenocarcinoma com relagdo aos tipos de HPV encontrados, ¢ o tamanho de
nossa amostra ou, talvez, uma maior participagdo, em nosso meio, de outros tipos de HPVs
nao identificados em nosso experimento. Com relagdo a outros tipos de HPV, Castellsagué
et al., (2006) também encontraram a associagdo do HPV 16, 18, além do 59 e 33 com
adenocarcinoma, porém, outros tipos foram estatisticamente significantes quando
associados com este tipo de neoplasia, como HPV 35, 45, 51 ¢ 58.

Com relacdo aos tipos de HPV encontrados neste experimento, foi encontrada uma
prevaléncia maior de HPV 16 (45,7%) em relagdo ao HPV 18 (22,9%) nos
adenocarcinomas (figura 22). Algumas pesquisas recentes, conforme ja referido
anteriormente, também mostraram uma prevaléncia maior de HPV16 nessas lesdes (Munoz

et al., 2003; Clifford et al., 2006). Embora o tamanho da amostra deste estudo nao tenha
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permitido a obten¢do de dados estatisticamente significativos, pode-se afirmar que houve

uma tendéncia a um maior numero de lesGes de adenocarcinoma infectadas com HPV16.
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Figura 20: Representagdo grafica da distribuicdo de DNA-HPV 16 e 18 nas lesdes.

6.5 RESULTADO DA IHQ PARA P16INK4

A anadlise da IHQ para pl6INK4 foi realizada em 35 amostras por meio do método

binario (positivo ou negativo), da identificagdo da intensidade da coloracdo obtida (método

por escore- +, ++, +++), da porcentagem do numero de células coradas e do padrao de

coloracdo do tecido (coloracao focal, em areas ou na totalidade do epitélio glandular).

6.5.1 Método Binario
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Das 35 amostras submetidas a IHQ, 25 casos (71,4 %) mostraram a presenca da

proteina p16INK4 (figura 23).

Numero de casos

p16INK4 + p16INK4 -

Figura 21: Distribui¢do dos casos positivos e negativos para pl16INK4.

Resultados proximos foram encontrados por Ishikawa et al., (2003), os quais
obtiveram positividade da p16INK4 em 74% das amostras de adenocarcinoma, sendo que a
freqiiéncia de superexpressdo da p16INK4 foi similar entre os adenocarcinomas invasivos e
as lesoes in situ. Da mesma forma, freqiiéncias semelhantes tanto para os casos invasivos
(72%) quanto para os in situ (64%) foram observadas em nosso estudo. Schorge et al.,
(2004), também encontraram um percentual elevado: 85,7% (12 /14) casos de
adenocarcinoma invasivo foram positivos para p16INK4.

Neste estudo foi feita uma correlagdo entre a positividade e a negatividade para
pl6INK4 e a presenca ou auséncia de invasdo no adenocarcinoma (in situ ou invasor), onde

ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa para estes grupos. Entretanto,
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tanto nas lesdes invasoras quanto nas lesdes in situ, foi encontrada elevada positividade, o
que pode ser explicado pela presenca do HPV nestas lesdes ocasionando a expressdo desta
proteina.

A tabela 5 mostra a relagdo de positividade do p16INK4 e a presenca ou auséncia de

invasao neoplasica.

Tabela 5: Expressdo da pl6INK4 por IHQ relacionada ao diagnostico

histopatologico utilizando-se o método binario.

Grupo pl16INK4 + pl6INK4 —
(n=25) (n=10)

Adenocarcinoma in situ 10 (40%) 06 (24%)

Adenocarcinoma invasor 15 (56%) 04 (16%)

Ishikawa et al., (2003) estudaram as freqii€ncias de positividade na IHQ para os
diferentes tipos histologicos de adenocarcinomas (endocervical, adenoescamoso,
endometrdide, intestinal e indiferenciado), ndo encontrando diferenga significativa entre os
subtipos histologicos. Esta diferenciagdo ndo foi possivel neste experimento devido ao fato
de ndo se ter encontrado outros tipos histoldgicos na avaliagao histopatologica.

Com relagdo aos tipos de HPV encontrados e a positividade para a proteina
pl6INK4, foram encontradas porcentagens iguais de positividade tanto para o HPV 16

quanto para o HPV 18, 100% de positividade quando estavam presentes HPV 16 ¢ 18 e a
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maior porcentagem de positividade para os casos negativos para HPV 16 ou 18, mostrado

na tabela 6.

Tabela 6: Correlagdo entre os tipos de HPV e a presenca da proteina p16INK4.

P16INK4 +
Grupo n n % P
HPV 16 + 14 10 71,4
HPV 18 + 07 05 71,4 0,99 =
HPV 16 E 18 + 01 01 100
Negativo 09 07 77,8
35 23 65,7

* P exato (Fisher exact test)

Em relacdo a positividade para pl16INK4 e os tipos de HPV encontrados, ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, o que pode ser explicado pelo
tamanho da amostra. O dado de 77,8% dos adenocarcinomas negativos para HPV se
apresentarem com positividade para pl16INK4 pode sugerir que possam haver outros
mecanismos responsaveis pela expressao desta proteina ou que possa haver infeccao por

outros tipos de HPV nao testados no estudo.
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6.5.2 Intensidade da Coloracdo (método de escore)

Nesta etapa, foram atribuidos graus (1+, 2+ ou 3+), conforme a intensidade de
coloragdo visualizada na THQ (figura 25).

Dos 25 casos positivos (71,4 %) que mostraram a presenca da proteina pl6INK4,
oito casos (32%) mostraram intensidade de coloragdo 1+, sete casos (28%) intensidade 2+ e

dez casos (40%) obtiveram intensidade méxima de coloragdo 3+ (figura 24).

Numero de casos

1+ 2+ 3+
Escore

Figura 22: Distribuicdo da intensidade de coloracdo (método de escore) entre os

casos.

Com relacdo a presengca do HPV e a intensidade de coloragao pela THQ,
encontramos uma intensidade de 2+ e 3+ na presenca de HPV em 54,6% dos casos,

enquanto que nas amostras HPV negativas, 44,4% apresentaram uma intensidade de
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coloracdo de 2+ ou 3+. Comparando somente a forte superexpressdo (3+), obtivemos
36,4% para as amostras HPV positivas e 22,2% para as amostras HPV negativas. Devido
ao tamanho de nossa amostra, os grupos ndo apresentaram diferencgas estatisticamente
significativas.

Freqiiéncias mais altas foram encontradas por Ishikawa et al., (2003), 61,2% de
coexisténcia entre HPV e superexpressio de pl6INK4 e 52,9% das amostras HPV
negativas mostraram um padrdo de superexpressao.

Em nosso experimento, um achado de 2 e 3+ de intensidade de pl6INK4 foi
encontrado em 44,4% das amostras negativas para HPV, sugerindo que mecanismos
independentes do HPV podem contribuir para a superexpressao da p16 nesses tumores. Por
outro lado, ndo podemos excluir a possibilidade de que a sensibilidade técnica da deteccao

pelo HPV tenha sido um fator limitante ou que existam outros tipos de HPV nas amostras.
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A tabela 7 mostra a correlacdo entre a presenga do HPV e a identificacdo da

proteina p16INK4 nas lesdes:

Tabela 7: Correlagdo entre a presenca do DNA-HPV e a intensidade de coloragao.

Intensidade DNA-HPV + DNA-HPV - P
(n=21) (n=09)

0 06 (27,3%) 02 (22,2%)

1+ 04 (18,2%) 03 (33,3%)

2+ 04 (18,2%) 02 (22,2%) 0,76 *; 0,69

3+ 08 (36,4%) 02 (22,2%)

* Fisher exact test; 1 Mann-Whitney with exact significance

Figura 23: Microscopia Optica de trés cortes histolégicos demonstrando a graduagao

de positividade da p16INK4 por escore (1+, 2+ e 3+), respectivamente.
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6.5.3 Porcentagem de Células Coradas

Do total de amostras HPV positivo testadas para pl6INK4 (21 casos), 14 amostras
apresentaram um percentual de coloracdo de 50% ou mais de células coradas, contra duas
amostras apresentando os mesmos percentuais no grupo HPV negativo, testado para

pl6INK4, resultado estatisticamente significativo (tabela 8).

Tabela 8: Correlacdo entre a presenga do HPV e o percentual de coloragdo para

pl16INK4.
Percentual de coloragao DNA-HPV + DNA-HPV - P
n=21 n=109
0a50% 7 (33,3%) 7 (77,8%)
Acima de 50% 14 (66,7%) 2 (22,2%) 0,05 +

t Mann-Whitney with exact significance

Pode-se observar que as amostras HPV positivas apresentam uma elevada
porcentagem de coloragdo para pl6 em relacdo as amostras HPV negativas, as quais se
mostram com menores porcentagens de coloragdo, fazendo-nos sugerir que talvez a

presenga do HPV esteja influenciando positivamente a expressdo desta proteina (figuras 27

e 28):
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Figura 24: Distribui¢do das amostras com HPV conforme a IHQ para pl16INK4

pelo método de percentual de coloragdo.

OHPV -

Numero de casos
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Figura 25: Distribui¢do das amostras sem HPV conforme a IHQ para p16INK4 pelo

método de percentual de coloragao.
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Conforme Stoler, (2000), uma forte superexpressao indica que a fungdo supressora
dos complexos ciclina-CDK podem estar esgotados na presenga de oncogenes virais,
indicando transformac¢do maligna. Isso pode explicar o elevado percentual de positividade
(acima de 50%) para pl6INK4 em presenca de infec¢do por HPVs de alto risco neste
estudo.

Negri et al., (2003) relata que a pl6INK4 ¢ um marcador 1til para adenocarcinoma
de colo uterino e seus precursores. Em seu estudo, a pl6INK4 foi detectada em todos os
casos de adenocarcinoma invasivo e in sifu. Negri mostra que em lesdes pré-invasivas a
expressao da pl6INK4 vai aumentando com o grau de atipia e, a0 mesmo tempo, uma
elevada porcentagem de positividade foi observada nos epitélios glandulares neoplasicos.

Pode-se sugerir que a presenga do HPV pode ocasionar a superexpressiao da
pl6INK4 nas lesdes conforme os resultados de elevada positividade nas amostras positivas
para HPVs de alto potencial oncogénico nos diferentes métodos de avaliacdo utilizados
(método binédrio, método de escore e percentual de células coradas). Com relagdo aos
métodos de avaliagdo da expressdo da pl6INK4 pode-se evidenciar um certo grau de
subjetividade com relacdo ao método binario e de escore, pois esta avaliagdo pode variar
interobservador. J4 o método de porcentagem de células coradas, por ser mais objetivo,

pode ser mais fidedigno para avaliagao.

6.5.4 Padrio de Coloracdo

Um padrao de coloragao negativo ou focal para a presenca da proteina p16INK4 foi
identificado em sete amostras (33,3%) das 21 amostras positivas para DNA-HPV. Em 14

amostras (66,7%) identificou-se um padrdo de coloragdo em areas ou total (figura 29). Nas
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amostras negativas (nove amostras) para DNA-HPV, trés amostras apresentaram um
padrdo de coloracdo em 4reas ou total, enquanto que seis amostras (66,7%) mostraram um
padrdo de coloragcdo negativo ou focal (figura 30). Estes resultados ndo apresentaram

significancia estatistica, conforme ilustra a tabela 9.

Tabela 9: Correlagdo entre a presenga de DNA-HPV e o padrao de coloragdo para a

proteina pl 6INK4.
Padrao de coloragao DNA-HPV + DNA-HPV- P
n=21 n=09
Negativo ou focal 07 (33,3%) 06 (66,7%)
Areas ou total 14 (66,7%) 03 (33,3%) 0,127

T Mann-Whitney with exact significance
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COHPV+

Numero de casos

Negativo ou focal  Areas ou total

Figura 26: Distribui¢do das amostras HPV positivo conforme o padrao de coloragio.

COHPV -

Numero de casos

Negativo ou focal Areas ou total

Figura 27: Distribuicdo das amostras HPV negativo conforme o padrio de

coloragao.
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O padrao de coloragdo identificado no tecido ¢ de extrema importancia na distingao
entre lesdes reacionais e lesdes malignas, tanto in situ quanto invasoras. O'Neil et al.,
(2006) descrevem os achados de glandulas cervicais pl6 negativas ou ocasionalmente de
positividade fraca focal em glandulas endocervicais normais. Ao contrario, a maioria das
lesdes glandulares endocervicais pré-malignas ou malignas, em associagao com HPVs de
alto potencial oncogénico, na sua maioria, exibem uma positividade difusa ou total para a
pl6INK4. Isso pode ser evidenciado no grafico 28, mostrando grande parte das amostras
HPV positivo com padrdo de coloracdo em areas ou total na coloragdo para a pl6. Ao
contrario das amostras HPV negativo, as quais apresentam, na sua maioria, coloragao focal
ou negativa para pl 6INK4 em comparac¢ao com as amostras HPV positivo.

O mesmo autor sugere, ainda, que adenocarcinomas cervicais HPV negativo podem
exibir uma superexpressao da pl6 como um resultado de mecanismos ndo relacionados a

presenga do HPV de alto potencial oncogénico.



7. CONCLUSOES

¥" Foi encontrada uma elevada prevaléncia de DNA-HPV 16 e 18 em amostras de
adenocarcinoma [74,3% (IC:56,7 a 87,5) de positividade]. Entretanto, divergindo de
alguns outros estudos, os quais apontam uma maior prevaléncia para o HPV 18
neste tipo de neoplasia, encontramos uma freqiiéncia maior de HPV 16 (45,7%),
enquanto que a prevaléncia de HPV 18 em nossa casuistica foi de 22,9%.

v" Foi observada elevada porcentagem de amostras positivas na IHQ para pl16INK4
(71,4%), percentual semelhante ao encontrado para a presenca de DNA-HPV neste
estudo. E o método que melhor apresentou correlacdo entre a presenca de DNA-
HPV e p16INK4 foi o de percentual de células coradas, onde se pode concluir que,
quando o DNA-HPV estava presente, havia um percentual maior de amostras cujas
lesdes t€ém 50% ou mais de células coradas, resultado estatisticamente significativo.

¥" Nio foi encontrada correlagdo entre os tipos de HPV (16 ou 18), quando analisados
separadamente, e a expressdo da proteina pl6INK4. Paralelamente, um grande
percentual de amostras negativas para DNA-HPV 16 e 18 mostraram-se positivas na
IHQ, o que pode sugerir que possam haver outros mecanismos relacionados a
expressao desta proteina; entretanto, outros tipos de HPV devem ser testados.

v' A realizagdo de um estudo retrospectivo, através de técnicas de biologia molecular,
analise de amostras emblocadas em parafina e armazenadas por longo periodo em
laboratorio de patologia, requer a utilizagdo de técnicas com elevada sensibilidade

devido a degradacdo do material genético a ser estudado.



8. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Identificar a presenca de outros tipos de HPV em adenocarcinomas de colo

uterino em nosso Mmeio;

- Tentar identificar outros mecanismos envolvidos na carcinogénese de

adenocarcinomas de colo de utero.
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ANEXO 1

Ao Comité de Etica em Pesquisa

Assunto: Dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido.

Prezado Sr.

O Laboratério de Patologia do DCBM, estd elaborando o projeto intitulado
“Identificacdo de DNA-HPV 16 e 18 e da expressdo de pl6INK4 em adenocarcinomas de
colo uterino”, o qual tem como objetivo o estudo de virus HPV e da proteina p16INK4 em
amostras de pacientes portadoras de adenocarcinoma de colo de utero.

Para realizagdo da pesquisa, ¢ necessario que se realize a avaliagdo do material
emblocado de bidpsias de colo uterino previamente realizadas para fins diagnosticos e
armazenadas no laboratdrio de patologia. Estas amostras serdo analisadas no laboratorio de
biologia molecular localizado no bloco S da UCS. Para tanto, solicito dispensa do termo de
consentimento livre e esclarecido e que este seja substituido pelo termo de compromisso de
confidencialidade, nos termos que seguem.

As responsabilidades dos pesquisadores sao manter o sigilo com relagdo ao
diagnostico das pacientes. Somente os profissionais envolvidos diretamente com a pesquisa
¢ que saberdo do diagndstico e do resultado de nossas pesquisas, os quais nao influenciardo
no tratamento ou acompanhamento médico. A privacidade das pacientes sera resguardada.
O nome das pacientes ndo sera referido nesta pesquisa. Caso nosso estudo demonstre a

presenca do HPV ou a expressdo da proteina pl6INK4, a equipe médica que acompanha a



&5

paciente ndo sera informada, pois estes dados ndo terdo influéncia sobre o tratamento ou
acompanhamento das mesmas.

As amostras ndo serao utilizadas para outras pesquisas que nao as referidas neste
protocolo, € ap6és o término deste estudo, permanecerdo guardadas em arquivos no
laboratorio de patologia.

Em necessidade de contato com o laboratorio de patologia para esclarecimentos,
falar com Carla Flores Braga, das 14h as 18h diariamente, pelo fone: 32182100 ramal 2541.
O laboratério onde sera realizada a pesquisa, estd localizado na cidade universitaria da

UCS, bloco S, sala 501.

Pesquisador

Caxias do Sul, 2006.



ANEXO 2

REGISTRO DE CASOS DE ADENOCARCINOMA

Histologia:

( ) Adenocarcinoma in situ

( ) Adenocarcinoma invasor ( ) Associado a lesdo escamosa

HPV:
Resultado do PCR: ( ) Negativo

( ) Positivo - Tipagem Viral: .......cccceeeennnnen.

Proteina p16:
( ) Negativo
() Positivo
Intensidade de coloracao:
()y+ ()++ ()+++
Porcentagem de células coradas:
()<25% ()25% ()50% ()<75% ()>75%
Distribui¢do da coloragao:

( )Focal ( )Areas () Total
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ANEXO 3

grau
inv
invasor
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in situ
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positivo
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positivo
X
positivo
X
negativo
negativo
positivo

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
negativo

hpv18
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positivo
negativo

positivo

negativo
positivo
positivo
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Legenda:

P16 -
pl6INK4

Imuno-histoquimica para

Intens — Intensidade de coloragdo
0 - Auséncia de células coradas

1 - numero minimo de células
coradas

2 - nimero moderado de células
coradas

3 - numero acentuado de células

coradas

% - Porcentagem de coloragao

0 — Auséncia de células coradas
1—De 1 a25% de células coradas
2 —25% de células coradas

3 —50% de células coradas

4 —75% de células coradas

5 — Mais de 75% de células coradas

Padrio — Padrdo de coloragdo

0 — Auséncia de células coradas

1- Padréo de coloragao focal

2 — Padr@o de colorag@o em areas

3 — Padrdo de coloragdo total

lesdo

Escam — Associagdo a

€scamosa

Grau inv — Grau de invasdo

HPV — Papillomavirus humano

X — Nio realizado

. - excluido
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