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RESUMO

O carcinoma escamoso do colo uterino € uma das neoplasias de maior
incidéncia em todo o mundo, inclusive no Brasil, sendo responsavel pela morte de
milhares de mulheres a cada ano, grande parte delas ocorrendo em plena idade
produtiva.

Ao longo dos ultimos cinglienta anos, diversos pesquisadores tém estudado esta
neoplasia. Sabe-se que a fase invasora do carcinoma escamoso do colo uterino é
precedida por uma fase intra-epitelial, precursora (neoplasias intra-epiteliais
cervicais/ NICs). As lesdes precursoras podem ser divididas em dois grandes
grupos: as de baixo grau e as de alto grau (Sistema de Bethesda). Se por um lado, o
percentual de lesdes de alto grau que evoluem para carcinoma escamoso invasor é
grande, por outro lado, somente uma pequena parcela de mulheres que tém lesdes
precursoras de baixo grau vai desenvolver uma lesdo invasora. Entretanto, ainda
ndo somos capazes de identificar entre estas mulheres, quais sdo as que irdo
progredir para carcinoma escamoso do colo uterino.

O presente estudo procurou avaliar a expressdo da p16INK4 em pacientes com
leséo de baixo grau do colo uterino, correlacionando com a presenca de HPV-DNA
e sua evolucdo ao longo do tempo.

O estudo acompanhou 118 pacientes por um periodo maximo de 33 meses,
examinando-as com intervalos de 6 meses. A conclusdo foi que a pl16INK4 se
relacionada positivamente com infeccdo multipla por HPV e que nestas pacientes a
expressdo da mesma chega a 100% de células neoplasicas coradas. Algumas
pacientes evoluiram para lesdo de alto em um periodo curto de tempo (alguns

meses).
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ABSTRACT

The squamous carcinoma of the cervix uterine is one of the neoplasias of bigger
incidence in the whole world, also in Brazil, being responsible for the death of thousand of
women to each year, great part of them occurring in full productive age. Throughout last
the fifty years, diverse researchers have studied this neoplasia. We know that the invading
phase of the squamous carcinoma of the cervix uterine is preceded by an intra-epithelial
phase, precursory (cervical intraepithelial neoplasia - CIN). The precursory injuries can be
divided in two great groups: of low degree and of high degree (Bethesda System). If on the
other hand, the percentage of injuries of high degree that evolve for invading squamous
carcinoma is great, on the other hand, a small parcel of women whom they have precursory
injuries of low degree only goes to develop an invading injury. However, not yet we are
capable to identify between these women, which are the ones that will go to progress for
squamous carcinoma of the cervix uterine. The present study it looked for to evaluate the
expression of p16INK4 in patients with injury of low degree of the uterine col, correlating
with the presence of HPVV-DNA and its evolution throughout the time. The study it folloied
118 patients for a maximum period of 33 months, examining them with intervals of 6
months. The conclusion was that p16INK4 if related positively with multiple infection for
HPV and that in these patients the expression of the same one arrives the 100% of
neoplastic cells stained. Some patients developed high lesion in a short period of time

(several months).
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INTRODUCAO

O céncer do colo uterino € uma das neoplasias de maior incidéncia em todo o
mundo, inclusive no Brasil, sendo responsavel por milhares de mortes a cada ano, grande
parte delas ocorrendo em mulheres em plena idade produtiva. Ao longo dos dltimos
cinguienta anos, diversos pesquisadores tém estudado esta neoplasia, chegando ao ponto de
tornar-se uma das mais bem conhecidas. Sabe-se, até 0 momento, que a fase invasora do
carcinoma do colo uterino é precedida por uma fase intra-epitelial, caracterizada como
“lesdes precursoras” ou “pré-malignas”. Sabe-se, também, que nem todas as mulheres que
desenvolvem estas “lesdes precursoras” irdo evoluir para carcinoma invasor. Somente uma
pequena parcela ird comportar-se desta maneira. Nos Gltimos anos, tem-se presenciado um
esforgo muito grande da ciéncia em tentar identificar, dentre as “lesdes precursoras” , as
que irdo evoluir para a fase invasora do cancer. Entretanto, apesar dos esforcos, ainda néo
foi possivel identificar este pequeno grupo.

A p16INK4 é uma proteina que participa do ciclo celular , estando superexpressa em
uma série de neoplasias, inclusive carcinoma do colo uterino e suas lesdes precursoras de
alto grau. Apesar da pl6INK4 encontrar-se superexpressa em varios casos de lesdes
precursoras de baixo grau do carcinoma escamoso do colo uterino, esta marcacdo ocorre
maneira irregular, o que leva a pensar que existam subgrupos dentro do conjunto de pessoas

gue desenvolvem estas lesdes precursoras de baixo grau. Sendo assim, o objetivo geral foi
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identificar subgrupos dentro do grupo de pessoas que desenvolvem lesdo precursora de

baixo grau do carcinoma do colo uterino.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. O CANCER DO COLO UTERINO

O carcinoma escamoso do colo uterino constitui problema de grande impacto
populacional, ja& que o tumor incide em mulheres jovens, em idade fértil e
profissionalmente ativas e ainda predomina, em paises como o Brasil, nos quais a
realizacdo de controles relacionados com a procura ocasional dos servicos de salde é
determinada por razfes diversas que ndo o rastreamento do cancer do colo do Utero. Essa
modalidade tem sido designada de rastreamento oportunista, e ndo tem sido eficiente em
reduzir as taxas de incidéncia e mortalidade do cancer do colo do Gtero (Zeferino, 2008;
Vale, et al, 2010). As lesbes neoplasicas do colo uterino associam-se a fatores como falta
de higiene, promiscuidade e baixo nivel socio-econémico, fatores estes responsaveis pelo
aumento da sua incidéncia em muitos paises subdesenvolvidos (Miranda et al, 2000;
Sankaranarayanan, & Ferlay, 2006).

Ha cerca de 50 anos, o cancer do colo uterino representava a primeira causa de
morte por neoplasia maligna em mulheres em todo o mundo, o que despertou o interesse de
varios grupos de investigadores. Hoje, o carcinoma escamoso do colo uterino é uma das
mais bem estudadas e conhecidas entre todas as neoplasias, sendo bem estabelecidos
fatores de risco e lesBes precursoras cujo diagnostico pode ser feito precocemente,

diminuindo a morbidade e mortalidade e aumentando a taxa de cura (Miranda et al, 2000).
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No mundo todo, o carcinoma de colo uterino ocupa o segundo lugar, perdendo
apenas para as neoplasias de pele. O diagnéstico precoce das lesdes precursoras do
carcinoma do colo uterino bem como seu tratamento, faz com que haja uma diminuicdo de
incidéncia de neoplasias invasoras. O colo uterino é um dos 6rgdos mais estudados do
corpo humano ndo sO pela alta incidéncia de neoplasias, mas também pela relativa
facilidade de acesso dos meios de investigacdo. (Rivoire et al, 1993; Eluf Neto,1998;
O’Shaughnessy et al., 2002; Sankaranarayanan, & Ferlay, 2006).

No Brasil, o cancer de colo uterino ocupa o primeiro lugar entre as neoplasias
malignas que acometem mulheres. O Rio Grande do Sul é o Unico estado em que o cancer
de colo uterino ocupa o segundo lugar, sendo que a neoplasia maligna mais freqliente é o
carcinoma da mama. Isto deve-se, presumivelmente, a um melhor rastreio populacional e a
origem étnica da populacdo galcha. Estima-se que, mundialmente, duas em cada 100
mulheres terdo cancer do colo do Utero antes de completarem 80 anos. Cerca de 95% deles
poderiam ser curados se tratados precocemente. No entanto, este indice de cura ndo

ultrapassa 0s 50% e no Brasil certamente é menor. (Rivoire et al, 1993; INCA,2010).

1.2 LESOES PRE-MALIGNAS

No inicio do século XX, a observacdo das semelhangas morfoldgicas entre as células
do carcinoma de colo uterino francamente invasor e as células de areas adjacentes ao
tumor, ainda confinadas ao epitélio, delimitadas pela membrana basal, representou 0 marco
inicial na identificacdo de lesGes pré-malignas (Miranda et al, 2000).

Em 1932, Broders reintroduziu o termo carcinoma “in situ” (CIS), o qual foi
primeiramente utilizado por Schottlander e Kermauner, referindo-se aquelas leses nas

quais hd um grande numero de alteragdes morfologicas restritas ao epitélio, ndo se
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evidenciando ruptura da camada basal (Wright et al.,1994; Miranda et al., 2000). Em 1956,
foi introduzido o termo displasia para designar lesdes de carater progressivo dentro de um
espectro, tendo em um extremo as células epiteliais normais e, no outro, as do carcinoma
“in situ” (normal > displasia leve > displasia moderada > displasia severa/carcinoma “in
situ” > carcinoma invasor). No final da década de 60, Richart introduziu o termo neoplasia
intra-epitelial cervical (NIC) para referir-se ao espectro de alteracdes intra-epiteliais que se
iniciariam com a displasia leve e culminariam com o carcinoma “in situ” e, dai, passando a
invadir os tecidos, rompendo a camada basal do epitélio (Miranda et al., 2000). Esta relacao
temporal foi descrita por Smith e Pemberton (Wright et al., 1994).

O termo neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) foi proposto por Richart e Barron
em 1968, devido a concepcdo da natureza progressiva das lesbes que levariam ao cancer
cervical invasor. O termo neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) representa uma lesdo
histolégica do epitélio cervical (Barron & Richart, 1968; Wright, et al., 1994). E um termo
abrangente que engloba todos os precursores do carcinoma escamoso da cérvice uterina
(Barrasso & Guillemotonia, 1999). Por definicdo, é assintomaética e identificada mais
comumente apds a deteccdo de células disceratéticas' em exame citoldgico de rotina
(Buckley, 1995).

Em dezembro de 1988, um pequeno grupo de especialistas, liderado por Kurman e
Solomon, introduziu a nomenclatura conhecida como Sistema de Bethesda para utilizacédo
nos relatorios diagnosticos de lesGes pré-malignas do colo uterino, na rotina da

citopatologia (Kurman, 2004).

! Células disceratéticas sdo comumente observadas em infeccdo pelo HPV. Mostram-se em grupos

tridimensionais, eosinofilicos, com nicleo picnético (Schneider &Schneider, 1998).
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No sistema de Bethesda, lesdes intra-epiteliais escamosas compreendem um
espectro de anormalidades encontradas e restritas ao epitélio escamoso, associadas ao
papilomavirus humano (HPV), as quais representam as lesGes precursoras do cancer do
colo uterino. No sistema de Bethesda, este espectro esta dividido em: lesdo escamosa intra-
epitelial de baixo grau (LEIBG) e de alto grau (LEIAG). As LEIBG englobam diversas
alteracdes celulares chamadas de “efeito citopatico viral” (coilocitose) e a displasia leve,
também chamada de neoplasia intraepitelial cervical 1 (NIC 1), na nomenclatura proposta
por Richart. As LEIAG englobam as displasias moderada, severa e o carcinoma “in situ”,
ou NIC 2, 3 e carcinoma “in situ” (Wright, 2004).

O diagnostico de alteragdes citopaticas virais e displasia leve (LEIBG) obedece aos

seguintes critérios (Wright, 2004) (figs.1,2;3):

presenca de células isoladas ou em grupos;

- alteracgdes citoldgicas confinadas as células superficiais;

- aumento nuclear maior que trés vezes a area do nucleo de uma célula
intermediaria normal;

- varios graus de hipercromasia, acompanhados de variacGes na forma e nimero
dos nucleos; presenca de binucleag¢do e multinucleacéo;

- cromatina uniformemente distribuida, por vezes granular;

- nucléolo geralmente ausente;

- bordas citoplasmatica distintas;

- presenca de coilocitose (cavitacdo perinuclear);

- presenca de orangeofilia.
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Fig. 1: Comparacdo entre uma célula superficial normal (a esquerda) e uma célula intermediaria

(seta) com nicleo aumentado e irregularidade nuclear (400x, coloracédo de Papanicolaou, acervo pessoal).

Fig.2: Presenca de dois coildcitos, um deles binucleado, no centro da foto (100X, coloracdo de

Papanicolaou, acervo pessoal).
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Fig.3: Célula binucleada no centro (seta), célula com macronucleose e irregularidade nuclear a direita

e abaixo (1000x, Papanicolaou, acervo pessoal).

Para o diagnéstico de LEIAG (NIC 2, 3 e carcinoma “in situ”) tem-Se 0S seguintes

critérios, segundo Wright et al. (2004) (fig. 4):

alteracOes citologicas afetam células menos maduras que aquelas vistas nas
LEIBG,;

as células ocorrem isoladas, em grupos, ou em pequenos agregados de aspecto
sincicial;

hipercromasia nuclear acompanhada por intensa variacdo nuclear tanto em
forma quanto em tamanho;

marcado aumento da relacdo nucleo/citoplasma;

cromatina grosseira e granular;

contorno nuclear irregular por vezes formando indentacoes;
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- nucléolo geralmente ausente, mas pode estar presente eventualmente;

- aparéncia citoplasmatica variavel , mas pode aparecer com aspecto imaturo e

denso.
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Fig.4: A e B) grupos de células mostrando intensa hipercromasia, indentacfes nucleares e inversdo da relagéo

nlcleo citoplasma (seta) (1000x e 400x, coloracdo de Papanicolaou, acervo pessoal).

Segundo a nogdo bésica da historia natural da neoplasia de colo uterino, NIC1,
NIC2 e NIC3 seriam estagios de uma Unica doenca, constituindo um continuo em fases
progressivas da doenca. Tal afirmacéo tem sido questionada, uma vez que estudos mostram
que, na maioria das mulheres com diagnostico de NIC 2 e NIC 3, ndo se havia detectado
alteracdes sugestivas de NIC1 em seus testes anteriores. O resultado foi interpretado como
indicacdo de que NIC 1 e NIC 2/ NIC3 representariam distintos processos de doenca, nos
quais NIC 1 seria a manifestacdo morfoldgica da infeccdo pelo HPV, enquanto que, NIC2/
NIC3 constituiriam, além da prépria manifestacdo morfoldgica da infeccdo pelo HPV, a

verdadeira lesdo precursora do carcinoma do colo uterino (Schiffman, 1995).
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A terminologia das lesdes intra-epiteliais cervicais tem evoluido ao longo dos anos e
continuam se modificando nos dias de hoje. Segundo Rosai et al., (1996), algumas
premissas basicas caracterizam estas lesdes:

1 — Praticamente todos os carcinomas invasores sdo precedidos por um estagio no
qual as células anormais séo confinadas ao epitélio (estagio intraepitelial);

2 — As lesdes intraepiteliais compartilham muitas caracteristicas citologicas com o
estagio invasivo, como, por exemplo, aumento do tamanho nuclear, irregularidades e
hipercromasia nuclear, aumento da atividade mitética e alteracdo do padrdo de maturacéo,
existindo, ainda, diminuicdo ou auséncia de glicogénio;

3 — As ceélulas de lesdes invasoras mostram diversas anormalidades morfoldgicas
que esto relacionadas a alteracdes citogenéticas, ploidia de DNA?, proliferacéo celular e
alteracdes moleculares. Lesdes de baixo grau costumam ser eupldides® ou
polipléides® enquanto que as lesdes de alto grau costumam ser aneupléides®. Relacéo
similar tem sido demonstrada no que diz respeito a expressdo aberrante de varias

13

queratinas, proteina p53 e oncogene “ras”. As evidéncias sugerem a existéncia de uma
sequéncia de eventos que, em alguns casos, leva a progressdo da doenca e, em outros, para

e até mesmo regride;

2 Quantidade de DNA de cada célula (Alberts, et al., 1997)

¥ Quantidade de DNA normal de uma célula humana (2n) (Alberts, et al.,1997).

* Quantidade acima do normal de DNA em uma célula etc., maltiplo de n (Alberts et al.,1997).

> Quantidade acima do normal de DNA em uma célula, nfo sendo mdltiplo exato de n (Rubin & Farber,
1999).

6 Substituicdo do epitélio maduro (no caso, glandular) por outro da mesma linhagem, também maduro (no

caso, escamoso) (Brasileiro Filho, et al.,2000).
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4 — Na maioria dos casos, as lesdes envolvem, ndo o epitélio escamoso nativo e,

sim, as areas de metaplasia®, localizadas na zona de transformag&o (Rosai et al., 1996).

As NICs usualmente desenvolvem-se em epitélio escamoso metaplasico da zona de
transformacéo. As lesdes vao desde neoplasia intraepitelial leve, também chamada de NIC
1, até a severa, ou NIC 3. A diferenciacdo da NIC raramente é uniforme ao longo da area
afetada e tende a ser mais leve adjacente ao epitélio ectocervical e mais severa adjacente ao
epitélio endocervical. Uma mulher com disceratose persistente no exame citologico, tem
um risco 28 vezes maior de desenvolver um carcinoma invasor, quando comparada com
aquelas cujas alteraces foram revertidas com tratamento (Mcindoe et al., 1984;
O’Shaughnessy et al., 2002).

As NICs sdo compostas por uma populacdo heterogénea de células com grande
diversidade em relacdo ao seu grau de maturacdo, proliferacdo e atipia. Com a classificacdo
das NICs, as lesdes sdo graduadas em 1, 2 e 3, correspondendo a displasia leve, moderada
e severa/carcinoma “in situ”. Clinicamente, a distin¢gdo mais importante € entre NIC1 (leséo
escamosa intraepitelial de baixo grau) e NIC 2 e 3 ( lesdo escamosa intraepitelial de alto
grau), pois sdo tratadas de maneiras diferentes. As NICs tém sido tradicionalmente
graduadas de acordo com a espessura de comprometimento do epitélio escamoso normal
por células parabasais proliferadas anormais (na espessura), considerando-se também atipia

nuclear e figuras de mitose (Kurman et al.,1992).

6 Substituicdo do epitélio maduro (no caso, glandular) por outro da mesma linhagem, também maduro (no

caso, escamoso) (Brasileiro Filho, et al.,2000).
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As neoplasias intraepiteliais cervicais sdo caracterizadas por proliferacdo e
maturacdo celulares anormais, com presenca de atipias nucleares (Kurman et al., 1992). As
anormalidades como: aumento nuclear, aumento da relacdo nucleo/citoplasma,
pleomorfismo e hipercromasia, estdo presentes em niveis variaveis do epitélio a partir da
camada basal com presenca de mitoses atipicas. A atividade mitotica esta freqlientemente
aumentada. Embora as mitoses atipicas sejam encontradas nas NIC 1, sdo vistas com
maior freqiéncia nas NICs 2 e 3 (Kurman et al.,, 1992). As figuras de mitose normais
variam em nimero e ndo afetam o diagnostico (Buckley, 1995).

A maturacdo anormal do epitélio se manifesta pela perda da polaridade e
desorganizacdo arquitetural. O grau de maturacdo € inversamente relacionado com a
severidade da lesdo. As células parabasais imaturas possuem relacdo ndcleo/citoplasma
invertida. A maturacdo costuma ocorrer nas camadas mais superficiais, nas quais as células
adquirem citoplasma mais eosinofilico (Kurman et al., 1992). Nas NIC 1 (fig.5), a
maturacdo citoplasmatica ocorre nos 2/3 mais superficiais do epitélio. Na NIC 2, a
maturacao citoplasmatica é limitada ao terco superior do epitélio. Ja na NIC 3, a maturacao
citoplasmatica, que € minima, ocorre apenas em pequena por¢ao do terco superficial do

epitélio, ou esta ausente (Buckley, 1995).
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NORMAL NIC 1 NIC 2 NIC 3

Fig. 5: Caracteristicas histoldgicas arquiteturais das NIC 1, NIC 2 e NIC 3, comparadas com epitélio

normal (modificada de Kumar et al.,2005).

A atipia nuclear é a marca registrada das neoplasias intraepiteliais cervicais e,
geralmente, tomam duas formas: coilocitose e discariose. A forma que ocorre mais
freqlientemente nas camadas mais superficiais e é a manifestacdo da infeccdo pelo HPV,
também chamada de coilocitose. A coilocitose pode ser confundida com epitélio escamoso
normal com proeminente vacuolizacdo citoplasméatica. Entretanto, além das atipias
nucleares presentes nos coilécitos, estes se apresentam como uma alteracao focal, enquanto
que as células vacuoladas do epitélio normal estdo presentes em uma area mal definida de
epitélio (Kurman et al., 1992).

A outra forma de atipia, também chamada de discariose, esta presente nas camadas
mais profundas do epitélio, nas NIC 1, e ocupa progressivamente niveis mais superficiais
do epitélio conforme avanca para NIC 2 e NIC3. Estas células atipicas tém aumento da
relacdo nucleo/citoplasma, condensamento de cromatina, hipercromasia e pleomorfismo
nuclear (Kurman et al., 1992). Se a proliferacdo esta confinada ao terco inferior do epitélio,

a lesdo é classificada como NIC1. Os dois tercos superiores do epitélio contém células
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maduras e outras anormais, com cromatina condensada e nucleos pleomorficos. Nesta
categoria estdo incluidas, também, as lesGes caracterizadas por coilocitose com minima
proliferacdo na camada basal ou, até mesmo, sem proliferacdo da camada basal (Kurman et
al., 1992).

Quando a proliferacdo das células parabasais atipicas envolve entre 1/3 e 2/3 da
espessura do epitélio, a lesdo é classificada como NIC 2 e, mais de 2/3 da espessura do
epitélio escamoso, como NIC 3 (lesdo escamosa intraepitelial de alto grau, conforme
classificacdo citologica de Bethesda) (Kurman et al., 1992). As nomenclaturas utilizadas
para diagndstico das lesdes e a equivaléncia entre as mesmas estdo apresentadas no quadro
1.

As alteracdes associadas ao HPV, tais como coildcitos e multinucleacéo, sdo vistas
mais frequentemente associadas a NIC 1 e NIC 2 e costumam ser mais discretas ou
ausentes em NIC 3, provavelmente reflexo da integracdo do HPV ao genoma das células

(Buckley, 1995).

Quadro 1: Equivaléncias entre as classificaces e nomenclaturas utilizadas na histologia e citologia das les6es

precursoras e invasivas do colo uterino.

Tradicional Richart (histologia) Bethesda (citologia)
Normal Normal Negativo

HPV HPV LEIBG

Displasia Leve NIC 1

Displasia Moderada NIC 2 LEIAG

Displasia Severa NIC 3

Carcinoma “in situ”

Carcinoma invasor Carcinoma Invasor Carcinoma invasor
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1.3 O HPV E O CANCER DO COLO UTERINO

Uma das maiores descobertas em etiologia do cancer em seres humanos, foi o
reconhecimento de que o cancer cervical é uma conseqiiéncia da infeccdo por alguns tipos
de HPV. Em termos de salde publica, este achado é quase tdo importante quanto a
descoberta da associacdo entre o fumo e o cancer de pulmdo e da associa¢do da infecgéo
cronica pelos virus da hepatite B ou da hepatite C e o risco de cancer de figado (Bosch, et
al., 2002).

A infeccéo pelo papiloma-virus humano (HPV) tem sido estabelecida como a causa
principal das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NICs) e do cancer cervical (Kjellberg et
al., 2000; van der Graaf et al., 2002; Smith et al, 2009). Além disso, a infec¢éo pelo HPV
é considerada uma das doengas sexualmente transmissiveis (DST) mais comuns ao redor do
mundo (Sedlacek, 1999; Falls,1999, Ledger et al., 2000), sendo detectada em quase 100%
das lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas do colo uterino (Murphy et al., 2003). Em 1996, o
“Center for Disease Control and Prevention” (CDC — Centro de Controle e Prevencéo de
Doencas / USA) estimava em 500 mil a 1 milhdo de casos novos por ano de infeccdo pelo
HPV, enquanto estimava 80mil novos casos de SIDA (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida), 200 a 500 mil casos novos de herpes, 100 mil casos de sifilis e 200 mil casos de
gonorréia (Okada et al., 1999).

Os fatores de risco (Fig.6) associados a progressdo da doenca (carcinogénese), isto
é, progresséo da infec¢do pelo HPV para transformacao das células do epitélio escamoso
dando origem as lesbes precursoras e posteriormente ao cancer do colo uterino, incluem

comportamento sexual de alto risco, infecgdo persistente pelo papiloma-virus humano

26



(HPV), fumo, imunossupressdo e baixa condi¢do socio-econémica (Rivoire et al., 1993;
Yuenyao & Ramirez, 2002; Harris, et al., 2004).

O comportamento sexual de alto risco diz respeito a diversas praticas, tais como:
idade precoce da primeira relacdo sexual (coitarca precoce), multiplos parceiros sexuais
(mais de trés em um periodo de 12 meses), ndo utilizacdo de preservativos, elevada
paridade (numero elevado de filhos) e ocorréncia de outras DSTs (doencas sexualmente
transmissiveis) tais como sifilis, chlamidia, gardnerella, trichomonas e herpes simplex
(Rivoire et al.,1993; Yuenyao & Ramirez 2002).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrando que o HPV esta presente em
virtualmente 100% das mulheres com cancer do colo uterino. Por outro lado, grande parte
das mulheres que tem diagndstico de infeccdo pelo HPV, frequentemente cura a infec¢éo de
modo espontaneo e apenas uma minoria desenvolve infec¢do persistente e evolui para
lesbes pré-neoplasicas (Eluf Neto,1998). Isso leva a crer que, sob ponto de vista do
comportamento bioldgico, trata-se de uma doenca, com duas patogenias, uma delas

“infectante” e a outra “transformante” (Schiffman, 1995).
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Fig. 6: Co-fatores na carcinogénese do colo uterino (ACO = anticoncepcional oral; DST = doenca

sexualmente transmissivel).

Entretanto, estes estudos indicam que o papel etioldgico do HPV é pouco claro e a
relacdo temporal entre causa e conseqiiéncia pouco conhecida (Keating et al., 2000; van
der Graaf et al., 2002). Uma vez que a maioria das pacientes com infeccdo pelo HPV néo
vai desenvolver lesdes invasoras, a infec¢do por HPV isolada é provavelmente insuficiente
para completar a transformacdo neoplésica das células escamosas cervicais, sugerindo o
envolvimento de outros eventos genéticos e epigenéticos na carcinogénese (Dong et al.,

2001).
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1.4 O VIRUS

O HPV pertence a familia Papilomaviridae, género Papillomavirus (Howley et al.,
2001; de Villiers et al., 2004). Sdo virus ndo-envelopados, de simetria icosaédrica, com
diametro aproximado de 55nm, com DNA de dupla fita circular com cerca de 8.000 pares
de bases (pb). Sdo de alta espécie-especificidade e nenhum deles foi ainda cultivado em
culturas celulares. J& foram identificados mais de 100 tipos de virus do papiloma humano,
distribuidos em dois grupos: HPV cutéaneo e HPV de mucosa, constituindo o mais diverso
grupo de virus DNA envolvidos em doencas humanas (Giarre et al., 2001; Murphy et al.,
2003). Os HPV que infectam mucosa tém predilecédo pelo trato genital e estdo subdivididos
em dois grupos: os chamados de baixo risco para o desenvolvimento de cancer (tipos 6 ,
11, 40, 42, 44, 61), relacionados a lesdes benignas exofiticas, e os de alto risco oncogénico
(tipos 16, 18 e 31), relacionados as lesdes intra-epiteliais e invasoras do colo uterino
(Stoler, 1996; Villa, 1998; Candeias & Racz, 1999; Sedlacek, 1999).

Além disso, os HPV de alto risco séo ainda divididos em HPVs relacionados ao
HPV 16, que sdo os tipos 16, 31, 33, 35, 52 e 58 e HPVs relacionados ao HPV 18, que sdo
os tipos 18, 39, 45, 59 e 68 (Banura, 2010).

Em diferentes estudos, baseados em PCR (reacdo em cadeia da polimerase), 0 HPV
foi encontrado em 44% a 77% das NIC1, 69 a 91 % das NIC2 , 86 a 100% das NIC3 e de
68 a 98% dos carcinomas invasores. O HPV 16 é o mais frequentemente relacionado
as NICs e em 20 a 30% dos casos ha associacdo entre eles. (Bergeron, et al., 1992;

Kellokoski, et al., 1992; Goldsborough, et al., 1992; Wieland & Pfister, 1999).
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O genoma de diversos papilomavirus, tanto animais como humanos, ja foram
inteiramente seqlienciados. O genoma do virus € dividido em trés regides (Romanos et al.,
2002):

° Regido Inicial (E — “early”), que codifica para as proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA viral e transformacéo celular (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 e EB);

° Regido Tardia (L — “late”), que codifica para as proteinas do capsideo viral (L1 e
L2);

° Regido Regulatoria (LCR — “long control region”), onde se encontram a origem

de replicacdo e os elementos para a transcricdo e replicacdo viral.

1.5 GENOMA VIRAL E ONCOGENES

A infeccdo da célula pelo HPV se manifesta por alteracbes na funcdo ou na
expressao dos genes do hospedeiro e a deteccdo destas alteracfes pode ter um importante
papel na triagem e seguimento das pacientes infectadas. Diferentes tipos de HPV tém
diferentes niveis de associacdo com o cancer e estes niveis, presumivelmente, refletem a
variacdo da poténcia de suas respectivas oncoproteinas virais, codificadas pelos genes E6 e
E7. A interacdo destes genes com o hospedeiro levam a desregulacdo do ciclo celular,
manifestando-se pela expressdao anormal de proteinas associadas ao ciclo celular tais como
Ki-67, ciclina E e p16INK4 (Keating et al., 2001).

O genoma do HPV é composto por 9 a 10 genes, sendo 7 a 8 na regido precoce (E)
e dois na regido tardia (L) (Fig.7). Os genes precoces estdo envolvidos na replicacéo viral
(E1 e EB8), no controle da transcricdo (E2 e E7), na maturacdo do virus e alteragdo da matriz

intracelular (E4) e no estimulo da proliferacdo e transformacao celulares (E5, E6 e E4). A
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regido tardia compreende dois genes, L1 e L2, que representam as proteinas principal e

secundaria do capsideo, respectivamente. (Villa, 1998).

-
N

‘ g7
5 B4
HPV-16
E1
sz
EZ ’

ES

=

E4

Fig. 7: Representacdo esquematica do genoma do HPV-16, mostrando os genes da regido inicial (E1
a E7), daregido tardia (L1 e L2) e da regido regulatéria (LCR) (Munger & Howley, 2002).

Em geral, o céncer se desenvolve como uma conseqliéncia de um numero de
alteracbes genéticas que levam a ativagdo de oncogenes ou a inativacdo de genes
supressores do tumor. A inativacdo destes genes supressores pode ser feita por diversos
processos que incluem mutagdes puntiformes e/ou delecdo cromossomal (Dong et al.,
2001). As mutacOes dos genes supressores de tumor Rb e P53 foram associados a doengas
malignas hereditarias (retinoblastoma, sindrome de Li-Fraumeni) e tém sido encontradas

em diferentes percentagens em tumores malignos esporadicos, tais como carcinoma
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pulmonar de pequenas celulas, osteossarcoma, cancer de mama, de bexiga e de célon
(Wieland & Pfister, 1999).

A inativacdo de proteinas nucleares pRb e p53, mais do que a mutacdo dos genes
correspondentes, tem um papel essencial na carcinogénese induzida pelo HPV. Isso se deve
principalmente pelo fato do HPV induzir alteracbes no funcionamento das proteinas
nucleares pRb e p53, mesmo na presenca de seus respectivos genes perfeitamente normais
(Wieland & Pfister, 1999).

As mutacbes no gene Rb ou inativacBes da proteina pRb causam proliferacéo
celular desordenada. A desregulacdo ou a proliferacdo ¢ um degrau do desenvolvimento
multi-escalonado dos tumores malignos (Wieland & Pfister, 1999).

As razbes para as diferencas de potencial oncogénico de cada tipo de HPV na
carcinogénese cervical permanecem obscuras. Entretanto, supde-se que 0S oncogenes
virais E6 e E7 tém um importante papel nas diferencas de potencial oncogénico de cada
tipo de HPV. As oncoproteinas codificadas pelos genes E6 e E7 tem a habilidade de repetir
as proteinas reguladoras da célula hospedeira, especialmente os produtos dos genes
supressores tumorais P53 e da PRb. Estas alteracbes levam a degradacdo e a inativacao
funcional da pRb pelo produto do gene E7. (Sano et al., 1998).

A proteina celular p53, codificada pelo gene P53, localizado no cromossomo 17,
suprime a transcricdo de alguns genes celulares, porém seu maior efeito supressor de
tumor é devido a ativacao transcricional dos genes que mantém a estabilidade gendmica.
Havendo dano do DNA celular, a expressédo de p53 é estimulada, o que por sua vez ativa
a expressao de certos genes celulares como o P21, o qual leva a interrupcdo do ciclo

celular na fase G1 (G = “gap”ou lacuna) ou induz a apoptose (Wieland & Pfister, 1999).
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A proteina  pl6INK4, produto do gene CDKN2A, é uma proteina inibidora de
quinase dependente de ciclina (CDK) (proteina supressora tumoral). Sua funcdo é
desacelerar o ciclo celular por inativacdo das quinases dependentes de ciclina (CDK), que
fosforilam a proteina do retinoblastoma (Rb). Alguns estudos tém demonstrado que a
expressao da pl6INK4 é marcadamente influenciada pela expressdo da proteina Rb. A
superexpressdo da proteina p16INK4 tem sido demonstrada em carcinomas do colo uterino
devido a inativacdao funcional da pRb pela oncoproteina E7 do HPV. (Sano et al., 1998;
Agoff, et al., 2003).

Vaérios estudos tém demonstrado que a inativacdo da pRb é reciproca com a
expressao da p16INK4, as vezes mostrando-se em co-expressdo. (Sano et al., 1998; Agoff,

et al., 2003).

1.6 PROTEINA p16INK4 E CICLO CELULAR

As células se reproduzem pela duplicacdo de seus conteudos e, entdo, dividem-se
em duas. Este ciclo de divisdo celular é a maneira pela qual todos os seres vivos séo
reproduzidos. Antigamente, o ciclo celular era monitorado apenas pela observacdo de
eventos de segregacdo cromossémica a microscopia Optica. Recentemente, estudos
mostraram que ha um sistema-controle do ciclo celular, dependente de uma série de

proteinas que coordenam o ciclo como um todo (Alberts et al., 1997).
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O ciclo celular é dividido em quatro fases principais, denominadas: periodo S, G1,
G2 e M e um compartimento fora do ciclo celular, denominado GO. Os periodos S, G2 e M
consomem tempo mais ou menos constante e a passagem de uma fase para a outra € feita
através de um ponto de parada também denominado de ponto de checagem (“check-point™).
Apds a fase M, as células estaveis deixam o ciclo celular e passam ao compartimento GO,
também chamado de néo-replicativo, do qual védo sair ao serem estimuladas, retornando ao
ciclo na fase G1 (Brasileiro Filho et al., 2000; Morgan, 2007).

A fase S é a fase de sintese do ciclo celular na qual ocorre a replicacdo do DNA. A
fase M corresponde a fase mais dramatica, na qual acontece a mitose (divisdo celular
propriamente dita). O intervalo entre o término da mitose e o inicio da sintese é chamado
de G1 e o intervalo entre o final da sintese e o inicio da mitose é chamado de G2. As fases
G1 e G2 propiciam um tempo adicional para o crescimento celular (Alberts et al., 1997;
Morgan, 2007).

O sistema-controle do ciclo celular é um dispositivo bioguimico que opera
ciclicamente, construido a partir de uma série de proteinas que interagem entre si e que
induzem e coordenam os processos dependentes essenciais responsaveis pela duplicacao e
divisdo celulares. Em um ciclo celular padrdo, o sistema-controle é regulado por
interrupgdes que podem parar o ciclo nos pontos de parada (“check-points”) (Alberts et
al., 1997). Estas interrupcdes sdo importantes para permitir que o sistema-controle do ciclo
celular seja regulado por sinais provenientes do meio ambiente. Estes controles ambientes,
em geral, agem sobre um dos dois principais pontos de checagem celular: em G1, antes de
entrar em fase S e em G2, no inicio da mitose (Sherr, 1996; Alberts et al., 1997).

O ciclo celular € controlado por uma série de proteinas reguladoras, denominadas

ciclinas, cujas concentracdes se elevam e decrescem durante o ciclo celular, formando um
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complexo com outra classe de proteinas presentes, as quinases, denominadas de CDK. Os
complexos ciclina — quinases fosforilam varias proteinas do substrato envolvidas na
iniciacdo da duplicacdo do DNA, na formacdo de fusos mitoticos e em outros eventos do

ciclo celular (Alberts et al., 1997; Brasileiro Filho et al., 2000; Contran et al., 2001)

(Fig.8).
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Fig.8: ciclo celular (Kumar, et al, 2005).

A formacdo, ativacdo e separacdo dos complexos ciclina-CDKs sdo 0s eventos
fundamentais que coordenam o ciclo celular. As ciclinas sdo assim chamadas porque elas
sofrem um ciclo de sintese e degradacdo em cada ciclo de divisdo celular (Alberts et al.,
1997). As CDKs sdo funcionantes apenas quando ligadas as ciclinas (Brasileiro Filho et al.,
2000; Morgan, 2007).

Uma vez iniciado o ciclo celular, ele ndo progride automaticamente. Os pontos

estratégicos de “parada” do ciclo, os chamados ‘“check-points”, s6 sdo ultrapassados

mediante estimulos apropriados. Por tanto, existem varios fatores que estimulam o ciclo
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celular e muitos outros que tendem a inibi-lo. Entre estes, os mais estudados sdo algumas
proteinas inibidoras do complexo CDK- ciclina, como por exemplo, a p21 e a p16INK4
(Brasileiro Filho et al., 2000; Morgan, 2007).
Vaérios estudos tém demonstrado que o produto de dois genes precoces (E) do HPV,
0 E6 e E7 , sdo proteinas transformadoras do virus e estdo diretamente envolvidas na
inducdo da proliferacdo benigna e transformacéo maligna das células do hospedeiro (Giarré
et al., 2001; Dong et al., 2001; Kisseljon, 2008). A expressao da p16INK4 esta relacionada
com a expressdo de EG6/E7, necessaria para a progressdo para doenca transformante
(Cuschieri & Wentzensen, 2008).A capacidade destes genes de imortalizar queratindcitos €
explicada pela sua habilidade em interagir e neutralizar a funcdo da pRb (Giarré et al.,
2001; Dong et al., 2001). A pRb, ciclina D, CDK4 e p16INK4 sdo as quatro chaves que
regulam o ciclo celular normal, sendo que qualquer uma delas pode estar mutada em
células tumorais (Cotran et al., 1999). Em células quiescentes, a pRb é hipofosforilada e
associada com E2F (fator de elongacdo 2). Quando expostas a sinais mutagénicos, a
transcricdo de genes codificadores de ciclinas € iniciada. A seguir, hd a inativacdo das
quinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4 e CDKG6), as quais fosforilam a pRb na fase
do ciclo celular G1, causando a liberacdo do E2F. 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 ativacdo de CDK4 e CDK6 representa 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 p16, p15, p18 e
pl19, associam-se as CDK4 e CDKG6 para inibir a sua atividade. A expressdo ectopica de

p16INK4, leva ao acimulo de pRb hipofosforilado, seqliestro de E2F e consequente parada
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do ciclo celular na fase G1 (Sherr, 1996; Huschtscha & Reddel, 1999; Giarreé et al., 2001,
Kisseljon, 2008).

A pl16INK4 é codificada pelo gene P16INK4 (também conhecido como CDKN2A)
e sua funcdo é inibir os complexos CDK4 e CDKS6, as quais, por sua vez regulam o ponto
de checagem da fase G1 do ciclo celular (Sano et al., 1998; Kubo et al., 1999). E uma
proteina produto de um gene de supressao tumoral, por vezes descrito como gene supressor
tumoral multiplo. O l6cus humano INK4a/ARF € localizado no cromossomo 9p21. A
indicacdo mais precoce de que a ruptura da funcdo da p16INK4 pode estar associada com
imortalidade, vem da observacdo de que a delecdo do gene P16INK4 é comum em
linhagens de células tumorais imortais (Huschtscha & Reddel, 1999).

A perda da funcdo da pl6INK4 é analoga a inativacdo da pRb em células com
imortalidade induzida por virus de DNA, como por exemplo o HPV. Isto ndo é
surpreendente, uma vez que a acdo da p16INK4 é inibir a inativacdo da pRb pelas CDKs.
Logo, espera-se que a perda funcional da p16INK4 tenha consequiéncias similares a perda
funcional pela pRb (Huschtscha & Reddel, 1999; Munro, et al.,1999).

Estudos tém demonstrado que o nivel de p16INK4 aumenta em células em estado
senescente, ou seja, ocorre acumulo do pl6INK4 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 telémeros (Huschtscha &
Reddel, 1999; Shay & Wright, 2004).

Isto esta relacionado ao conceito basico de que as células tém uma capacidade
limitada para se multiplicarem. Apos um numero fixo de divisdes, as células estacionam em
um estagio terminal sem capacidade de se dividir, conhecido como senescéncia. A maneira

como as células em proliferacdo podem contar o nimero de divisdes ainda esta sendo
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investigado, mas uma das teorias é a do encurtamento dos teldmeros, os quais diminuiriam
um pouco a cada divisdo, até parada do ciclo (Bodnar et al.,1998; Munro et al.,1999;
Tsuitsui et al.,2002; Kumar et al.,2005).

Com base na observacdo de que elevados niveis de pl6INK4 acompanham a
senescéncia celular, a perda da expressdo do P16INK4 esta associada com aumento da fase
proliferativa do ciclo celular. Dado que a senescéncia é uma importante barreira para a
carcinogénese, € de se esperar que a inativacdo da pl6INK4 seja um passo essencial no
processo de carcinogénese (Serrano et al., 1997; Zhu et al.,, 1998; Lin et al., 1998;
Huschtscha & Reddel 1999; Hausen,2006). O mecanismo de acimulo de pl6INK4 em
células que se aproximam da senescéncia ainda € desconhecido e requer elucidacéo
(Huschtscha & Reddel 1999).

A perda da expressdo da pl6INK4 devido a metilacdo esta associada com uma
progressdo finita do ciclo celular e perda da funcdo pRb devido a expressdo da
oncoproteina E7 do HPV, resultando em fuga para a senescéncia. Parece que a pRb e a
pl6INK4 agem na mesma via para o controle do ciclo celular, uma vez que a p16INK4
mantém a pRb em estagio inibitorio por inibir a fosforilagdo da pRb pelas CDKs (Reddel et
al., 2000; Murphy et al.,2003; Hausen, 2006).

Segundo Sano et al., (1998), estudos tém demonstrado que a inativacdo da pRb,
ocasionada pelas oncoproteinas virais, leva a um continuo aumento da expressdo da
p16INK4 em varios tipos de cancer, inclusive do colo uterino.

As evidéncias indicam que a senescéncia representa a maior barreira para a
carcinogénese. Entretanto, a forma como ela ocorre ainda permanece enigmatica. A

imortalizacdo ndo € suficiente para a carcinogénese mas um pré-requisito necessario para o
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acumulo de numero razoavel de alteracBes genéticas necessarias para a malignidade
(Reddel et al., 2000).

E importante caracterizar os elementos que envolvem o envelhecimento e
senescéncia dos queratindcitos, 0s quais precedem a expressao de pl6INK4. Estudos
preliminares parecem demonstrar que a p16INK4 ndo é expressa durante a renovacdo e

estratificacdo normal do epitélio escamoso in vivo (Rheinwald et al., 2002).

1.7 OS METODOS DIAGNOSTICOS DA INFECCAO PELO HPV E DAS
LESOES RELACIONADAS AO VIRUS

Os métodos diagnosticos da infeccdo pelo HPV e das lesdes relacionadas ao virus
dividem-se em dois grandes grupos (Fig.9): aqueles utilizados para determinar a presenca
de lesdes relacionadas ao HPV e aqueles utilizados para determinar a presenca de infeccéo
viral. A infeccdo viral frequientemente é concomitante com a presenca de lesdo. Entretanto,
nem sempre a presenca de HPV-DNA ocorre juntamente com uma lesdo. Em muitos casos
temos a infeccdo viral, sem manifestacdo morfoldgica qualquer, o que é chamado de
infeccéo latente.

Ao primeiro grupo pertencem a citopatologia, histopatologia, colposcopia e a
imunohistoquimica. Estes métodos sdo utilizados, na maior parte das vezes, em conjunto.
Sabe-se que a sensibilidade da citopatologia para o diagndstico de alteragdes citopaticas
virais € considerada baixa (ao redor de 40%) Ao segundo grupo pertencem a captura de

hibridos e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Fig. 9: Estratégias em métodos diagndsticos relacionados as lesdes e & deteccdo da infecgdo pelo HPV.

1.7.1CITOPATOLOGIA

PCR

OUTROS

O exame citopatologico, também chamado de teste de Papanicolaou (Pap) tem sido

utilizado desde os anos 40 para avaliacdo citologica das celulas cervicais (Papanicolaou,

40



1942). O sucesso de programas de rastreamento em grande escala utilizando o teste de
Papanicolaou com o objetivo de reduzir os indices de carcinoma invasor do colo uterino,
tem sido propagado na literatura. E, sem ddvida, é o teste de rastreamento com melhor
relacdo custo-beneficio ja inventado e utilizado de rotina na pratica ginecoldgica (Falls,
1999).

Em 1988, um pequeno grupo de individuos, “experts” em citologia e histologia,
reuniram-se em um encontro realizado em Bethesda, Maryland, com objetivo de
desenvolver um sistema de interpretacdo para o teste de Papanicolaou, o qual fosse capaz
de traduzir para o médico clinico, as alteracdes citologicas de forma clara e relevante. O
resultado deste primeiro encontro foi adotado pelo National Institute of Health (USA) com
0 objetivo de uniformizar os resultados citologicos, mais tarde conhecido como sistema de
Bethesda (Falls, 1999; Solomon et al., 2002; Solomon et al., 2004).

O sistema de Bethesda visa trés grandes objetivos (Kurman et al., 2004):
- aterminologia deve comunicar ao paciente informacdo clinica relevante;

- aterminologia deve ser uniforme e com razoavel reproducibilidade por diferentes

patologistas, em diferentes laboratérios ao redor do mundo;

- deve refletir o entendimento corrente da neoplasia cervical.
O sistema de Bethesda estipula a adequabilidade da amostra, presenca de infeccbes
e classifica as anormalidades celulares como lesBes escamosas intra-epiteliais. Essas
ultimas sdo divididas em dois grandes grupos: lesGes escamosas intra-epiteliais de baixo
grau (compreendendo alteragcdes por HPV e neoplasia intra-epitelial cervical I (NIC 1)) e
lesGes escamosas intra-epiteliais de alto grau (compreendendo as neoplasias intra-epiteliais

cervicais (NIC) 2 e 3 e carcinoma “in situ”) (Falls,1999). Um terceiro grupo, denominado
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atualmente ASC, anteriormente denominado de ASCUS que significa “alteracdes em
células escamosas de significado indeterminado”, foi, na tltima atualizacao da classificagao
de Bethesda, dividido em duas formas: ASC-US, utilizado para aquelas situacfes nas quais
as alteracbes sdo quantitativamente ou qualitativamente escassas e o chamado ASC-H,
utilizado nas situacdes onde ndo se pode afastar a possibilidade de lesdo escamosa intra- de
alto grau (Kurman & Solomon, 1994; Solomon & Nayar, 2004).

Como epitelial ja foi dito, 0 exame citopatoldgico (teste de Papanicolaou) é o
melhor indicador custo- beneficio para a deteccdo de lesbes do colo uterino. Quando é
identificada a presenca de coildcitos associados a atipias nuclares, falhas de maturacao,
hiperceratose, binucleacdo e disceratose, a correlagdo com o teste de PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) para deteccdo de HPV-DNA é excelente. O exame citopatoldgico
(teste de Papanicolaou) é ainda um excelente indicador para o carcinoma invasor, uma vez
que a variacdo de interpretacdo interobservador das lesGes de alto grau é muito pequena.
Devido ao fato da atipia citoldgica ser determinada de forma subjetiva, a reprodutibilidade
dos diagnosticos de alteracBes celulares mais leves é baixa (Kato et al., 1995; Sedlacek,
1999).

Nos ultimos anos, diversas companhias vem desenvolvendo a citologia em base
liquida, cujo objetivo é melhorar a qualidade da amostra obtida do colo uterino,
aumentando a sensibilidade e reduzindo os indices de falsos-negativos para neoplasias
intra-epiteliais escamosas. A citologia em base liquida tem a vantagem de fornecer
maltiplas aliquotas representativas de uma amostra citologica unica. Além disso, usa um
fixador a base de alcool capaz de preservar as caracteristicas morfoldgicas das células,

manter a integridade do DNA, do RNA e de suas proteinas (Lin et al, 2000)
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1.7.2 HISTOPATOLOGIA

O diagnostico histopatolégico das alteracdes associadas ao HPV é de grande
importancia pois nele baseia-se, na pratica assistencial, a maior parte das decisbes
terapéuticas das lesdes causadas pelo HPV e de suas consequéncias no trato genital (Di
Loreto & Alves, 1998). O diagndstico da lesdo deve ser obtido por méetodos morfolégicos,
sendo o padrdo-ouro o diagnostico em produto de bidpsias ou produto de resseccdo por
cirurgia ou algas diatérmicas. A relevancia do estudo histopatoldgico estd ndo apenas em
corroborar o diagnostico de infeccdo pelo HPV, mas em situa-la no contexto das lesdes de
eventual capacidade de evolucdo para neoplasia, através da graduacdo da lesdo, seguimento
e avaliacdo da resposta ao tratamento. O exame histoldgico €, ainda, grande parametro para
afericdo da qualidade da citopatologia. As amostras teciduais oferecem a oportunidade de
correlacdo direta entre o dano morfologico arquitetural e celular com a presenca de
moléculas indicadoras das multiplas faces da biologia da infeccdo (Di Loreto & Alves,
1998).

Embora alguns autores tenham relatado elevado nivel de concordancia diagnostica
interobservador, ainda existe consideravel discrepancia, principalmente nas lesbes
limitrofes, uma vez que, do ponto de vista morfologico, estas alteragdes formam um
espectro (Di Loreto & Alves, 1998). Embora, as caracteristicas histologicas das neoplasias
cervicais intra-epiteliais sejam bem conhecidas, aplicacdes inconsistentes dos critérios

morfolégicos, bem como a existéncia de alteragdes escamosas e glandulares que
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mimetizam lesGes, podem resultar em significante variabilidade interobservador e intra-

observador (Keating et al., 2001).

1.7.3COLPOSCOPIA

A colposcopia € um exame de imagem utilizado para avaliacdo do aparelho genital,
feminino, com ampliacdo entre 3 e 30 vezes. O aparelho Optico utilizado para exame foi
idealizado por Hinselmann e Von Franque entre os anos de 1924 e 1925, em Hamburgo
(Torres & Riopelle, 1993; ASCCP, 2007),

Durante a 22 Guerra Mundial, devido ao nazismo, criou-se uma barreira para a
difusdo da técnica. Entretanto, em alguns paises, tais como Espanha, Italia, Brasil, Franca e
Suica, a colposcopia continuou a se desenvolver (Dexeus et al., 2002). Em 1928, Schiller
introduziu o conceito de aplicacdo de solucdo de iodo na superficie do colo uterino, com o
objetivo de identificar areas ndo-glicogénicas para bidpsia (ASCCP, 2007).

Atualmente, o exame colposcopico é realizado por médico treinado, com o auxilio
de um videocolposcopio, com fonte de luz fria e presenca de filtro verde.

A inspecdo do colo uterino € feita atraves da colocacdo de espéculo e visualizagdo
do colo uterino, primeiramente sem adi¢cdo de qualquer componente quimico e a seguir
com adicdo de solucdo de &cido acético 3% e solucdo iodo-iodetada (Lugol), prova
chamada de Teste de Schiller. A solucdo de acido acético 3% provoca coagulacdo das
proteinas das células alteradas, corando-as de branco. Tal alteracdo ndo & observada em
células normais. Ja a solucdo iodo-iodetada cora intensamente o glicogénio contido nas
células normais, originando uma colorag¢do marron escura no colo uterino normal. Por outro
lado, as células alteradas ndo sdo impregnadas pelo Lugol e permanecem com uma

coloragdo amarelo-ouro.
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As alteracGes de coloracdo provocadas pelo uso destas duas solucdes, guiam o
examinador para a realizacdo da biopsia nas areas alteradas. O exame colposcopico deve
ser iniciado no pequeno aumento. Os aumentos maiores sdo utilizados para observar
detalhes e padrdes vasculares anormais. O filtro verde pode ajudar no exame do padréo

vascular (ASCCP, 2007).

1.7.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica usada para localizar antigenos
especificos em células ou tecidos, baseado em reconhecimento antigeno-anticorpo. Este
método ja tem uma longa histdria, que iniciou em meados de 1940, quando Coons
desenvolveu as técnicas de imunoflorescéncia para detectar antigenos em cortes de tecido
congelado. Entretanto, apenas no inicio dos anos 90, 0 método encontrou aplicacdo geral na
patologia cirurgica (Taylor et al., 2002).

Um anticorpo € uma molécula glicoproteica produzida por linfocitos B, que séo
capazes de reconhecer antigenos com alta especificidade. Antigeno ¢ uma molécula que
ligada ao anticorpo especifico, provoca uma resposta imunologica (Alberts, 1997; Ferreira
& Rocha, 2004). A especificidade precisa dos anticorpos pelo antigeno, faz deles
poderosas ferramentas para o biologista molecular (Albers, 1997). A producdo de um
anticorpo por um animal é induzida especificamente pela presenca de um antigeno (Taylor
et al.,2002). Esta identificacdo podera ser vista a microscopia éptica de transmisséo, de

acordo com varios procedimentos, em que se incluem 0s que empregam imunocomplexos
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enzima-antienzima e métodos com marcacdo prévia como a avidina-biotina-peroxidase
(Filho & Alves, 1998).

Em tese, os anticorpos monoclonais podem ser considerados mais especificos, ja
que reconhecem apenas o0 epitopo para o qual se dirigem. Em contrapartida, os anticorpos
policlonais geralmente permitem sistemas de deteccdo mais sensiveis por reconhecerem
uma colecéo de sitios (Filho & Alves, 1998).

Este método baseia-se no reconhecimento de algumas caracteristicas antigénicas
através do uso de anticorpos monoclonais contra a p16INK4 (Filho & Alves, 1998). O kit
histologico CINtec™pl6INK4 contém 0s reagentes necessarios para um procedimento
completo de imuno-histoquimica, para ser realizado em amostras embebidas em parafina e
fixadas em formalina.

Este kit é baseado nos sistema EnVision, um sistema de detecgdo em dois passos,
baseado em um polimero solivel em agua, ao qual sdo conjugados 0s anticorpos
secundarios (Fig.4).

O sistema EnVision proporciona uma reagdao imuno-histoquimica rapida, simples e
livre de biotina, baseada na utilizacdo da tecnologia dos polimeros. O sistema EnVision é
usado com anticorpos primarios de coelho ou rato. Este sistema é facil de usar, em funcgéo
de ser composto por poucas etapas de realizacdo e com periodos de incubacdo curtos. Além

disso, elimina as reagcfes cruzadas com biotina tecidual.
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Fig.10: A: aplicagdo do anticorpo primario; B: aplicacdo do polimero enzimético.

1.7.5 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

As técnicas de hibridizacdo molecular atuam, genericamente, com “sondas”, que s2o
fragmentos conhecidos de seqiiéncias nucleotidicas de DNA ou dos RNA viral e que séo
colocadas na presenca das células pesquisadas em uma amostra de interesse, ocorrendo
reacOes “de hibridizagdo” ou ‘“anelamento”, quando as seqiiéncias de bases sdo
complementares entre si (Filho & Alves, 1998).

A deteccéo desses fragmentos conhecidos de DNA viral, pode revelar ndo apenas
uma infecgdo pelo HPV, mas informar também qual o tipo viral.

A captura de hibridos é apenas um dos métodos de hibridizagdo molecular
utilizados. Uma de suas vantagens € elevada sensibilidade e especificidade. O método
utilizado é semelhante as reacfes imuno-enzimaticas tipo ELISA, com preparo de reagdes
em micro-placas, cuja sensibilidade, quando associada a citopatologia mostra indices que
oscilam entre 90 a 100% (Filho & Alves, 1998). Trata-se de um imuno-ensaio n&o-
radioativo que usa sondas de RNA para detectar fita Unica de DNA-alvo e ele pode

identificar a presenca de 14 tipos freqiientes de HPV anogenital (Zahm, 1999).
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O meétodo se baseia em uma hibridizacdo molecular convencional, em que
diferentes tipos de solucdes de sondas nao radioativas de &cidos ribonucléicos (RNA) séo
colocadas a reagir com amostras desnaturadas que contém o DNA pesquisado: uma com 0s
tipos de baixo risco/grupo A (HPVs 6, 11, 42, 43 e 44), e outra com nove tipos de alto
risco/grupo B (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 e 56) (Zahm, 1999).

Ap0s a hibridizacdo, as moléculas de DNA ligadas as sondas de RNA adicionadas,
contendo os ‘“hibridos” sdao colocadas em tubo recoberto com anticorpos especificos
marcados com fosfatase alcalina. A deteccdo da reacdo é feita por quimioluminescéncia e

mensurada em unidades relativas de luz (Zanm, 1999).

1.7.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR ¢é um método poderoso para amplificacdo de quantidades diminutas de
sequéncias especificas de DNA-alvo em diversas milhdes de vezes. Para realizar-se a PCR
podem ser usados esfregacos citoldgicos, lavados, bidpsias transoperatérias de congelacédo
ou tecidos embebidos em parafina. O DNA-alvo nestes espécimes deve ser isolado. Isso
pode ser feito por uma digestdo ndo-ibnica detergente / protease ou por congelamento e
aquecimento do material celular (Filho & Alves, 1998; Zahm & Schneider, 1999).

E necessario que a seqiiéncia-alvo de nucleotideos seja conhecida de modo que gere
iniciadores de oligonucleotideos apropriados de 20 a 25 bases de comprimento que
pareiam regides especificas do DNA-alvo. Apds o anelamento destes iniciadores, a acdo de
uma DNA polimerase termoestavel, como por exemplo, a Taq polimerase, realizard a

sintese da fita de DNA alvo. A concentracdo do DNA-alvo cresce exponencialmente. Apos
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35 ciclos, mais de 10 trilhdes de copias de DNA-alvo podem ser produzidas. Portanto, téo
pouco quanto 10 a 100 moléculas de DNA, podem ser amplificadas (Filho & Alves, 1998;
Zahm & Schneider, 1999).

Espécimes como esfregacos citopatologicos, lavagens, bidpsias por congelagédo ou
tecidos embebidos em parafina sdo adequados. O DNA-alvo nestes espécimes deve ser
isolado. Isso pode ser feito com uma digestdo ndo-idnica detergente/protease ou por
congelamento e aquecimento do material celular. Para realizar a PCR € necessario 0

preparo de uma solugéo contendo:

amostra de DNA a ser amplificada;

um par de iniciadores especificos que definem a regido-alvo do DNA a ser

amplificada;

- DNA polimerase termoestavel,

todos os 4 deoxirribunucleotideos;

- tampao para estabilizar a DNA polimerase termoestavel contendo MgCl2, KCl e
Tris-HCI, pH 8,3.

A concentracdo de varios componentes varia para os diferentes tipos de
PCR. A PCR é um processo termo-ciclico que inclui trés etapas: primeiro, durante a
desnaturacdo (a 95°C), a fita dupla de DNA-alvo € separada em fitas Unicas. Segundo, 0s
iniciadores se anelam ao DNA alvo (cerca de 55°C). Os dois iniciadores anelam
especificamente as suas sequéncias complementares de DNA-alvo de fita Unica. A distancia
entre os dois iniciadores é geralmente de umas poucas centenas de nucleotideos. Terceiro, a

extensdo do iniciador € desempenhada por uma DNA polimerase termoestavel (a 72°C). A
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DNA polimerase gera fitas “filhas” de DNA que atravessam a regido entre os dois
iniciadores.

Ambas fitas simples iniciais de DNA, por conseguinte sdo convertidas em 4 fitas
simples, as quais servem como modelo para o ciclo seguinte de PCR. A PCR é geralmente
concluida apos 35 a 40 ciclos. Subsequentemente, a amplificacdo de PCR é detectada em
eletroforese de gel de agarose contendo brometo de etidio e visualizado em luz ultra-violeta

ou gel de poliacrilamida corado com solucéo de nitrato de prata (Zahm, et al., 1999).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para o estudo foram selecionadas amostras do colo uterino de pacientes atendidas
no Ambulatério de Patologia do Trato Genital Inferior do Ambulatério Central da
Universidade de Caxias do Sul e no Laboratério Diagnose, nas quais foram realizados
estudos citopatologico, colposcopia, anatomo-patoldgico de bidpsia dirigida do colo
uterino, determinacdo da presenca de HPV-DNA por PCR com tipagem viral e imuno-
histoquimica para a p16INK4.

Foram incluidas no estudo pacientes com suspeita de lesdo escamosa intra-epitelial
de baixo grau (LEIBG) detectadas no exame citopatoldgico convencional de rotina, em
anatomo-patolégico de bidpsia de colo uterino realizada sob orientacdo colposcopica por
suspeita de infeccdo viral, exame colposcépico alterado ou exame de biologia molecular
positivo para HPV-DNA. Estas pacientes foram convidadas a participarem do projeto,
ficando comprometidas a retornarem ao servico a cada 6 meses durante dois anos para
seguimento. Nestas oportunidades, as pacientes foram reavaliadas, sendo repetidos os
exames de citopatologia e biologia molecular e realizadas novas bidpsias quando
necessario. No momento da adeséo ao projeto, as pacientes foram orientadas a assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As pacientes incluidas no estudo estdo
listadas no quadro 3. As pacientes ao assinarem o0 Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido receberam uma identificagdo a ser utilizada durante a duragdo do projeto. A

identificacdo designa todas as pacientes com a letra A (maiuscula) seguida de dois
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numeros separados por barra. O primeiro corresponde a ordem consecutiva de pacientes
recrutadas e o segundo corresponde a visita a que o material se refere. EX.. amostra de
secre¢do de colo uterino designada como A 35/4 corresponde a amostra da trigésima quinta
paciente recrutada, em sua 42 visita.

2.2 Citopatologia

Os exames citopatologicos foram coletados em lamina de vidro com extremidade
fosca e processados de acordo com o0 método de Papanicolaou (Papanicolaou, 1942), com
posterior analise por microscopia Optica, realizada por médico patologista. Os exame
citopatologicos foram revistos e classificados de acordo com o preconizado pela
classificacdo de Bethesda (Solomon & Nayar, 2004).

A orientacdo da classificagdo ¢ a seguinte: casos “negativos”, quando ndo for
observada nenhuma alteracdo citoldgica significativa; “LEIBG”, quando observadas
alteracdes celulares compativeis com displasia leve/NIC 1 e infec¢do pelo HPV; “LEIAG”,
guando observadas alteracBes celulares compativeis com displasia moderada/NIC 2 e
acentuada/NIC 3; “carcinoma invasor”, quando mostraram sinais de invasdo da camada
basal e, por fim, “ASC” para os casos com atipias de significado indeterminado. Foi
coletado no momento do exame ginecoldgico, secrecdo cérvico-vaginal para pesquisa de

HPV-DNA pelo método de PCR.

2.3 Colposcopia
Os exames colposcépicos foram realizados por médico treinado, com auxilio de
colposcopio com até 20 aumentos. As bidpsias dirigidas do colo uterino foram realizadas

apenas quando necessario, na presenca de alteracdo colposcopica sugestiva de leséo. Os

52



fragmentos foram acondicionados em frascos contendo solucdo de formol 10% para

posterior analise pelo laboratério de patologia.

2.4 Anatomia-patoldgica
Os exames de anatomo-patolégicos foram processados pelo método de rotina de

embebicdo em parafina e preparacdo de cortes histologicos de 3 micra de espessura,
utilizando-se coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) com posterior andlise por
microscopia Optica convencional, realizada por médico patologista. A analise das laminas
obedeceu a critérios histologicos propostos por Richart (Richart, 1990), sendo que o
material foi classificado como: “normal”, na auséncia de quaisquer alteracdes celulares ou
arquiteturais; “NIC 17, quando detectadas alteragdes celulares tais como hipercromasia,
irregularidade nuclear, mitoses, condensacdo de cromatina, perda da polarizacdo e
desarranjo arquitetural restritas ao ter¢o inferior do epitélio; “NIC 2”, quando estas
alteragcdes estavam confinadas a 2/3 do epitélio; “NIC 3”, quando toda a espessura do
epitélio mostrava alteracdes celulares; e, por fim, “HPV”, quando foram detectadas
alteracbes celulares compativeis com infeccdo pelo virus, tais como coilocitose,

disceratose, macronucleose, binucleagdo ou multinucleagéo e anfofilia.

2.5 Biologia Molecular

A determinacdo da presenca de DNA-HPV e tipagem viral foram realizadas pelo
método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Gravitt et al, 2000) realizada em dois
grupo de amostras. Um deles foi constituido por amostras embebidas em parafina e, outro,
por amostras de coleta de secrecdo cérvico-vaginal conservadas em tampdo TE e

congeladas em freezer, 20°C negativos. O DNA das amostras, obtidas de esfregago de colo
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uterino, foi isolado e purificado através do uso do kit GFX Genomic Blood® DNA
Purification Kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA), conforme instruces do
fabricante.

O material proveniente de blocos de parafina foi submetido a cortes histologicos
com 8um de espessura. A retirada da parafina foi feita de duas formas: quimica e térmica.
Na retirada da parafina pelo método quimico, os cortes histoldgicos serdo acrescidos de
ImL de xilol e incubado a 65°C por 15 minutos. Apds este tempo, o material foi
centrifugado e lavado em sucessivos banhos de alcool, em concentracdes decrescentes, com
0 objetivo de desparafinizar a amostra. Apds a lavagem, o sobrenadante é desprezado e o
“pellet” seco em temperatura ambiente.

Na retirada da parafina através de aguecimento, cada amostra, acrescida de 200uL
de tampdo de digestdo, é levada ao forno de microondas por 4 ciclos de 15 segundos,
agitando-se vigorosamente entre cada um deles. As amostras foram submetidas, entéo, a
centrifugagdo durante 10 minutos, ao final da qual removeu-se a parafina sobrenadante,
adicionando-se 200uL de TEP (6,059 Tris-HCI, 3,72g EDTA, 50uL Triton X-100,
completar para 10mL com agua destilada).

Apds esta etapa, procedeu-se a extracdo de DNA das amostras. A extracdo foi feita
de duas maneiras: utilizando-se o kit Wizard® Genomic, DNA Purification Kit (Promega
Corporation, Madison, Wi, USA), conforme instrucdes do fabricante ou o método organico.

O método organico constitui no seguinte: cada amostra sera acrescida 200uL de
enzima de digestdo e 200uL de TEP e incubada em banho a 50°C por 48 horas, sendo
agitada ocasionalmente. Ao fim das primeiras 24 horas de banho, é acrescentado mais 50uL

de TEP. Apds o periodo de incubagdo, procede-se a inativagdo da enzima de digestdo, com
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elevacdo da temperatura do banho a 96°C, por 15 minutos. Adiciona-se, entdo, 200uL de
Acetato de Amdnia 6M, pH 8,5. A amostra € agitada em vortex e apds centrifugada. O
sobrenadante (que contém DNA) é transferido para um tubo novo e o restante foi
desprezado. No novo tubo foi adicionado 600uL de isopropanolol PA frio, misturando com
cuidado e incubando em freezer 70°C negativos, por 2 horas. Apés a incubacao, a amostra
foi centrifugada por 15 minutos. A seguir, a fase liquida é cuidadosamente desprezada,
adicionando-se 600uL de etanol 70%, misturando por inversdo. A amostra foi entdo
centrifugada por 15 minutos. Este passo, que tem como objetivo lavar o DNA, sendo
repetido 3 vezes. Por fim, a fase liquida foi desprezada, deixando-se secar o “pellet” sobre
papel absorvente. Uma vez seco, 0 DNA foi ressuspendido em 50uL de tampéo TE, pH 7,5
e armazenado em freezer 20°C negativos.

Apds a extracdo do DNA, utilizando-se quaisquer dos métodos, as amostras foram
submetidas a PCR, utilizando-se o conjunto de iniciadores genéricos para HPVs, PGMY
09/11 (Gravitt et al., 2000), capazes de amplificar 450 pares de bases (pb) do gene L1 de
diversos tipos de HPVs genitais. A mesma PCR s&o adicionados os iniciadores GH20 e
PCO4 (Saiki et al., 1988) que amplificam 268 pb do gene da B-globina humana, servindo
como controle interno para avaliacdo da integridade e suficiéncia de DNA de cada amostra.
A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em um volume de reacdo de 20 plL,
formada por uma solugdo equimolar de cada um dos iniciadores genéricos PGMY 09/11 na
concentracdo de 25 uM de cada oligonucleotideo, iniciadores GH20 e PCO4 (20mM de
cada iniciador), 15 mM de 10x PCR Buffer, 4 mM de MgClI2, 100 uM de dCTP, 100 uM
de dGTP, 100 uM de dATP, 100 uM de dTTP e 0,2uL de AmpliTag Gold® DNA

Polymerase (Roche, New Jersey,USA). A amplificacdo foi realizada em um tubo Unico,
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através da utilizacdo de 40 ciclos em termociclador (PTC — 100 Peltier Thermal Cycler,
MJ Research, Waltham, Massachusetts, USA). Cada ciclo inclui 1 minuto de desnaturacéo a
95°C, 1 minuto de anelamento a 55°C e 1 minuto de alongamento da cadeia a 72°C. O
primeiro ciclo foi estendido por 13 minutos de desnaturacdo a 95°C. O ultimo passo de
alongamento da cadeia a 72°C foi procedido por 5 minutos, modificado de Gravitt et al
(2000). Foram incluidos controles positivos e negativos na reacdo. Os controles positivos
usados sdo compostos por DNA de plasmidio, contendo genoma completo de HPV,
gentilmente cedidos pela Dra. Luisa Lina Villa (Instituto Ludwig para Pesquisa do Cancer —
Sdo Paulo). O controle negativo utilizado é um tubo com a mistura da reacdo, porém sem
DNA.

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (1,059 de
agarose dissolvido em 75mL de TBE 0,5x), acrescido de 4uL de brometo de etidio a
10mg/mL. O tampédo TBE 0,5x foi preparado usando 5,5g de acido bérico, 10,8g de Tris,
0,925g de EDTA e 2 litros de agua destilada. A eletroforese foi conduzida em tampdo 0,5x
TBE pH 8,3 a aproximadamente 110V constantes. O marcador de peso molecular
dX174/Hae Il (Invitrogen, Frederick, Mariland, USA) foi aplicado em cada gel. Os géis
foram visualizados e analisados sob luz ultravioleta.

As amostras foram amplificadas na primeira reacdo de PCR usando os  primers
degenerados GP-E6-3F (GGG WGK KAC TGA AAT CGG T), GP-E6-5B (CTG AGC
TGT CAR NTA ATT GCT CA) e GP-E6-6B (TCC TCT GAG TYG YCT AAT TGC TC),
sendo W, A/T; K, GIT; R, A/G; Y, C/T e N, A/IC/G/T. Estes primers amplificam uma
regido de 630pb da regido E6/E7 dos 38 tipos de HPV mais comuns. A reacdo de

NESTED-PCR é especifica e foi realizada para os tipos 6/11, 16, 18, 31, 33, 42, 52 e 58.
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Os primers usados e os tamanhos dos produtos amplificados estdo discriminados no quadro

2. Todo procedimento, tanto a primeira reacdo (PCR) quanto a segunda reacdo (NESTED-

PCR), ocorreu segundo Sotlar

(2004). Os produtos amplificados foram analisados por

eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 4%, utilizando-se tampéao TBE 1X e posterior

coloracdo com nitrato de prata. Como marcador de peso molecular foi utilizado o pGEM

(PROMEGA Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese vertical em gel de

poliacrilamida 4%, utilizando-se tamp&o TBE 1X e posterior

coloragcdo com nitrato de

prata. Como marcador de peso molecular foi utilizado o pPGEM (PROMEGA).

Quadro 2: primers utilizados no PCR “nested”.

Tipo de HPV primer Tamanho do fragmento

6/11 TGC AAG AAT GCACTG ACC AC 334 pb
TGCATGTTG TCC AGC AGT GT

16 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC 457 pb
CAT ATATTC ATG CAATGT AGG TGT A

18 CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA 332 pb
GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA

31 GAA ATT GCATGA ACT AAGCTCG 263 pb
CACATATACCTTTGTTTGTCAA

33 ACT ATA CAC AAC ATT GAACTA 398 pb
GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA

42 CCC AAAGTAGTGGTCCCAGTTA 277 pb
GAT CTTTCG TAG TGT CGC AGT G

52 TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG 229 pb
CTAATAGTT ATT TCACTT AAT GGT

58 GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC 274 pb

GTT GTT ACAGGT TAC ACT TGT
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2.6 Imuno-histoquimica

No material histopatologico (blocos de parafina com amostras de colo uterino ) foi
realizado exame imuno-histoquimico para deteccdo da pl6INK4. Foram feitos cortes
histologicos com 4 micra de espessura montados em laminas de vidro sialinizadas. Os
procedimentos de imuno-histoquimica foram realizados de acordo com as instrucbes do
fabricante do anticorpo. As laminas sialanizadas foram preparadas em uma bateria
composta por um banho de acetona (500ml) por 30 segundos, seguindo de um banho de 5
minutos em uma solucdo composta de 475ml de acetona acrescidos de 25ml de
aminopropiltrimetoxisilano  97% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Apds, sao
realizados mais dois banhos em 500ml de acetona por 30 segundos cada, seguidos de
secagem em estufa a 40°C.

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

a) desparafinizacdo: remocao da parafina por aquecimento;

b) reidratagdo: banhos sucessivos com xilol, etanol 95% e etanol 70%;

c) reconhecimento dos epitopos através do uso de solucéo prépria contida no kit;

d) reconhecimento da peroxidase atraves do uso do reagente proprio presente no

Kit;
e) aplicacdo do anticorpo primario (p16INK4 rato anti-humano, clone E6H4) ou do

reagente para controle negativo;
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f) aplicacdo do DAB,;

g) contracoloracdo com hematoxilina de Mayer.

A expressdo da pl6INK4 através de imuno-histoquimica produz padrBes de
coloracdo marcantes. As ceélulas que apresentam expressdo da pl6INK4, mostram-se
coradas de marrom, podendo esta coloragcdo ser visualizada tanto no nucleo, quanto no
citoplasma. Por outro lado, as células normais coram-se apenas pela hematoxilina utilizada
na contra-coloracdo, que produz uma tonalidade azulada. As amostras consideradas
positivas para pl6INK4 terdo seus quatro melhores campos fotografados. As células
neoplasicas positivas serdo contadas, relacionando-se com o total de células neoplasicas da
amostra. Esta relacdo originara um percentual de células coradas pelo marcador (Godoy, et

al, 2008).

2. ESTATISTICA

Os dados foram analisados e processados pelo programa SPSS — Windows, 18.0,
utilizando-se testes definidos de acordo com a distribuicdo da amostra.

Os dados foram primeiramente descritos em relacdo a freqiiéncia, utilizando-se
estatistica descritiva. A andlise estatistica da correlacdo entre os grupos foi feita através de

testes ndo-paramétricos, utilizando-se chi-quadrado e teste exato de Fischer.
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3. RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 125 pacientes. Destas, 7 foram excluidas por motivos
pessoais, restando 118 pacientes em seguimento. O resumo dos testes e tempo de
acompanhamento das pacientes esta na tabela 1.

Das 118 pacientes recrutadas para o estudo, em 13 foi realizada captura de hibridos
para determinacdo da presenca de HPV-DNA. Em todas foi realizado teste de PCR. A
captura de hibridos foi realizada nas primeiras pacientes e apds tornou-se indisponivel em
fungdo de custos elevados. Das 118 pacientes do estudo, em 107 pacientes (90,7%)
detectou-se presenca de HPV-DNA por qualquer método de biologia molecular em pelo
menos uma das consultas. Em 11 (9,3%) ndo foi possivel determinar a presenca do virus
(tabela 2).

Das pacientes submetidas a captura de hibridos (n=13) ,11 foram positivas para
HPV-DNA, o que corresponde a 84,6%, sendo que 5 (45,4%) com infeccéo pelos grupos
de alto e baixo risco oncogénico. Apenas uma paciente teve infeccdo por HPV de baixo
risco oncogénico isoladamente. Em 90,9% destas pacientes houve infec¢do por HPV de alto

risco oncogénico.
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Tabela 1: Relagdo das pacientes incluidas no estudo, com respectivos testes realizados.

Paciente Idade visitas CP AP PCR CH p16INK4 Obs.

Al 21 6 5 4 5 1 4

A2 31 2 2 2 2 1 2

A3 25 3 3 3 3 - 3

Ad 26 2 2 2 2 - 2

A5 22 1 1 1 1 - 1

A6 33 6 5 6 6 1 5

A7 29 3 3 2 3 - 2

A8 23 4 4 4 4 1 4

A9 23 4 4 1 4 1 1

Al10 25 2 1 2 2 - 2

All 23 3 3 1 3 1 1

Al2 32 1 1 1 1 - 1

Al3 38 4 3 3 4 - 3

Al4 27 1 1 1 1 - 1

Al5 22 3 3 3 3 - 3

Al6 21 1 1 1 1 1 1

Al7 19 3 3 1 3 1 1

Al8 26 4 4 1 4 1 1

Al9 29 1 1 1 1 - 1 se mudou
A20 31 3 3 1 3 -

A21 24 3 3 3 3 - 3

A22 27 1 1 1 1 - 1 ndo quer mais
A23 35 3 3 3 3 - 3

A24 22 4 4 4 4 1 3

A25 44 2 2 2 2 - 2

A26 16 1 1 1 1 - 1

A27 20 1 1 1 1 - 1

A28 27 3 3 3 2 - 1

A29 22 1 EXCLUIDA (sem seguimento)
A30 25 3 3 2 3 - 1

A3l 27 5 5 2 5 1 2

A32 20 3 2 1 3 - 1

A33 34 3 3 1 3 - 1

A34 28 3 3 3 3 - 3

A35 39 2 1 - 2 - - ndo quer mais
A36 1 EXCLUIDA (sem seguimento)
A37 48 2 2 1 2 - 1

A38 49 2 2 2 2 - 2

A39 25 3 1 2 3 - 2

A40 43 3 3 3 3 - 3

A4l 20 4 3 3 4 - 3

A42 38 1 1 - 1 - -

A43 24 1 1 1 1 1 1

Ad4 52 4 4 3 3 - 3

A45 37 1 1 1 1 - 1

A46 21 2 2 2 1 1 2

A47 26 1 1 1 1 - 1

A48 26 1 1 1 1 - 1

A49 1 EXCLUIDA ( sem seguimento)
A50 27 4 4 4 4 1 3

(CP:citopatoldgico; AP:anatomo-patolégico; PCR:reagdo em cadeia da polimerase; CH:captura hibrida).
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Paciente Idade visitas CP AP PCR CH p16INK4 Obs.
A51 28 1 1 1 1 - 1
A52 26 2 2 2 2 -

A53 23 1 1 1 1 - -
A54 37 1 1 - 1 - -
A55 23 3 3 1 3 - 1
A56 25 2 2 1 2 - 1
A57 19 1 1 1 1 - - ndo quer mais
A58 29 3 2 2 3 - 2
A59 46 1 1 - 1 - -
A60 38 5 4 4 5 - 4
A6l 28 1 1 - 1 - -
A62 30 3 3 1 3 - 1
A63 22 2 1 - 2 - -
Ab4 38 4 4 1 4 1 1
AB5 20 4 4 4 4 1 4
A66 50 3 3 - 3 - -
A67 38 2 2 - 2 -

A68 36 1 1 1 1 - -
AB9 19 1 1 1 1 - 1
AT70 20 4 4 4 4 - 3
A71 31 1 1 - 1 - -
AT72 25 2 2 - 2 - -
A73 32 3 3 1 3 - 1
A74 33 1 1 - 1 - -
A75 50 2 2 1 2 - 1
AT76 28 3 3 3 3 - 3
ATT 27 2 2 1 2 - 1
A78 26 3 2 3 3 - 3
AT79 39 3 3 2 3 - 2
A80 23 2 2 1 2 - 1
A81 20 1 1 - 1 - -
A82 22 2 2 - 2 - -
A83 34 1 - 1 1 - 1
A84 21 4 2 1 4 - 1
A85 19 1 1 1 1 - 1
A86 28 2 2 2 2 - 2
A87 48 2 2 2 2 - 2
A88 18 1 1 1 1 - 1
A89 33 2 - 1 2 - 1
A90 19 1 1 - 1 - -
A9l 32 1 1 1 1 - 1
A92 16 1 1 - 1 - -
A93 57 1 1 1 1 - 1
A94 23 3 2 3 3 - 3
A95 41 3 3 3 3 - 3
A96 24 1 1 1 1 - -
A97 43 2 2 2 2 - 2
A98 20 1 1 1 1 - 1
A99 23 1 1 1 1 - 1
A100 51 1 1 - 1 - -




Paciente Idade visitas CP AP PCR CH p1l6INK4 Obs.
A101 1 - - 1 - -
A102 2 2 1 2 - 1
A103 48 3 2 1 3 - 1
A104 40 3 2 2 3 - 1
A105 28 3 1 2 3 - -
A106 18 1 1 1 1 - -
A107 24 3 2 1 3 - 1
A108 41 1 1 - 1 - -
A109 30 3 2 - 3 - -
A110 16 3 2 3 3 - 3
Al111 19 1 1 1 1 - 1
Al112 39 1 1 1 1 - 1
A113 44 2 2 1 2 - 1
ANULADA
A115 25 1 - 1 1 - 1
Al116 54 1 1 1 1 - 1
A117 27 1 1 1 1 - 1
Al18 46 1 - - 1 - -
A119 36 3 2 1 3 - 1
Al120 28 1 1 - 1 - -
Al21 15 1 1 1 1 - 1
Al22 47 1 1 1 1 - 1
A123 3 - - 3 - -
Al24 20 2 1 - 2 - -
A125 1 - - 1 - -

Tabela 2: Resultados da pesquisa de DNA-HPV por biologia molecular.

Pacientes (n) Resultados de Biologia Molecular
107 HPV +
11 HPV —

O total de pacientes com infeccdo por HPV confirmada através de PCR em pelo

menos uma consulta, é de 107 que corresponde a 90,7% (tabela 2) com idade média de 29,5
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anos. Em 42 pacientes (36,5%) detectou-se HPV em todas as consultas (variando de 2 a 6
encontros), com tempo maximo de infeccdo de 33 meses. A infeccdo maltipla por HPV
(que corresponde a infec¢do por 2 ou mais tipos diferentes) em uma mesma consulta
ocorreu em 54 das 107 pacientes detectadas com o virus (50,5%). A infeccédo por diferentes
tipo de HPV em diferentes consultas ocorreu em 39 das 107 pacientes infectadas (36,5%).
As pacientes que apresentaram infeccdo multipla estdo listadas na tabela 3. Entre elas, 20
(37%) apresentaram infeccdo por apenas HPV do grupo de baixo risco oncogénico. Sete
(12,9%) pacientes apresentaram infeccdo por dois ou mais HPV do grupo de alto risco
oncogénico. As demais (50,1%) apresentaram infeccdo por pelo menos um HPV de cada
um dos dois grupos de risco oncogénico.

Os tipos de HPV identificados nestas pacientes somaram 28, quais sejam: 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 57, 58, 59, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 72, 73 e ND
(tipos classificados como Néo Determinados).

Tabela 3: lista de pacientes com infec¢do maltipla por HPV.

Paciente HPVs encontrados
Al/6 16 + 18

A3/1 45+11+6+16
A4/1 6+11+18
A5/1 16 + 6 + ND
A6/2 6+11+68
AT7/2 6+ 11 +ND
A8/1 16 +42 + ND
A8/3 6+ 11+ ND
AlL1/2 66 + 58

A12/1 18 + 52

Al15/1 18 + 53

A17/1 53+66+6+11
Al17/3 16 + 51

A20/1 6+11+33
A21/1 6+ 11+ 39 +16
A21/2 16 +18 + 69
A21/3 6+11+ND
A23/1 6+11+ND
A23/3 68 + 31 + 52 +33
A25/2 6+ 11+ 16
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Paciente HPVs encontrados
A28/3 6+ 11+ 39

A31/1 6+11+16+54
A32/1 ND + 16

A34/2 6+11+16

A34/3 ND + 16

A38/1 52 + 66

A39/2 6+11+52

Ad4/4 6+31+58

A50/1 6+ 11+ 33

A50/2 42 + 66

Ab5/2 42 +57+72
Ab5/3 16 +42

A56/2 6+11

Ab57/1 6+11+31+52
AB0/2 42 + 62

AB0/5 6+11

A62/3 42 +53

A63/1 42 +58

A63/2 18 +31

A64/1 18 +42

A65/1 16 +52 + 64 + ND
A65/2 6+11+16+52+58
A70/1 6+11

A70/2 6+11

A72/2 6+11

A73/2 6+11

A76/2 6+11

A78/1 31+58

A78/2 31+18+58
A86/2 6+11+18

A88/1 6+11

A89/2 52 +6 + 11

A94/1 6+ 11+ 54 + 67
A94/2 6+11+33+54+67+69
A94/3 6+11

A97/1 6+11+16+62+69
A97/2 16 + 18

A102/1 16 + 62

A103/2 ND +6 + 11
A105/3 68 + 39 + 42
A109/1 ND + 16

A109/2 ND + 16

A110/1 16 + 45 + 66
Al15/1 6+11+16
Al118/1 52 +58 + ND
Al119/1 6+11+58
A119/2 52 +58

A119/3 52 +58

Al21/1 16 + 52

Al122/1 16 + 18

Al123/1 35+52+31
Al123/2 35+31+18+58+52+39+33
Al123/3 39+52+31+33
Al124/2 52 + 68

A125/1 53 +54
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Os tipos virais mais frequentes estdo listados com seus respectivos percentuais na
Tabela 4. Os percentuais séo relacionados ao numero de pacientes testadas, considerando

que pode haver infeccdo por mais de um tipo viral.

Tabela 4: HPV mais encontrados e respectivos percentuais.

Tipos HPV N Percentual
ND 66 55,9

6 36 30,5

11 34 28,8

16 25 22

52 15 12,7

18 14 11,9

58 13 11

42 13 11

A proteina pl6INK4 foi testada pelo método de imuno-histoquimica em 156
amostras, de 94 pacientes diferentes. Do universo de 94 pacientes testadas, 39 (41,5%)
foram negativas e 55 (58,5%) foram positivas. O percentual de positividade da p16INK4
variou de 10 a 100% (tabela 5) A correlagéo entre a presenca de DNA-HPV e a expressao
da proteina p16INK4 estd demonstrada na tabela 6.

Das pacientes que tem infeccdo multipla pelo HPV, que foram testadas para
pl6INK4 (n=49), 35 (71,4%) foram positivas e apenas 14 (28,6%) foram negativas (p =

0,16). Das pacientes que mostraram expressdo da pl6INK4 maior que 50% de células
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neoplasicas coradas (n=38), houve associacdo estatisticamente significativa com infeccao

maultipla (26 casos = 68,4%), com p=0,036.

Tabela 5: Distribuicdo dos casos corados pela p16INK4,
relacionados ao percentual de células coradas (n=55).

% de células coradas n %
10 6 10,9
20 2 3,6
30 2 3,6
40 6 10,9
50 1 21,8
60 4 7,3
70 1 1,8
80 1 23,6
90 3 5,5
100 6 10,9

Tabela 6: Correlagéo entre a expressdo da p16INK4 e a
presenca de DNA-HPV por PCR. p=0,382

70,9%

HPV-DNA (PCR)

Positivo Negativo
p16INK4 35 (40,2%) 4 (57,1%)
Negativa 39 (41,5%)
p16INK4 52 (59,8%) 3 (42,9%)
Positiva 55 (58,5%)

Entre as pacientes estudadas (n=118), sete (5,9%) evoluiram de LEIBG para LEIAG

em periodos de tempo que variaram de 4 a 16 meses. Quatro delas tiveram infeccéo
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multipla pelo HPV, combinando tipos virais de baixo risco e alto risco. Uma paciente

desenvolveu LEIAG e estava infectada pelos HPV 6 e 11. As outras duas pacientes tiveram

infeccdo por HPV néo determinado.

A relacdo da expressdo da proteina p16INK4 com os tipos de HPV mais freqiientes

estd explicitada na tabela 7. Os tipos virais que mostraram associacao estatistica mais forte

com a expressao da proteina foram os tipos 6 e 11, seguidos pelos tipos 18, 52 e 42. Em

relacdo aos tipos 16 e 58, ndo houve associacao estatistica com a expressdo da proteina.

Tabela 7: Associacdo entre os tipos de HPV e a expresséo da proteina p16INK4.

p16INK4

Tipo HPV n n % RR IC 95% p

6 + 34 27 79,4% 1,7 12a23 0,004
- 60 28 46,7% 0,3

11 + 32 26 81,3% 1,7 12a23 0,003
- 62 29 46,8% 0,3

16 + 25 16 64,0% 11 0,7al16 0,6
- 69 39 55,5% 0,8

18 + 12 10 83,3% 15 11a20 0,12
- 82 45 54,9% 0,3

52 + 14 5 35,7% 0,5 0,2al7 0,11
- 80 50 62,5% 1,7

58 + 10 6 60,0% 1,02 06al7 1,0
- 84 49 58,3% 0,96

42 + 11 9 81,8% 1,4 1,0a2,0 0,1
- 83 46 55,4% 0,4
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4. DISCUSSAO

O estudo foi conduzido a partir de pacientes referendadas devido a algum exame
indicando a presenca de HPV, seja citologia, colposcopia ou biologia molecular, ou ainda,
uma combinacdo de dois ou mais destes exames. A infec¢do por HPV foi comprovada em
90,7% das pacientes (107 de um total de 118). A avaliacdo individual dos resultados da
citopatologia no primeiro encontro, mostrou uma taxa baixa de positividade na detec¢éo de
LEIBG (27,1%). Isto pode indicar que os médicos ndo se utilizam apenas dos resultados da
citopatologia para avaliar a suspeita de HPV. E possivel que a inspecdo visual com
aplicacdo de acido acético e lugol e eventualmente, colposcopia, aliada ao citopatolégico,
tenha sido a responsavel pela indicacdo das pacientes para investigacdo. O papel da
inspecdo visual com acido acético, principalmente quando associado a outros métodos, é
fundamental, como tem demonstrado varios autores, tais como Sankaranarayanan (2003),
Cordeiro (2005) e Braganca (2005). A combinacdo de métodos parece ser eficaz, visto que
0 DNA-HPV foi encontrado na maioria das pacientes.

Com relacdo a presenca de DNA-HPV por biologia molecular, diversos autores tém
encontrado indices diferentes, em estudos conduzidos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Molano (2003) e seus colaboradores, em um estudo conduzido na
Colémbia em associacdo com a agéncia internacional de pesquisa do cancer da Franca,
encontrou um indice de infeccdo por HPV de 16,5% em um universo de 1373 pacientes
acompanhadas por um periodo de 5 anos com o objetivo de avaliar o clearence da infeccéo
viral. Ja Rosa (2007) encontrou um indice de 12,7% de infecgdo por HPV em uma amostra

de 500 pacientes, em estudo conduzido em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Por outro
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lado, a incidéncia descrita por Banura (2010) em um estudo conduzido em Uganda, foi de
86,6%, em pacientes sem outras co-infec¢fes, embora a idade média nesta populacao tenha
sido de 19 anos. A grande variabilidade entre os estudos pode dever-se a idade média da
populacéo estudada, ao método utilizado para identificacdo do DNA viral e a caracteristicas
préprias de cada populacéo.

Ja em relacdo aos tipos de HPV encontrados, é sabido que existe certa variabilidade
entre regides geograficas. No presente estudo, 0 HPV 16 foi o quarto mais prevalente, e a
incidéncia ndo foi tdo alta quanto o esperado, ficando na marca de 22% das amostras.
Semelhante resultado foi encontrado por Molano (2003), na Colémbia, que descreveu a
ocorréncia de 16% do HPV 16, seguindo do HPV 58, com 8%. No estudo conduzido por
Banura (2010) e colaboradores, o HPV 16 infectou 15,3% da populacgéo, tendo sido apenas
0 terceiro tipo mais frequente, precedido pelo HPV 51 (com 20% das amostras) e HPV 52,
somando 18,7% das amostras. Ja Dunne (2007), em estudo conduzido em populacdo em
geral, nos Estados Unidos, encontrou ocorréncia do HPV 16 muito baixa (apenas 1,5%) e
somando os quatro tipos de HPV presentes nas vacinas disponiveis, Dunne relatou 3,4% de
ocorréncia, mostrando que ha imensas discrepancias.

A infeccdo por multiplos tipos de HPV, caracterizada por dois ou mais tipos ao mesmo
tempo, foi encontrada em 50,5% das pacientes no presente estudo, achados semelhantes aos
de Banura (2010), que encontrou 47,6% de multiplicidade. J& Richardson (2005) relatou
38% de multiplicidade assim como Dunne (2007), que relatou 39,9% de multiplicidade.
Molano (2003) relatou apenas 20% das amostras com multiplos HPV. As pacientes que
tiveram infeccbes mudltiplas pelo HPV foram as que permaneceram por tempo maior

infectadas. No presente estudo, este tempo de infeccdo variou de 6 a 28 meses. Alem disso,
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nas pacientes que evoluiram para LEIAG (n=7), cinco tinham infeccdo mdltipla, sempre
incluindo pelo menos um HPV de alto risco oncogénico.

Molano (2003) descreveu persisténcia do HPV por mais de um ano em 23% das
pacientes, diferente deste estudo que mostrou persisténcia de infeccdo pelo HPV em 36,5%
das pacientes, com um tempo maximo documentado de 28 meses. Rosa (2007) descreveu
persisténcia de 19,3% de infeccdo por um periodo de 19 meses. Ja Banura (2010) descreveu
a persisténcia de 68,8% das mulheres ao fim de 24 meses. Novamente a discrepancia entre
os dados em diferentes populacBGes pode estar relacionado a idade das pacientes (Banura
estudou pacientes muito jovens). Além disso, neste estudo, a de infeccdo por HPV néo
ocorreu necessariamente pelo mesmo tipo. Varias pacientes mostraram infeccdo por um
virus diferente em cada visita.

A expressdo da p16INK4 estd intimamente relacionada com a expressdo de E6 e E7,
necessaria para que ocorra a progressao de infeccdo pelo HPV, para doenca transformante.
A expressdo da p16INK4 em lesdes de baixo grau do colo uterino é extremamente variavel
de estudo para estudo. Neste estudo, o percentual de positividade para a p16INK4 foi de
58,5%. Achado discretamente mais elevado do que o encontrado por Godoy e
colaboradores (2008), que relataram 48,3% em populacdo semelhante. Em Sdo Paulo,
Eleutério Jr (2007) descreveu positividade de apenas 15,4%. J& na Italia, Benevolo (2006)
relatou positividade de 31% em casos de lesdo de baixo grau. Klaes et al., (2001)
encontraram resultados discretamente mais elevados em um estudo incluindo 139
neoplasias intraepiteliais cervicais, conduzido na Alemanha. No estudo de Klaes, foram
relatados percentuais de positividade de 60% nas lesdes de baixo grau. A pl6INK4
representa um importante biomarcador, pois reflete a presenca de um virus oncogénico e a

ruptura do ciclo celular normal. Yildiz (2007) relatou positividade de 80% nas lesbes de
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baixo grau, embora tenha havido uma variacdo na intensidade de coloragéo. Yildiz relatou
que a intensidade da expressdo da p16INK4 foi apenas basal em 58,3% das lesbes de baixo
grau e nenhuma delas apresentou intensidade de coloracdo completa. No presente estudo,
ao contrario, a maioria das lesdes de baixo grau mostrou forte intensidade de coloracdo para
a p16INK4, com 10,9% dos casos chegando a coloracdo completa. Ozgul (2008) relatou
positividade para pl6INK4 em 46,2% das lesdes de baixo grau e sempre de fraca
intensidade. Ozgul relata ainda que a positividade forte e completa para pl16INK4 se
relaciona com lesdes de alto grau.

E importante a observacdo de que a infeccdo multipla pelo HPV se correlacionou
fortemente com a expressdo da p16INK4, sendo que 68,4% das pacientes mostraram esta
associacdo. Isso provavelmente se deva ao maior potencial transformante que o HPV

possua quando se associam varios tipos virais.
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5. CONCLUSAO

Ao final deste estudo de seguimento clinico, podem-se tirar algumas conclusdes
interessantes:

O fator mais importante para persisténcia das lesdes parece ser a ocorréncia de infeccao por
maltiplos HPVs ao mesmo tempo;

Na grande maioria das vezes em que h& infeccdo multipla, unem-se HPVs de alto risco e de
baixo risco;

Pacientes que tém infeccdo maultipla, tém maior incidéncia de positividade para a p16INK4
e a expressdo da mesma € mais intensa;

As pessoas se infectam por diferentes tipos de HPVs em curto espaco de tempo (menos de
1 ano);

A grande maioria das pacientes se infecta por pelo menos um HPV de alto risco;

A melhor estratégia para controle das infeccBes parace ser a associacdo de diferentes
métodos diagnosticos;

Pacientes que tiverem expressdo da p16INK4 acima de 50% de células coradas, devem ser
seguidas mais atentamente;

A duracdo de uma infeccdo por um determinado tipo de HPV tende a ser menor que 12
meses, em média;

O tempo de evolucdo de uma LEIBG para LEIAG em geral é curto (variou de 4 a 16

meses) e envolve infeccdo multipla pelo HPV.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO PARA

COLETA DE MATERIAL DO COLO UTERINO

Sra. , 0 grupo de

professores liderados pelo Prof. Eduardo Pretto Serafini, da Universidade de Caxias do Sul,
esta realizando pesquisa em lesdes do colo uterino (Utero) que podem estar sendo causadas
por um virus chamado Papilomavirus humano, ou HPV.

Esta pesquisa tem como objetivo estudar o comportamento e evolucdo das lesdes de
colo uterino causadas pelo HPV, bem como, identificar qual dos tipos de HPV ocorrem
com maior freqiiéncia na nossa regido, para que com estas informacdes, os profissionais da
salide possam orientar e tratar todos os acometidos por esta doenca.

Gostariamos de esclarecer que o HPV pode estar presente nas genitalias masculinas
e femininas, sendo considerado fator de risco para o desenvolvimento de doencas que
precedem o cancer de pénis, da vulva, da vagina e do colo uterino. Ou seja, 0 HPV tem sido
considerado o causador destes tumores.

Para identificarmos o virus é necessario que se faca a coleta de material diretamente
das lesGes, as quais posteriormente serdo analisadas em laboratorio. Esta coleta podera
causar dor de discreta intensidade e pequeno sangramento. Esta coleta devera ser repetida a
cada 6 meses, durante 2 anos.

A sua participagdo nesta pesquisa serd mantida em sigilo. Somente os médicos

envolvidos diretamente com a pesquisa é que saberdo dos resultados, sendo sua privacidade
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resguardada, ndo sendo relacionada com sua pessoa. Caso a presenca de HPV-DNA seja
detectada, a senhora serd informada e a equipe meédica utilizara tal dado para melhor
tratamento e acompanhamento do seu caso.

Este exame ndo lhe trara despesas e a qualquer momento a senhora podera se retirar
do projeto, caso esta seja a sua vontade. Neste caso, seu acompanhamento serd continuado
pelos médicos, sem nenhum constrangimento.

O seu contato para qualquer duvida serd a Dra. Alessandra Guerra Godoy, através
do telefone 3218-2100 ramal 2541 (Laboratorio de Patologia — sala 507) ou podera ser
encontrada pela parte da tarde no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, localizado no

bloco S da Universidade de Caxias do Sul.

Eu, estou

suficientemente esclarecida e autorizo as coletas de material do meu colo uterino com a

finalidade de pesquisar a presenca e comportamento do virus HPV.

Assinatura

de de 200
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ANEXO 2

(1° ARTIGO — SOBRE O METODO UTILIZADO)

METODO QUANTITATIVO PARA ANALISE DA EXPRESSAO DA p16INK4 EM

LESOES ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS DO COLO UTERINO.

Alessandra Eifler Guerra Godoy, Eduardo Pretto Serafini, Fabio F. Pasqualotto

RESUMO: Os autores apresentam uma nova forma de quantificar a expressao da p16INK4
em casos de lesdo escamosa intraepitelial do colo uterino. O objetivo é identificar
subgrupos dentro do grupo formado pelas pacientes que desenvolvem lesdo escamosa
intraepitelial de baixo grau (LEIBG), na tentativa de discriminar as que merecem um
tratamento mais agressivo, daquelas que podem ser apenas observadas. Ou seja, auxiliar no
dilema de tratar ou ndo estas pacientes.

ABSTRACT: The authors present a new form to quantify the expression of p16INK4 in
cases of squamous intraepithelial injury of the cervix uterine . The objective is to inside

identify sub-groups of the group formed for the patients who develop squamous
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intraepithelial injury of low degree (LSIL), in the attempt to discriminate the ones that they
deserve a more aggressive treatment, of that only can be observed. That is, to assist in the
quandary to treat or not these patients.

PALAVRAS-CHAVES: expressdo da pl6INK4, método quantitativo para pl6INK4,
pl6INK4 em LEIBG e LEIAG.

KEY WORDS: p16INK4 expression, quantitative method for p16INK4, p16INK4 and Low
SIL and High SIL.

A positividade da pl6INK4 por imunohistoquimica em lesdes escamosas intra-
epiteliais do colo uterino tem sido descrita por diversos autores. A maioria dos
pesquisadores tem demonstrado forte correlacdo da expressdo da pl6INK4 com
NIC2/NIC3, entre 90 e 100% dos casos (Klaes, et al, 2001; Hu, et al, 2005; Bozzetti, et al,
2005). Este achado demonstra que o aparecimento de NIC2 e NIC3 esta relacionado com
descontrole do ciclo celular e por conseqliéncia superexpressdo de algumas proteinas como
a pl6INK4.

Os mesmos pesquisadores tém encontrado indices variaveis de expressao da
pl6INK4 em lesdes classificadas como NIC1 e HPV, com percentual de positividade
variando entre 44 e 60% dos casos (Klaes, et al, 2001; Hu, et al, 2005). A grande
dificuldade ao se analisar trabalhos sobre a expressdo da pl6INK4 em lesbGes de colo
uterino estd na grande variabilidade de métodos utilizados para graduar a coloragdo
observada nas laminas de imunohistoquimica. Diferentes autores estabelecem
aleatoriamente pontos de corte para classificar os casos, conforme demonstrado na tabela 1.
Isto faz com que casos considerados negativos por alguns autores sejam positivos para

outros e vice-versa.
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Autor

Método

Wang et al, 2004

Sano et al, 1998

Klaes et al, 2001

Murphy et al, 2003,2005

Keating et al, 2001

Agoff et al, 2003

Hu et al, 2005

Neg — até 20% de celulas coradas
1+ - marcacdo esporadica

2+ - marcacao focal

3+ - marcacao difusa

Neg — até 5% de células coradas
< 80% - marcacdo fraca

> 80% - marcacéo forte

Neg - até 1% de células coradas
<5% - marcacdo esporadica

< 25% - marcacdo focal

> 25% - marcacéo difusa

Neg -0
<10%- 1
<50% - 2
>50% - 3

Neg - até 5% de células coradas
< 80% - marcagéo focal
> 80% - marcacdo difusa

Neg -0

<25% -1

<75% -2

>75% -3

Neg -0

1 - marcacao esporadica
2 — marcacdo focal

3 — marcagéo difusa

Tabela 1: formas de classificacdo para expressdo da pl6INK4 em colo uterino,

utilizada por diversos autores.

Os métodos utilizados até 0 momento na literatura resumem-se a dois grupos. No

primeiro grupo estd 0 método binario simples, que apenas classifica 0s casos em positivo
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ou negativo. No segundo grupo estdo os métodos semi-quantitativos, que utilizam escalas,
buscando agrupar casos dentro daqueles classificados como positivos. Sao utilizadas
algumas  designacBes tais como: negativo/marcacdo  fraca/marcacdo  forte;
negativo/marcacdo esporadica/ marcacdo focal/marcacdo difusa; escala de cruzes e escala
por numeros, variando de 0 a 3. Estes métodos foram aplicados e mostraram-se, na nossa
casuistica, subjetivos e apresentaram grande variabilidade intra e interobservador. Apesar
destas caracteristicas indesejaveis, 0os métodos semi-quantitativos buscam diferenciar
subgrupos dentro daqueles casos classificados como “positivos”. Isto seria especialmente
interessante nos casos de NIC1 e HPV, visto que a expressao da pl6INK4 poderia ser
utilizada como ferramenta adicional da resolucdo do dilema entre tratar ou ndo tratar estas
pacientes. Sabe-se que cerca da metade das pacientes com NIC1/HPV mostram alguma
expressao para pl6INK4 e que metade destas mostram forte expressdo para este
biomarcador.

Na tentativa de diminuir a subjetividade e conseguir uma melhor defini¢do entre os
grupos de lesdo, elaboramos um método quantitativo absoluto para avaliar a expressdo da
pl6INK4 nas lesbes escamosas intra-epiteliais do colo uterino, buscando diferenciar, com
maior precisdo e menor subjetividade, pacientes dentro de um mesmo grupo. O método
avalia o percentual de células neoplasicas coradas em relacdo ao total de células
neoplésicas da lesdo. O objetivo do desenvolvimento deste método é diminuir a
subjetividade e propor uma alternativa que possa ser reproduzida por qualquer patologista,
bastando apenas um microscopio com captura de imagens e uma impressora de boa
qualidade. A reprodutibilidade do método faz com que possa ser utilizado em qualquer

laboratdrio de patologia, visto sua possivel utilidade clinica.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 144 casos de bidpsias de colo uterino, embebidas em parafina,
divididas em trés grupos: grupo controle, grupo composto por pacientes com HPV/NIC1 e
grupo composto por pacientes com NIC2/NIC3. O processo de imuno-histoquimica pelo
sistema EnVision®, foi realizado utilizando-se o Cintec® p16INK4 Histology Kit (Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark), conforme instru¢cbes do fabricante, com anticorpo
priméario p16INK4 rato anti-humano, clone E6H4.

Os cortes de 3um, realizados em laminas sialanizadas, foram contra-corados com
hematoxilina de Mayer.

Cada caso foi analisado por dois médicos patologistas, em separado, com utilizacao
de vaérios métodos. Utilizou-se o método binario (negativo/positivo), método semi-
quantitativo com escala de cruzes (0 / 1+/ 2+/ 3+) e método quantitativo de percentual.
Este altimo foi proposto tomando-se como base os 4 melhores campos de grande aumento
(400x) das lesdes. Foram feitas 4 fotomicrografias por microscopia éptica, impressas em
papel, das areas afetadas pela neoplasia intraepitelial. Cada fotografia foi submetida a
contagem manual das células neoplasicas coradas sobre o total de células neopléasicas, o que

corresponde ao percentual de positividade para expressdo da p16INK4.
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Fig.1: Fotomicrografia de um caso, mostrando positividade intensa para p161NK4
(99%), dividida em quatro quadrantes, para a contagem de células (400x, imuno-

histoquimica, sistema EnVision, contracolora¢do com hematoxilina).

RESULTADOS

O grupo controle constituido por 29 casos de cervicite crénica, mostrou auséncia de
expressdo da p16INK4 em todos os casos. Os grupos das lesdes estavam assim constituidos:
62 casos de NIC1/HPV e 53 casos de NIC2/ NIC3. A positividade para p16INK4 no
universo das 144 pacientes foi de 55% dos casos (80 casos/144), utilizando-se 0 método
binério. A distribuicdo em relacdo ao diagndstico histopatoldgico, excetuando-se o grupo
controle, estd demonstrada na tabela 2, em numeros absolutos e percentuais.
Considerando-se apenas as lesdes intraepiteliais, a expressdo de p16INK4 foi positiva em

69,5% dos casos. A tabela 2 mostra, também, nitida diferenca entre a expressdo da
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pl6INK4 nas LEIBG (HPV / NIC 1), cuja média de positividade foi de 48,3% dos casos e
nas LEIAG (NIC 2 e NIC 3), cuja média de positividade foi de 94,3% dos casos (p <
0,001). A analise estatistica destes dados por métodos ndo-paramétricos, mostra segundo o

teste de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis, significativa diferenca entre estes dois grupos.

1 LEIBG 2 LEIAG

HPV NIC 1 NIC 2 NIC 3
P16INK4 21 (18,2%) 11 (9,5%) | 2 (1,7%) 1(0,8%)
Negativa 32 (56,7%) p<0,689 3 (5,7%) p<o0,894
p16INK4 10 (16,5%) 11 (9,5%) |13 (11,3%) 37 (32,1%)
Positiva 30 (48,3%) 50 (94,3%)

Tabela 2: Expressdo da p16INK4 por imunohistoquimica relacionada ao diagnostico
histopatolégico utilizando-se 0 método binario (n = 115) (p < 0,001 entre os grupos
LEIBG e LEIAG).

Os métodos semi-quantitativo e por escore foram utilizados em conjunto, uma vez
que, ja na analise dos primeiros casos, demonstraram resultados bastante semelhantes,
guando avaliados em separado. Ambos tém caracteristicas semi-quantitativas, embora a
utilizacdo do método de escore vise diferenciar mais 0s grupos resultantes. Entretanto,
ambos mostram-se subjetivos, sendo que as classificagdes 2+/3+ e 3+/3+ do método de
escore correspondem a uma mesma classificagdo no método semi-quantitativo (fortemente
positivo). Ambos sdo métodos subjetivos e mostraram grande variabilidade intra e

interobservador neste estudo.
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Apesar destas caracteristicas indesejaveis, ambos buscam diferenciar subgrupos de

casos dentro daqueles classificados como “positivos”, conforme pode ser observado na

tabela 3. Especula-se se, casos classificados como fortemente positivos / 3+/3+, poderao

ter evolucdo diferente daqueles classificados como fracamente positivos / 1+/3+. Isto seria

especialmente interessante nas LEIBG, visto que a expressdo da pl6INK4 poderia,

eventualmente, ser utilizada como ferramenta adicional na resolucdo do dilema entre tratar

ou nao tratar pacientes com LEIBG, fazendo da p16INK4 um biomarcador para progressao

da doenca.
LEIBG LEIAG
HPV NIC 1 NIC 2 NIC 3

pl6INK4 Negativa 21 (18,2%) 11 (9,5%) |2 (1,7%) 1 (0,8%)
pl6INK4 Positiva 1+/3+ 11 (9,5%) 7 (6,0%) |5 (4,3%) 4 (3,4%)
p1l6INK4 Positiva 2+/3+ 4 (3,4%) 3(2,6%) |4 (3,4%) 10 (8,6%)
pl6INK4 Positiva 3+/3+ 4 (3,4%) 1(0,8%) |4 (3,4%) 23 (20%)

19/40 11/22 p<0,650 | 13/15 37/38 p<0,789

Tabela 3: Método semi-quantitativo e por escore para graduacdo da expressdo da

pl6INK4 por imunohistoquimica (n = 115) (p < 0,001 na comparacdo entre 0S grupos

formados por LEIBG e LEIAG
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A tabela 3 demonstra que a intensidade da coloracdo pela pl6INK4 tende a
aumentar proporcionalmente a gravidade da lesdo, vendo-se que em um extremo encontra-
se as amostras com lesdo ocasionada pela infeccdo pelo HPV, nas quais a expressdo da
pl6INK4 foi negativa ou apenas fracamente positiva em 80% dos casos. No extremo
oposto, estdo as NIC 3, nas quais a expressdo da p16INK4 foi fortemente positiva, 2+/3+ e
3+/3+ em 86% dos casos.

Isto traduz uma significativa relacdo entre o grau da lesdo e a intensidade da
expressao da p16INK4 com p < 0,001 pelo teste de Kruskall-Wallis.

O método quantitativo de percentual de células coradas foi utilizado na tentativa de
diferenciar, com maior precisdao e menor subjetividade, pacientes dentro de um mesmo
grupo. A revisdo da literatura ndo mostrou a utilizacdo deste método em colo uterino. Este
ndo era um objetivo proposto no inicio do projeto. Entretanto, a analise dos resultados,
através dos métodos descritos na literatura, mostrou dados subjetivos e com baixa
especificidade, uma vez que se mostram positivos em um grande ndmero de casos. Além
disso, sabe-se que dentro do grupos de pacientes que desenvolvem infeccdo pelo HPV e
NIC1, uma parte delas vai eliminar completamente a lesdo e outra parte ira evoluir para

uma leséo de alto grau (NIC2/NIC3).

94



Os resultados da expressdo da p16INK4 nas lesdes esta demonstrado no Graf.1

p1l6INK4 positive cells (%)
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Graf.1: Distribuicdo dos casos utilizando-se 0 método de percentual de células

coradas.
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Graf. 2 Distribuicdo dos casos conforme a percentual de células positivas para a p16INK4,

relacionada aos grupos de diagndstico histopatoldgico.

Num primeiro momento, as lesdes forma divididas em 4 grupos segundo a
classificacdo de Richart, a saber: efeito do HPV, NIC1, NIC2 e NIC3. Entretanto, as
primeiras analises dos resultados da expressdo da p16INK4 mostraram ndo haver diferenca
significativa quando se comparou HPV e NIC1. O mesmo aconteceu na comparacgao entre
NIC2 e NIC3. Sendo assim, 0s quatro grupos iniciais de lesdo foram reduzidos a apenas
dois: um formado pelas lesées HPV/NIC1 e outro pelas lesdes NIC2 e NIC3.

A anélise do gréafico 2, mostra, primeiramente, que a distribuicdo das percentagens
de células coradas desenha curvas inversamente proporcionais. O grupo das lesdes
constituidas por NIC1 e HPV apresenta uma grande parcela de casos negativos, sendo que

60% delas possuem positividade menor que 50% de células neoplasicas coradas.
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Entretanto, 40% dos casos de NIC1/HPV mostram forte positividade para p16INK4, com
algumas amostras chegando a 100% de células coradas.

O inverso ocorre quando se analisa o grupo das NIC2/ NIC3. Neste grupo ha
pouquissimos casos (6) que tenham mostrado negatividade para p16INK4 ou positividade
menor que 50% de células coradas, o que representa 11,3% dos casos de NIC2/ NIC3. Isto
significa dizer que 88,6% dos casos de NIC2/NIC3 sdo positivos para pl6INK4 com
percentagens acima de 50% de células neoplasicas coradas, entre os quais se observa
grande guantidade de casos com 100% de células expressando a p16INK4, confirmando,
mais uma vez, a forte relacdo da expressao desta proteina com o grau da leséo.

DISCUSSAO

A aplicacdo do método quantitativo foi decisiva para determinar a forte relacdo da
expressao da proteina p16INK4 com as lesbes de alto grau, sendo que em muitas delas,
observou-se 100% das células neopléasicas coradas. Tal achado ndo pode ser comparado
com os achados de outros autores, uma vez que os termos utilizados sdo subjetivos (ex.:
marcacdo forte).

Além disso , aplicando todos os métodos na mesma casuistica, observou-se que
varias amostras trocaram de grupo. Por exemplo, utilizando-se um método
semiquantitativo, uma determinada amostra foi classificada como fracamente positiva para
pl6INK4 e aplicando-se o método de percentual, observou-se que 80% das células
neoplasicas estavam coradas. Isto mostra que a caracteristica subjetiva dos metodos
seniquantitativos tende a influenciar o observador a subavaliar cada amostra.

Frente a estes achados, questiona-se qual o significado para estas mulheres, cujas
amostras atingiram elevados percentuais de expressao da p16INK4. Teriam elas virus mais

agressivos que as demais? A evolucdo da sua doenca seria mais rapida? Ou, ainda, estes
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resultados representam que estas pacientes, mesmo tendo lesdes morfologicamente
caracteristicas de NIC1/HPV, ja teriam alteracbes moleculares que  fariam seu
comportamento biolégico evolutivo ser semelhante aos de uma NIC2/NIC3? A simples
positividade da p16INK4 nas lesbes ndo é suficiente para discriminar grupos. Este achado
pode indicar que ndo basta apenas diagnostico qualitativo (positivo ou negativo), mas pode
ser importante um diagnostico quantitativo. A utilizacdo de método quantitativo de
percentual nas lesdes pré-neoplasicas do colo uterino novamente foi decisiva, mostrando
claramente a existéncia de dois subgrupos dentro das lesGes classificadas como NIC1 e
HPV positivas para p16INK4. Um deles € formado pelos casos que mostraram positividade
em menos de 50% de células e o outro sdo aquelas que demonstraram positividade maior
que 50% de células neoplasicas coradas, a semelhanca do que ocorre com o grupo formado
pelas lesdes classificadas como NIC2 e NIC3. Esta discriminacdo ndo encontra par na
literatura. Estes achados preliminares nos levam a crer que a p16INK4 possa ser ndo apenas
um marcador de lesdo de alto grau, mas um marcador de progressdo tumoral. Este achado,
caso confirmado, poderia ser extremamente Gtil na resolucdo do dilema de tratar ou nédo
pacientes portadoras de lesdo de baixo grau.

Entretanto, ainda é necessario estudo de seguimento de pacientes, principalmente no
que se refere ao grupo formado pelas lesées classificadas como NIC1/HPV, cuja expressao
da p16INK4 foi acima de 50% das células neoplésicas, por vezes chegando a 100%, como
observado nas lesdes classificadas como NIC2/NIC3. Ainda ndo se sabe o0 que significa este
achado no grupo de pacientes com NIC1/HPV. Especula-se que possa estar relacionado a

persisténcia da infeccao por virus de alto risco oncogénico.
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ANEXO 3

DOCUMENTACAO REFERENTE A PATENTE COM ATRIBUICAO DE NUMERO

RELACIONADA AO METODO DE AVALIACAO DA p16INK4.
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