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Resumo Introducdo: Com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo, o cancer do colo do Utero €0
segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo responsavel pelo 6bito de, aproximadamente,
230 mil mulheres por ano. Por meio de métodos i munohi stoquimicos € possivel evidenciar genescomo o pl6,
envolvido diretamente nacarcinogénese. Objetivo: Verificar aassociacdo daexpressdo de proteina pl6 em
neoplasia intra-epitelial cervical (CIN) e progndstico, relagdo com a persisténcia e graduagéo da lesdo.
Materiaisemétodos: Neste estudo experimental, foram sel ecionadas 13 bidpsias com CIN, de mulheres que,
umavez tratadas, permanecem livres de manifestacao da doenga hd, no minimo, 36 meses ap6s o diagndstico
inicial. O grupo de estudo conta com 21 bidpsias com CIN ou carcinoma invasor e que, mesmo tratadas,
mantém manifestagdo da CIN hapelo menos4 anos. Utilizamos um biomarcador paraaproteinapls, através
detécni caimunohistoquimicae contamos as cél ulas marcadas. A seguir, verificamos o indice entre o nimero
de células imunocoradas dentre as células contadas em cada caso. Para o estudo estatistico, foi utilizado o
teste Andlise de VarianciaparaMedidasrepetidas. Resultados: N&o hadiferencanaexpressao deste marcador
guanto a persisténcia da lesdo (p=0,5024); ele marca de maneira diferenciada os casos de CIN |1l e de
carcinomaespinocel ular invasivo do colo do Utero e, com menor intensidade, as CIN | (p=0,00000007), sendo
p significante quando menor que 0,005. Verificamos que, quanto ao diagndstico, o marcador para proteina
p16 mostra-se altamente eficaz, marcando de maneira diferenciada os nicleos e citoplasmas de células dos
casosde CIN I11 e, com menor intensidade, osde CIN I.
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Abstract  Introduction: With approximately 500,000 new casesworldwide each year, uterine cervical neoplasmisthe
second most common type of cancer among women. It is responsible for about 230,000 deaths yearly. By
immunohistochemical methods, it is possible to reveal genes such as p16, which is directly involved in
carcinogenesis. Objective: To study the association of pl16 protein expression in cervical intraepithelial
neoplasia (CIN) and prognosis compared with persistence and degree of injury. M aterialsand methods: In
this experimental study, 13 biopsies with CIN were selected. All the biopsies were from women who have
been treated and are now free of signs and symptoms of the disease for at least 36 months after the initial
diagnosis. The study group consists of 21 biopsies from women with CIN or invasive carcinoma and that,
even treated, remain with signsand symptoms of CIN for at least 4 years. We used abiomarker for protein p16
and an immunohistochemistry technique, and we counted the labelled cells aswell. Then, we have checked
the ratio of the amount of immuno stained cells to the cells counted in each case. We used the repeated-
measures analysisof variance to analyze data. Results: Thereisno differencein the expression of thismarker
asfor the persistence of thelesion (p = 0.5024); it makes amark differently in cases of CIN Il and invasive
spindlecell carcinomaof the uterine cervix, and to alesser extent, in cases of the CIN | (p = 0.00000007). We
considered p < 0.005 as statistically significant. We note that regarding the diagnosis, the marker for protein
p16 appearsto be highly effective, marking differently nuclei and cytoplasm of cells of al cases of CIN 111
and, to alesser extent, those of CIN I.
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Introducéo

O nimero de casos novos de cancer do colo do Utero esperados
parao Brasil no ano de 2008 é de 18.680, com um risco estimado
de 19 casos acada 100 mil mulheres. Com aproximadamente 500
mil casos novos por ano no mundo, o cancer do colo do Utero
€ 0 segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
sendo responsavel pelo 6ébito de, aproximadamente, 230 mil
mulheres por ano. Suaincidéncia é cerca de duas vezes maior
em paises menos desenvolvidos comparado com 0s mais
desenvolvidos. A incidénciapor cancer do colo do Gtero torna-
se evidente na faixa etéria de 20 a 29 anos e o risco aumenta
rapidamente até atingir seu pico geralmente nafaixaetariade 45
a49 anos. Dessaforma, torna-se devital importanciaarealizagcdo
de exames citopatol 6gicos preventivos.

Sabe-se que alteragdes no ciclo celular podem ser o inicio do
processo de carcinogénese. O ciclo celular é controlado por
genes supressores e estimuladores da proliferacéo celular?
Quando ocorrem mutagfes, proto-oncogenes tornam-se
oncogenes, que sdo carcinogénicos e causam multiplicacgo
celular excessiva. Os genes supressores, em contraste,
contribuem para o desenvolvimento de céncer quando séo
inativados por mutagdes. A perdada acéo de genes supressores
funcionais pode levar a célula ao crescimento inadequado. O
ciclo celular também pode ser alterado pelaagéo devirus, entre
eleso HPV (Human Papillomavirus) € de especial interesse na
oncogénese cervical®.

O gene p16 (CDKN2/INK4a), classificado como supressor de
tumor, esta localizado no cromossomo 9p21 e codifica uma
proteinade 16 kDa, que controla negativamente a progressao
dociclocelular nasfases GI/S. Norma mente, o gene p53 através
de suaproteinaenviasinal parao p16 que éum geneinibidor de
CDK/ciclina e ha parada do ciclo celulart. O gene p16 inibe o
grupo de proteinas reguladoras denominadas kinases
dependentes de ciclina (CDK), asquaisinibem ou ativam fases
especificas do ciclo celular. Umadas formas de silenciamento
deste gene € a hipermetilagéo, inativando sua transcricéo e
contribuindo para o desenvolvimento tumoral®.

Dessaforma, apresencadaproteinapl6 expressaapossi bilidade
de existéncia de um tumor. Com o uso de métodos
imunohistoquimicos é possivel avaliar a positividade dessa
proteina. Em célulasdo colo do Utero, tal positividade estaligada
apresencade HPV® (Human Papillomavirus).

A freqUiéncia de expressdo de p16 é de 97% em carcinoma de
células escamosas do colo do Utero” e de 80% em
adenocarcinoma de colo uterino®. O carcinoma de células
pequenas de colo de Utero € um cancer muito agressivo e com
progndstico ruim; as pacientes sobrevivem apenas de 8,2 a4l
meses. Em um estudo realizado em 10 portadoras dessetipo de
cancer, sempre houve positividade para o pl6, que
freglientemente associava-seao HPV 18°.

De acordo com os estudos epidemiol 6gicos, 0 HPV pode ser
classificado em: de alto risco, médio risco e de baixo risco. O
HPV de alto risco expressa os oncogenes E6 e E7. O oncogene
E7 interage com a proteina Rb que regulanegativamente afase
Sdociclo celular elevaaprodugao daproteinapl6 e adivisdo
dascélulas. Dessaforma, apresencadetal proteinapode servir

como marcador para diagnosticar, de forma precoce, o cancer
de colo de Utero™.

A imunohistoquimica com anticorpos para marcar a proteina
p16 tem sido muito utilizadanos Ultimos anos paraauxiliar em
diagndsticos patol dgicos. Contudo, tem-se verificado que esse
marcador ndo € nem 100% especifico, nem sensitivo o suficiente
para diagnosticar uma lesdo!. Entretanto, vérios estudos vém
detectando a eficiéncia da imunohistoquimica com marcador
para pl16, podendo este ser associado ao uso de outros
marcadores como o p14, por exemplo*?.

O p16 tem-se mostrado de especial eficaciaquando usado para
detectar lesbes de alto potencial cancerigeno, como as
neoplasiasintra-epiteliais cervicais (CIN) degrau Il elll. Mas
ainda questiona-se o fato de o procedimento ser caro quando
comparado a outros métodos diagnésticos®. Contudo, ha
estudo comparando a eficacia do pl6 em relagdo a outros
métodos, e, vém-se concluindo que quando seavaliaaexisténcia
deHPV dealtorisco, o biomarcardor parapl6 mostra-se superior
aoutrostestes como o de hibridizagdo in situ'* e ainvestigacao
dametilacdo de CpG*.

Objetivo

Verificar aassociacao daexpressdo de proteina p16 em neoplasia
intra-epitelial cervical e progndstico, relacdo com apersisténcia
e graduagdo da lesdo.

Materiaisemétodos

Neste trabalho, experimental prospectivo, estudamos a
expressao do p16 em epitélio do colo do Utero em dois grupos
distintos de pacientes atendidas no Servico de Anatomia
Patol 6gica da FUNFARME/FAMERP (S&o José do Rio Preto-
P).

Os casos foram selecionados a partir de bidpsias de colo do
Utero com diagnoéstico de CIN ou carcinoma invasor, com
evidéncias morfol bgicas sugestivas de infecgdo pelo HPV.

No primeiro grupo foram selecionadas 13 biopsiascom CIN 1, 11
ou Il ecarcinomainvasor, em que as mul heres, umavez tratadas,
permanecem livres de manifestagdo da doenca hg, no minimo,
36 meses apos o diagnostico inicial. No segundo grupo foram
selecionadas 21 bidpsiascom CIN |, 11 ou 1l e carcinomainvasor
eque, mesmo tratadas, mantém manifestacéo dadoencahapelo
menos 4 anos.

O diagnéstico inicial (laudo andtomo-patol 6gico) foi revisado
por um segundo patologista e ocorrendo conflito com o
diagnésticoiinicial, por umterceiro patologista. O materia estava
processado rotineiramente e corado pela hematoxilina-eosina
H-E).

Para este estudo, utilizamos biomarcador para a proteina p16,
através de técnicaimunohi stoquimica que empregou o p16'Nk4a
kit de anticorpo monoclonal liofilizado de ratinho (clone
6H12, Novocastra, Bentonlane-NewCastle, Upon Time),
seguindo as recomendacBes do fabricante.

Neste estudo aimunohistoquimica paraa proteina p16 marcou
ashiopsiasdetrésmaneiras: a) Corando nucleos e citoplasmas;
b) Corando somente o citoplasma, e ¢) Corando somente o
nlcleo.
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Em seguida, realizou-se estudo dos casos com microscopio
Olimpus CX31, biol6gico, binocular. Com o aumento de
guatrocentas vezes, selecionaram-se seis campos de imagens
dales3o, por bidpsia, a0 acaso, que foram capturadas por cAmara
Sansung SDC-313, modelo DSC-313ND, atravésdo programa
informatizado Image_Pro Plus4.

Fez-se uma andlise quantitativa, realizando-se a contagem de
células, caso acaso, variando de 182 a 1344 células marcadas
pelaimunohistoquimica. A seguir, verificou-se arelagdo entre o
numero de células que expressavam a proteina pl16 dentre as
células contadas em cada caso. Para o estudo estatistico, foi
utilizado o teste Andlise de Variancia para M edidas Repetidas.

Resultados

Foram analisadas, ao todo, 45 biopsias, sendo que onze casos
foram considerados negativos para a expressdo de p16 e ndo
foramincluidos paraaandisefinal do trabal ho.

Em ae em b, abaixo, mostramos o resultado da andlise de um
grupo em relacdo ao outro (Tratada X Persistente) e depois, em
ceemd, deumdiagnostico emrelagdo ao outro (CIN | x CIN 11
X CINIII).

a) A figural mostra os resultados das bidpsias com os niicleos
ecitoplasmas corados: Parao nivel designificanciade5% (0,05),
obtivemos p=0.5024. Diante desse valor, concluimos que nao
existe diferenca estatisticamente significante entre as médias
de expressdo do marcador para pl6 entre os grupos de CIN
tratadas e persistentes quando o nucleo e o citoplasma foram
corados. A Figura 1 ilustra a distribuicdo dos dados.

Figura 1 - gréfico da expressdo de p16 no grupo de tratadas e
persistentes quando o nucleo e o citoplasma foram corados.
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b) A figura 2 mostra bidpsias onde foi corado apenas o
citoplasmadascélulas. Parao nivel designificanciade 5% (0,05),
obtivemos p=0.5024. Diante desse valor, concluimos que néo
existe diferenca significante entre as médias de expressao de
p16 no grupo de CIN tratadas e persistentes quando apenas o
citoplasmafoi corado (Figura2).

Figura 2- gréfico da expresséo de p16 no grupo de tratadas e
persistentes quando apenas o citoplasma foi corado.
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¢) A figura3 mostraaexpressao de p16 no nlcleo eno citoplasma:
Parao nivel designificanciade 5% (0,05), obtivemos p<0.001.
Observamos que o0 marcador de p16 expressou-se de maneira
diferente entre os diferentes diagnésticos. Através da
observacdo da Figura 3, constatamos que a maior expressao
ocorreu nos casos com diagndstico de CIN 111 e ocorreu
consideravel contraste quando comparado aos casosde CIN .

Figura 3 - expresséo de p16 entre NIC I, NIC Il, NIC IIl e Carcinoma
Invasor quando o nucleo e o citoplasma sdo corados.
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Foram observados somente doi s casos de niicleos corados pelo
marcador p 16.

Discusséo

Neste estudo buscamos diferenciar a expressédo do marcador
para a proteina p16 em pacientes de dois grupos; as tratadas
(aquelas que uma vez tratadas, permanecem livres de
manifestacdo da doenca ha, no minimo, 36 meses apés o0
diagnostico inicial) e aquelas que foram tratadas, mas que
mantém manifestacGes dadoencaha 4 anos (grupo persistente).
Apo6saavaliacdo de 13 amostras de biOpsias no primeiro grupo
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e 21 no segundo grupo, que foi possivel concluir que ndo ha
diferenca na expressdo deste marcador, entre os casos de CIN
persistentes e livres da doenca. Dados de literatura mostram
que a imunohistoquimica para p16 parece revelar variagoes
morfoldgicas leves em possiveis subgrupos biol6gicos
diferentes de CIN, porém nao caracterizaram esses subgrupos
e, menos ainda, verificaram suarelacdo com a persisténcia da
CIN®.

Assim verificamos que quanto ao diagndstico, 0 marcador para
proteinapl6 mostra-se altamente eficaz, marcando de maneira
diferenciada os nucleos e citoplasmas de células dos casos de
CIN I11 e, com menor intensidade, osde CIN |. Concordando
com este achado, Volgareva et al. (2004)® encontraram super-
expressdo de proteina p16 em amostras de CIN e carcinomas.
Essa expressdo aumentou de CIN | para CIN Il e carcinoma
invasivo. Em outros estudos ficou claro que este marcador
cora intensamente os casos com diagnéstico CIN 111,
expressando-se no ndcleo e no citoplasma. Destaforma, nosso
estudo encontra-se de acordo com 0s estudos, que associam a
expressdo de tal marcador a expressdo diferenciada entre os
graus de CIN'"8,

Um relato de caso mostrou que, ao avaliar uma paciente de 70
anos, infectada por HPV 83, que é um HPV de baixo grau, o
marcador paraproteinapl6 corou intensamente as amostras de
biopsia. E, posteriormente desenvolveu-se uma lesdo
cancerosal®. O querevelaque o marcador parapl6 é eficiente
para diferenciar as |esdes de alto poder cancerigeno dentre as
lesBes pré-neoplésicas em colo do Utero.

Em outro estudo, foi possivel diferenciar um adenocarcinoma
de colo de Utero de um adenocarcinoma de endométrio com o
uso do p16, sugerindo ainda haver especificidade no uso deste
biomarcador?®.

O marcador da proteina p16 também se mostrou Util para
diferenciar CIN 111, ondefoi positivo, de metaplasia escamosa
atipica (p16 negativo), quando associado aos marcadores de
p63 ecitoceratina (CK 17)%.

Outro estudo confirma a utilidade de imunocitoquimica para
p16 combinadacom hibridizacdo in situ e genotipagem de HPV
por PCR como testes molecular-biolégicos aplicaveis em
espécimes de citologia de base liquida, para identificar as
pacientes com risco alto de cancer cervical; areferidaassociacéo
apresentou sensibilidade alta (89.3%), como também
especificidade alta (92.6%)%.

A associagao do biomarcador daproteinapl6 em conjunto com
outros biomarcadores ou métodos moleculares apresenta-se
como uma possivel solugdo para a diferenciacéo de pacientes
gue poderdo ter uma CIN1 persistente com a possibilidade de
evolucdo para CIN |1l e carcinomainvasivo e podera permitir
um prognostico dadoenca. Autores afirmam que o biomarcador
de p16 prediraconfiantemente casos de di spl asi as estabel ecidas
por HPV de alto risco e que poder&o experimentar progressao
de doenca?. Ha necessidade de novos estudos, uma vez que
existem varios fatores que operam em niveis moleculares,
técnicos e interpretativos. Um estudo relatou recentemente
gue testes de DNA de HPV tém um papel na administracdo de
doencacervical, naeradapré e pds-vacinacdo; porém, exige-se

gue se desenvolvam e validem ensaios que possam identificar
as mulheres com risco para CIN progressiva®?. Sugerem a
monitorag&o da expressdo da oncogenese do HPV e evidéncia
de suadesregulagéo por descoberta direta de copias de mMRNA
viréticas ou expresséo da proteina pl16 celular. Atualmente, ha
dados promissores que indicam que o mRNA de HPV eapl6
poderiam fazer um papel importante em desvendar atramado
desenvolvimento de um futuro cancer cervical®®24. No entanto,
paraisso, estudos randomizados grandes so necessarios afim
de se confirmar os dados preliminares?.

Conclusdes

O biomarcador da proteina pl6 isolado ndo é fator para
progndstico de CIN persistente, e aexpressdo detal marcador €
diferenciadaentre osgrausde CIN, sendo maisintensaem CIN
Il.
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