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RESUMO 

    n  r   rv   l   o s  un o m  s  omum n  popul   o   m n n  mun   l     r          

  ss s tumor s s o  l ss      os  omo    no  r  nom s  O diagnóstico histopatológico do 

adenocarcinoma de colo uterino, por ser subjetivo pode, em determinadas situações, tornar-se 

desafiador, pois faltam parâmetros para a sua definição, o que indica a necessidade de um 

marcador que seja adjuvante nesta afirmação e, que, possivelmente, aponte para o prognóstico 

da lesão. A proteína inibidora de quinase, p16
ink4a

 tem sido alvo de vários estudos, os quais 

apontam superexpressão como marcador de lesões cervicais induzidas pelo Papilomavírus 

Humano (HPV) e preditor de mau prognóstico. Esta pesquisa tem como objetivo principal 

avaliar a utilidade diagnóstica do biomarcador p16
INK4a

 no adenocarcinoma de colo uterino. 

Em estudo de corte transversal, não intervencional, foi feita a pesquisa por imunohistoquímica 

de p16 em 30 blocos de parafina com diagnóstico histológico, confirmado por dois 

patologistas como: adenocarcinoma endocervical (19), adenocarcinoma endocervical tipo 

endometrióide (3), adenocarcinoma de Células Claras (2), adenocarcinoma pouco 

diferenciado sólido (1), adenocarcinoma seroso (1), adenocarcinoma tipo endometrióide 

componente viloglandular (1), adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma 

epidermóide in situ (1), carcinoma adenoescamosos (1), adenocarcinoma desvio mínimo (1). 

Aos resultados foi aplicada tabela de contingência e teste exato de Fisher (intervalo de 

confiança de 95%). Para concordância diagnóstica foi aplicado o índice de Kappa. Foram 

considerados positivos 80% (24/30) dos casos de adenocarcinoma Invasivo para a expressão 

da p16. Não houve expressão da p16 em nenhum dos casos de (0/18) pólipos adenomatosos 

utilizados como controle negativo. A performance do p16 no diagnóstico do adenocarcinoma 

de colo uterino, demonstrou alta sensibilidade (75%) , alta especificidade (100%) e 

principalmente alto valor preditivo negativo (80%). O índice de concordância diagnóstica 

demonstrou ser muito bom para o p16 (κ =  ,75)  A forte associação do marcador p16 com 

adenocarcinoma do colo uterino pode representar uma importante ferramenta diagnóstica 

utilizada para diminuir os diagnósticos de lesões equívocas. 

Palavras-chave: Adenocarcinoma. Colo do Útero. Proteínas Supressoras de Tumor. 

Infecções por Papillomavirus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Mundialmente, cerca de 500.000 novos casos de câncer do colo do útero (~ 1 caso por 

minuto) são diagnosticados e 275 mil mortes por câncer de colo do útero ocorrem anualmente. 

(PARKIN et al., 2005). 

O Câncer de colo uterino é a segunda neoplasia mais frequente na população feminina, 

atrás apenas do câncer de mama, e a quarta causa de morte de mulheres por câncer no Brasil. 

No ano de 2012, estima-se que 17.540 novos casos de câncer do colo do útero tenham sido 

registrados, com um risco de 17 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012). Excetuando-se 

as neoplasias de pele não-melanoma, o câncer do colo do útero é o mais incidente na região 

Norte (24/100 mil). Nas regiões Centro-Oeste (28/100 mil) e Nordeste (18/100 mil) ocupa a 

segunda posição, na região Sudeste (15/100 mil), a terceira, e na região Sul (14/100 mil), a 

quarta posição. (INCA, 2012). 

A incidência de câncer de colo do útero torna-se mais evidente na faixa etária de 20 a 

29 anos e o risco aumenta até atingir seu pico máximo geralmente na faixa etária de 45 a 49 

anos. Quase 80% dos novos casos de câncer de colo do útero ocorrem nos países em 

desenvolvimento (PARKIN et al., 2005).Vários são os fatores responsáveis por diferenças 

epidemiológicas, tais como o padrão socioeconômico, imunodeficiência e infecção pelo HIV 

(SCHIFFMAN et al., 1993). 

Dentre os cânceres cervicais, o carcinoma espinocelular (CEC) é o mais frequente, 

enquanto os adenocarcinomas são relativamente incomuns (PETERS, 1986; SCHWARTZ, 

1986; KIETPEERRAKOOL et al., 2006). Entretanto, estudos epidemiológicos tem 

demonstrado um aumento na incidência de adenocarcinomas de cérvice uterina especialmente 

entre mulheres mais jovens (ABU BACKER; NIK MUSTAPHA; HAYATI OTTHMAN, 

2011). Segundo dados do instituto nacional do câncer do Brasil (INCA), o adenocarcinoma já 

corresponde a segunda neoplasia mais frequente de colo uterino, com prevalência de 12 a 

15% (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005; GONÇALVES et al., 2007). 

Além disso, adenocarcinoma apresenta um pior prognóstico quando comparado ao 

carcinoma epidermóide, sendo que o aumento da sua prevalência pode está relacionado ao 

emprego difundido de métodos diagnósticos, como o exame citopatológico, a colposcopia e a 

biópsia (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005). Permanece controverso se há relação 

entre o aumento na incidência e a detecção tardia pelo teste papanicolau, já que precursores de 



12 

 

adenocarcinoma são muitas vezes difíceis de serem identificados e adenocarcinoma invasivo 

está frequentemente presente no momento em que a neoplasia é detectada (ZALOUDEK, 

2011). 

 

1.1 Definição e classificação histopatológica do adenocarcinoma endocervical 

 

Inicialmente reconhecidos como uma entidade distinta por Noris, em 1936, os 

adenocarcinomas originam-se nas glândulas endocervicais, mas raramente podem surgir a 

partir de remanescentes dos ductos mesonéfricos, podendo se apresentar sob a forma invasiva 

ou in situ. (SYRJANEN; SYRJANEN, 1999). 

O adenocarcinoma in situ (AIS) é uma incomum mas bem definida lesão pré-invasiva 

de glândulas endocervicais. AIS é uma condição rara que acredita-se ser uma lesão precursora 

que pode progredir para adenocarcinoma invasivo. Displasia de células escamosas e 

carcinoma in situ de cérvice uterina, muitas vezes, coexistem com adenocarcinoma in situ. 

Essa associação sugere que o mesmo agente etiológico pode desempenhar um importante 

papel na transformação maligna das células de reserva, a qual é reconhecida como sendo a 

célula de origem para ambos os tipos de neoplasia cervical.  (FRANCO; ROHAN, 2001). 

O adenocarcinoma in situ é caracterizado por apresentar uma variedade de 

diferenciação celular, incluindo células caliciformes. Os núcleos são geralmente em cigar-

shaped e pseudo-estratificados, mostrando cromatina grosseira e numerosas mitoses. A 

displasia glandular, uma lesão com alterações menos acentuadas, em comparação com AIS, 

tem sido sugerido como um precursor do AIS, mas tem sido questionada, devido à sua fraca 

reprodutibilidade no diagnóstico e, em especial, ao seu valor clínico insignificante 

(GOLDSTEIN et al., 1998; WRIGHT, 2002). Segundo Ioffe et al. (2003), um sistema de 

pontuação foi proposto para fazer a distinção entre a displasia glandular e AIS, mas devido ao 

s u v lor  lín  o l m t  o, t m s  o su  r  o qu  o t rmo “  spl sia glandular " deixe de ser 

utilizado na prática clínica. 

Adenocarcinoma cervical apresenta uma variedade de padrões (TAVASSOLI, 2003). 

Se vários componentes histológicos estão presentes em um tumor, a classificação deve 
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basear-se no padrão predominante, e o outro padrão, se presente em pelo menos 10% do 

tumor, deverá apenas ser mencionado no relatório (WRIGHT, 2002). 

A morfologia diversificada desses tumores resulta em dificuldades para o diagnóstico 

diferencial. Estudos que visam elucidar a classificação morfológica dos adenocarcinomas e 

estabelecer um consenso para a definição dos principais subtipos histológicos vêm sendo 

desenvolvidos (ALFSEN et al., 2000; YOUNG; CLEMENT, 2002; SILVERBERG; IOFFE, 

2003). 

Os adenocarcinomas de endocérvice uterina podem ser classificados em puros ou 

mistos e apresentam vários padrões histológicos, sendo os mais comuns os tipos 

endocervicais, adenocarcinoma mucinoso e endometrióide, que juntos correspondem cerca de 

90% do total de casos (SMITH et al., 2000; YOUNG, 2002). 

Uma categoria de adenocarcinoma microinvasivo também foi estabelecida, mas, em 

contraste com o seu homólogo de células escamosas, o diagnóstico é mais difícil e tem sido 

controverso. Basicamente todos os tipos histológicos de adenocarcinoma podem ser 

encontrados nesta categoria. O critério mais importante para o diagnóstico, a invasão do 

estroma, nem sempre é visível em pequenas lesões glandulares do colo do útero. Em 

particular, as lesões glandulares são bem diferenciadas e superficialmente localizadas 

podendo ser difíceis de serem diagnosticadas (WHEELER, 2005). 

A classificação histopatológica dos adenocarcinomas cervicais, proposta pela 

Organização Mundial de Saúde, encontra-se resumida no quadro 1 (SILVERBERG; IOFFE, 

2003). A graduação histológica dos adenocarcinomas cervicais é feita, de acordo com o 

sistema FIGO (Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia), com base na avaliação 

quantitativa do componente glandular tumoral: tumores grau I apresentam menos de 5% de 

crescimento glandular sólido; os de grau II, apresentam mais de 5% e menos que 50% de 

crescimento glandular sólido e os de grau III apresentam mais de 50% de crescimento 

glandular tumoral sólido (SILVERBERG; IOFFE, 2003). 
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Quadro  1 – Classificação histopatológica dos adenocarcinomas cervicais puros.  

 
            Fonte: Adaptado de Silverberg e Ioffe, 2003.  

 

 

 

 

 

 

1.2 Etiologia e fatores de riscos 
 

 

O reconhecimento dos fatores de risco, ligados ao comportamento sexual e ao câncer 

de colo uterino, levou à descoberta da importante relação entre o Papilomavírus humano 

(HPV) e o câncer cervical. Estudos epidemiológicos demonstram que, além de HPV de alto 

risco oncogênico, outros fatores estão relacionados ao desenvolvimento do câncer cervical, 

tais como: a idade do início da atividade sexual, números de parceiros sexuais e a 

promiscuidade do parceiro sexual. Fatores secundários, como número de partos, uso crônico 

de contraceptivo oral, tabagismo, imunodeficiência, doenças sexualmente transmissíveis 

(DST) e outros (BURD, 2003). 

Crescentes evidências apoiam a hipótese de uma relação entre hormônios esteróides e 

adenocarcinoma cervicais. O risco de desenvolvimento de uma neoplasia cervical aumenta  

em mulheres que fizeram uso prolongado de anticoncepcionais orais, (5 anos ou mais), sendo 

mais relevante para o surgimento de adenocarcinomas (BERRINGTON DE GONZALES; 

SWEETLAND; GREEN, 2004). 

No tocante a alta paridade, verificou-se que o risco para o desenvolvimento de 

neoplasias cervicais dobra em mulheres que apresentam o DNA do HPV e que tiveram quatro 
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filhos, quando comparado com as que tiveram um ou nenhum; isso porque, as alterações 

hormonais causadas pela multiparidade constituem por si só, um fator de risco (BURD, 2003). 

Outro fator de risco, que vem sendo atribuído ao aparecimento do adenocarcinoma do 

colo uterino, inclui a obesidade e a distribuição da gordura corporal; Estabelecendo mais uma 

vez, a possível relação hormonal com os tumores glandulares (LACEY JUNIOR et al., 2003). 

 

 

1.3 HPV e adenocarcinoma endocervical 

 

 

A ligação entre infecções genitais por HPV e câncer cervical foi demonstrada pela 

primeira vez, no início de 1980 por Harold Zur Hausen, virologista alemão. Desde então, a 

ligação entre o HPV e o carcinoma de células escamosas do colo do útero tem sido bem 

estabelecida (BURD, 2003). 

O DNA do HPV pode ser encontrado tão assiduamente nos adenocarcinomas in situ, 

nos adenocarcinomas invasivos quanto nos CEC cervicais (BOSCH et al., 1995). Nos 

adenocarcinomas in situ, por exemplo, aproximadamente 86% dos casos apresentam HPV 

integrado ao genoma (MADELEINE et al., 2001). 

O evento inicial na transformação celular é a infecção com HPV de alto risco 

oncogênico e a interação dos produtos dos genes precoces E6 e E7, as oncoproteínas virais E6 

e E7. O produto do HPV interage com as proteínas da célula do hospedeiro rompendo 

algumas funções biológicas e causando desequilíbrio na expressão das oncoproteínas E6 e E7 

nas células basais. Tanto a oncoproteína E6 como a E7 atuam sobre proteínas supressoras de 

tumor, a p53 e a pRb, respectivamente. Normalmente, a ligação da pRb com o fator de 

transcrição E2F bloqueia a ativação do ciclo celular. Nas células em replicação, o E2F é 

regulado pela fosforilação da pRb (DOORBAR, 2006; MANSOUR et al., 2007). 

A fosforilação da pRb é normalmente inibida pelas quinases ciclina-dependentes 

(CdK) 4 e CdK-6, as quais são controladas por várias proteínas inibidoras de quinases, dentre 

elas, a p16
INK4a

, da família INK4a. A E7 interage com a pRb de forma análoga à fosforilação 

mediada pelas CdKs, promovendo sua degradação via proteosomas (GIARRÉ et al., 2001; 

DOORBAR, 2006). Isso resulta na liberação de E2Fs e ativação do ciclo celular estimulando 

o avanço da célula para a fase S. Normalmente, isso seria contrabalanceado pela ativação da 
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p53, com consequente ativação da via de apoptose da célula. Entretanto, a E6 aumenta a 

degradação da p53 impedindo a apoptose. A habilidade em promover a degradação da p53 é 

uma propriedade exclusiva da E6 de HPVs de alto risco, ressaltando a importância deste 

evento na carcinogênese induzida pelo vírus. Com o E2F livre, E7 dependente não é mediada 

pela fosforilação da pRb, a regulação pela p16
INK4a

 não tem efeito no ciclo celular ativado. 

Haverá superexpressão de p16
INK4a

, pela perda da repressão habitualmente mediada pelo 

complexo pRb/E2F e pela forte ativação pela E2F livre. Já que as CdK-4 e CdK-6 não sofrem 

inibição pela p16
INK4a

, os genes da fase S são continuamente ativados, imortalizando a célula 

(DOORBAR, 2006; MANSOUR et al., 2007). 

Apesar da importância do HPV na etiopatogenia do câncer cervical já ter sido 

confirmada, mesmo nos casos de adenocarcinomas, um período prolongado de latência é 

observado entre a instalação da infecção viral e o aparecimento do câncer cervical. Nem todas 

as pacientes, que desenvolvem a infecção pelos reconhecidos HPVs de alto risco, 

apresentarão câncer cervical, sugerindo a existência de cofatores necessários à transformação 

neoplásica das lesões precursoras (ZUR HAUSEN, 2002). 
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Figura 1 - Representa uma ilustração simplificada demonstrando os biomarcadores de 

neoplasia cervical e seus efeitos no ciclo celular. 

 

 

a Epitélio normal: Fatores de crescimento ativam o 

complexo ciclina D1/CDK4/6 que, por sua vez, 

hiperfosforilizam a pRB. A E2F é então liberada e 

ativa genes que controlam a fase S do ciclo celular. A 

p16INK4a, através de um mecanismo de 

retroalimentação negativa, inativa as ciclinas 

D1/CDK4/6 e portanto a E2F. p14ARF controla os 

níveis de p53 nas células e ativa p21 o qual é inibidor 

de CDK. 

b Epitélio infectado por HPV: O oncogene E7 do 

HPV se liga e inativa a pRB liberando E2F e 

ativando assim, a progressão do ciclo celular. A 

retroalimentação negativa realizado pelo 

p16INK4a é ignorada levando à atividade 

prolongada do E2F. O oncogene E6 do HPV liga-

se a p53, resultando na sua supressão (PINTO et 

al ., 2012). 

 

1.4 Estadiamento clínico 

 

O estadiamento clínico dos adenocarcinomas cervicais é realizado de acordo com as 

recomendações preconizadas pela FIGO, definidas em 2009. Baseia-se na avaliação clínica 

(inspeção, toque vaginal e toque retal), colposcopia e exames radiológicos. O sistema, usado 

para carcinomas cervicais, contempla tanto carcinomas escamosos como adenocarcinomas e 

carcinomas adenoescamosos (Quadro 2) (PECORELLI; ODICINO, 2009). 
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Quadro  2 – Estadiamento dos carcinomas cervicais, de acordo com a FIGO. 

 

 
Fonte: Adaptado de Pecorelli e Odicino (2009). 

 

 

1.5 Biomarcadores de lesões neoplásicas cervicais 

 

Por definição, biomarcador refere-se a qualquer molécula ou característica biológica 

detectável e/ou quantificável que possa, em determinado momento, refletir condições de 

normalidade ou anormalidade dos diversos processos bioquímicos e biológicos. No 

rastreamento do carcinoma cervical, um marcador eficiente precisa ser sensível para que os 

casos que requerem tratamento não sejam sub-diagnosticados. Precisa também ser específico, 

para detectar apenas casos realmente positivos. Além disso, deve ter um bom valor preditivo 

positivo, que indicará a proporção de mulheres diagnosticadas como de alto risco e que 

realmente o são; e um bom valor preditivo negativo, o qual mostra que um resultado negativo 

representa realmente ausência da doença. Um bom marcador deve estar especificamente 
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associado à progressão da doença, ou seja, ter a capacidade de discriminar lesões de baixo ou 

alto grau, com risco de progredir, daquelas com maior chance de regredir espontaneamente 

(WENTZENSEN, 2007).   

Um marcador molecular ideal não é, necessariamente, um substituto para a presença 

de HPV de alto risco, pelo contrário, o marcador iria refletir a interrupção do ciclo celular, 

oriunda da soma de todos os estímulos que atuam sobre à célula, durante a carcinogênese. 

Grande parte dos marcadores, disponíveis atualmente, são alvos moleculares da família do 

fator de transcrição E2F. Estas incluem as moléculas necessárias para a progressão do ciclo 

celular (por exemplo, a ciclina E), a replicação do DNA (Proteínas de Manutenção de 

Minicromossomo – MCM), a síntese de DNA (PCNA – Proliferação do Antígeno Nuclear da 

Célula) e controle do ciclo celular (p16
INK4a

 e p21/WAF1) (BALDWIN; LASKEY; 

COLEMAN, 2003). 

De acordo com Pinto et al. (2012), os biomarcadores de lesões neoplásicas cervicais 

têm sido o foco de pesquisa há mais de uma década. Estudos, como o de Baldwin, Laskey e 

Coleman (2003), demonstram que a coloração positiva para os marcadores p16
INK4a

, MIB-1 e 

BD-ProEx CTM está altamente correlacionada com a presença de lesão intra-epitelial 

escamosa de alto grau (HSIL). 

Figura 2 - Números de estudos publicados por ano sobre p16INK4a, MIB-1, BD-ProEx C, e 

proteína do capsídeo L1 

           

       Fonte: Pinto et al., 2012. 

 

Marcadores de proliferação celular, de prognóstico e de supressão tumoral vêm sendo 
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testados em busca de indicadores mais confiáveis na identificação de lesões cervicais com 

real risco de evolução para carcinomas escamosos (CAMERON et al., 2002). No entanto, 

pouco se tem feito em relação a estudos destes testes em adenocarcinomas endocervicais. 

1.6 P16
ink4a

 

               O difícil diagnóstico de adenocarcinoma in situ, a partir de lesões benignas, tais 

como, a metaplasia tubária, alterações reativas e outros processos benignos, particularmente 

em pequenas amostras de biópsias, torna-se desafiador. Porém, o uso de alguns marcadores de 

diagnóstico, como o P16
ink4a

, tem demonstrado potencial para discriminar lesões glandulares 

endocervicais benignas das malignas. Do mesmo modo, é um excelente marcador para 

diferenciar adenocarcinoma de cérvice uterina de adenocarcinoma endometrial (CAMERON 

et al., 2002; ABU BACKER; NIK MUSTAPHA; HAYATI OTTHMAN, 2011). 

   P16
ink4a

 (P16) foi proposta como um marcador de lesões neoplásicas do epitélio 

cervical. Como a p16 é um marcador da atividade do oncogene E7 do papilomavírus  

humano, pode ser encontrado em quase todas as lesões escamosas de alto grau, como também 

em adenocarcinomas de colo uterino (LIANG et al., 2007; MULLER et al., 2008). 

O Gene p16 (CDKN2/INK4a), classificado como supressor tumoral, está localizado 

no cromossomo 9p21 e codifica uma proteína de 16 kDa, que controla negativamente a 

progressão do ciclo celular no checkpoint G1/S. Normalmente, o gene TP53, através de sua 

proteína, envia sinal para o p16 que é um gene inibidor de CDK/ciclina e há parada do ciclo 

celular  (ROCCO; SINDRANSKY, 2001). O gene p16 inibe o grupo de proteínas 

reguladoras, denominadas kinases dependentes de ciclina (CDK), as quais inibem ou ativam 

fases específicas do ciclo celular. Uma das formas de silenciamento deste gene é a 

hipermetilação, inativando sua transcrição e contribuindo para o desenvolvimento tumoral 

(BRENNA, 2000). 

   Dessa forma, a presença da proteína p16 expressa a possibilidade de existência de 

um tumor. Com o uso de métodos imunohistoquímicos é possível avaliar a positividade dessa 

proteína. Em células do colo do útero, tal positividade está ligada à presença de HPV de alto 

risco (McCLUGGAGE et al., 2006). 

    Entre os biomarcadores, relacionados com a expressão oncogênica do HPV, a 

proteína inibidora de quinase P16
ink4a

 tem sido alvo de vários estudos, os quais apontam 
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superexpressão como marcador de lesões cervicais induzidas pelo HPV e preditor de mau 

prognóstico (WANG et al., 2004; ELEUTERIO et al., 2007; KONG et al., 2007).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 A enorme variabilidade de padrões histológicos do adenocarcinoma de colo uterino, 

resulta em lesões superficiais as quais são dificilmente detectadas. Sendo assim, o diagnóstico 

histopatológico, por ser subjetivo, pode em determinadas situações, tornar-se desafiador, pois 

faltam parâmetros para a sua definição, o que indica a necessidade de um marcador que seja 

adjuvante nesta afirmação e, que, possivelmente aponte para o prognóstico da lesão. 

Apesar do marcador P16
INK4a

 apresentar potencial diagnóstico em vários tumores, o 

status desse marcador no adenocarcinoma invasivo de colo uterino não está totalmente 

definido, haja vista se tratar de um tumor pouco recorrente dificultando sua análise e 

abordagem com fins de diagnóstico. Portanto, há a necessidade de avaliar o marcador 

P16
INK4a

 nos adenocarcinomas de colo uterino, objetivando uma melhor abordagem 

diagnóstica dessa neoplasia. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar a utilidade diagnóstica da proteína P16
INK4a

 como marcador de 

adenocarcinoma de colo uterino. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Avaliar a expressão do p16 no adenocarcinoma invasivo; 

 Avaliar a expressão do p16 em outros subtipos histológicos de adenocarcinoma do 

colo uterino. 

 Determinação da sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo e negativo do 

p16 em relação ao adenocarcinoma de colo uterino. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Seleção de casos 

 Trata-se de um estudo de corte transversal, não intervencional. Foram estudados casos 

à partir de blocos de parafina dos arquivos do Instituto do Câncer do Ceará e do 

Departamento de Patologia – UFC. Casos de pacientes com  diagnóstico histopatológico de 

adenocarcinoma de colo uterino, por meio de listagens fornecidas pelo Registro de Câncer do 

Instituto do Câncer do Ceará e do arquivo do Departamento de Patologia – UFC, cujos tecidos 

remanescentes nos blocos permitissem a confecção de novos cortes histológicos para novo 

HE e imunohistoquímica para p16, foram incluídos no estudo. 

 Foram considerados critérios de exclusão: material insuficiente para revisão e para 

aplicação de testes, assim com falta de dados em prontuário. 

 

4.2 Análise de prontuários 

             Foi realizado análise de prontuário para arrolamento de dados pessoais das pacientes 

e de aspectos clínicos, de diagnóstico e de estadiamento da lesão, baseado nos critérios da 

Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia, FIGO, 2009. 

 

4.3 Revisão histopatológica 

               Todos os blocos obtidos foram submetidos a corte de 5 micras para confecção de 

lâminas que foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas de forma cega em 

microscópio óptico Nikon eclipse E 200 por dois patologistas para que se incluíssem apenas 

casos com diagnósticos concordantes e inequívocos de adenocarcinoma. Os critérios adotados 

para a classificação e graduação histológica foram os da FIGO (PECORELLI; ODICINO, 

2009) e da Organização Mundial de Saúde, OMS (SILVERBERG; IOFFE, 2003). 
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4.4 Grupo controle 

            Como grupo controle, foram utilizadas biópsias de pólipos adenomatosos 

endocervicais sem metaplasia tubária associada, provenientes dos mesmos arquivos.  

 

4.5 Imunohistoquímica 

 

Dos mesmos blocos (grupos de estudo e controle) foram realizados cortes de 4 micras 

para confecção de lâminas com Poli-L-lisina a 10% (Sigma, USA) para imunohistoquímica de 

p16
INK4a 

usando CINtec® Histology kit (MTM Laboratories, Heidelberg, Germany). O 

CINtec® Histology kit tem como base o anticorpo monoclonal de camundongo (clone 

E6H4®) contra a proteína humana p16
INK4a 

. De acordo com o protocolo do fabricante, 

procede-se a recuperação antigênica em banho-maria (95-99 ºC) por 10min, em seguida 

bloqueio da peroxidase endógena por 10 min, incubação com anticorpo de camundongo anti-

p16
INK4a 

 humano (anticorpo pré- diluído) por 30 min, incubação com anticorpo secundário 

 onju   o   polím ro por 3  m n, s  u       r v l   o p lo substr to     romó  no 3,3‟-

diaminobenzidina (DAB),  leve contra-coloração com hematoxilina de Harris (1 min) e 

montagem com bálsamo sintético. Todos os reagentes do kit usados na reação eram prontos 

pra uso (prediluídos ou concentrados 10x).  

 

4.5.1 Avaliação qualitativa e quantitativa da expressão do p16
INK4a

  

A avaliação da expressão do marcador p16 foi realizada, segundo o preconizado por 

Schorge et al. (2004), através da utilização de escores obtidos a partir da soma dos escores 

utilizados para intensidade de expressão do p16 e de porcentagem de células positivas. 

Para cada diagnóstico histopatológico foi realizada uma média obtida, pela soma dos 

escores e o número de casos de cada tipo histológico. 

A intensidade da expressão do p16, determinada em escores, foi baseada nos critérios 

de Schorge et al. (2004): 
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I - 0: Sem coloração;  

II - 1: Fraca coloração;  

III - 2: Moderada coloração;  

IV - 3: Forte coloração 

Para determinação da frequência de células marcadas com p16, foi utilizado o seguinte 

critério (SCHORGE et al., 2004): 

I - 0: Nenhum; 

II - 1: <5%;  

III - 2: 6% - 25%; 

IV - 3: 26% - 50%;  

V - 4: 51% - 75%;  

VI - 5: > 75%  

A avaliação da expressão pode variar no intervalo de 0 a 8, sendo 0 sem expressão e 8 

expressão máxima do marcador. (SCHORGE et al., 2004). 

Os resultados foram interpretados conforme critérios já validados em outros estudos 

(GUIMARAES et al., 2005; ELEUTERIO et al.,  2007; CAVALCANTE et al., 2012). 

 

4.6  Análise estatística dos resultados 

Foi aplicada tabela de contigência convencional para cálculo de sensibilidade, 

especificidade, valores preditivos positivo e negativo e risco relativo para o marcador em 

relação ao diagnóstico de adenocarcinoma de colo uterino, bem como o teste exato de Fisher 

para significância estatística com intervalo de confiança de 95%.  

Ao final foi aplicado o índice de Kappa para concordância diagnóstica entre o 

diagnóstico duplo cego morfológico e a marcação pelo p16. Considerando-se os seguintes 
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resultados :  <0 = muito ruim; 0 a 0,2 = ruim; 0,2 a 0,4 = razoável; 0,4 a 0,6 = bom; 0,6 a 0,8 

= muito bom e 0,8 a 1 = excelente. 

 

4.7 Aspectos éticos  

 

Este projeto de pesquisa foi submetido à avaliação e aprovado pelo Comitê de  Ética 

em pesquisa do Instituto do Câncer do Ceará (protocolo 042/2011).  

As norm s pr  on z   s p l  “D  l r   o    H ls nk”   su s modificações  

(DECLARAÇÃO DE HELSINKI, 1990), como também, as normas da Resolução 196 do 

ministério da saúde (BRASIL,1996), foram seguidas.   
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5 RESULTADOS 

 

Foram selecionados 30 (trinta) casos de biópsias/conização de colo uterino dos 

arquivos do Departamento de Patologia oriundos da Maternidade Escola Assis Chateaubriand 

– MEAC, Hospital Universitário Walter Cantídio – UFC e do Instituto do Câncer do Ceará. – 

ICC. 

Dos 30 casos, 19 (63,3%) foram diagnosticados como adenocarcinoma endocervical, 3 

(10%) tiveram diagnósticos como adenocarcinoma endocervical tipo endometrióide, 2 (6,6%) 

foram diagnosticados como adenocarcinoma de Células Claras, 1(3,3%) foi diagnosticado 

como adenocarcinoma pouco diferenciado sólido, 1 (3,3%) como adenocarcinoma seroso, 1 

(3,3%) como adenocarcinoma tipo endometrióide componente viloglandular, 1 (3,3%) como 

adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma epidermóide in situ (CIS), 1 (3,3%) 

como carcinoma adenoescamoso e 1 (3,3%) como adenocarcinoma desvio mínimo. 

A expressão da proteína p16 foi avaliada nos 30 casos. As amostras com coloração 

nuclear e citoplasmática intensa, moderada e difusa, foram consideradas positivas para p16.  

Os casos que expressaram a proteína de forma fraca, esporádica ou que não expressaram, 

foram considerados negativos. 

As tabelas 1 e 2 apresentam os escores obtidos segundo Schorge et al (2004) para a 

intensidade de expressão do p16 e percentual de células tumorais positivas, respectivamente 
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Tabela 1 - Intensidade de Expressão do p16 em casos de adenocarcinomas do colo uterino 

 

 

Tabela 2 - Porcentagem de células positivas em casos de diagnóstico histopatológico de 

adenocarcinoma do colo uterino. 
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Diante a totalidade de casos de adenocarcinomas invasivos submetidos à 

imunohistoquímica: 7 casos de adenocarcinomas endocervicais, 1 caso de adenocarcinoma de 

células claras, 1 caso de adenocarcinoma desvio mínimo e 1 caso de adenoescamoso 

apresentaram expressão negativa para o marcador p16. 

Aproximadament um terço dos casos de adenocarcinomas invasivo, com exceção de 7 

casos de adenocarcinomas endocervicais, 1 adenocarcinoma de células claras e 1 

adenocarcinoma desvio mínimo, apresentaram expressão positiva para o marcador p16. 

Dentre os 2 casos de adenocarcinomas de células claras, 1 apresentou  porcentagem de 

células tumorais positivas superior a 75% com intensidade forte para expressão do p16; o 

mesmo pode ser notado em 7 dos 19 casos de adenocarcinomas endocervicais. 

Identificou-se, em 43,3% dos casos de adenocarcinomas invasivos, intensidade forte 

para expressão do p16 e 40% apresentaram percentual de células tumorais positivas superior a 

75%. 

 Foram considerados positivos, 66,6% (20/30) dos casos de Adenocarcinoma Invasivo. 

Não houve expressão de p16 em nenhum dos casos utilizados como controle (0/18) (Tabela 

4). 

A tabela 3 apresenta a média do escore obtido através da análise da intensidade e do 

percentual de células tumorais positivas para a expressão de p16 (Schorge et al., 2004). 
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Tabela 3 - Expressão do marcador p16 em células de biópsias com diagnóstico de pólipo 

endocervical adenomatoso e adenocarcinoma do colo uterino. 

 

 

Tabela 4- Expressão do p16 entre casos com diagnóstico de pólipo endocervical adenomatoso 

e adenocarcinoma do colo uterino. 

 

 

Considerando-se a correlação entre a expressão de p16 e o diagnóstico de 

adenocarcinoma de colo uterino, a sensibilidade foi de 66.7%, a especificidade foi de 100%, 

os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) foram de 100% e 64.29%, 

respectivamente. O índice Kappa que avaliou a concordância diagnóstica entre o 

histopatológico e a marcação do p16ink4a foi de 0,60. (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo Histológico p16ink4a Negativo P16ink4a Positivo Total

Polipo Endocervical 18 (100%) 0 (0%) 18 (100%)

ADC Endocervical 7 (36.8%) 12 (63.2%) 19 (100%)

ADC Endometrióide 0 (0%) 3 (100%) 3 (100%)

ADC Pouco Diferenciado Sólido 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)

ADC Seroso 0 (0% 1 (100%) 1 (100%)

ADC Tipo Endometrioide 

Componente Viloglandular
0 (0% 1 (100%) 1 (100%)

ADC Endocervical + CIS 0 (0% 1 (100%) 1 (100%)

Adenoescamoso 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

ADC Células Claras 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)

ADC Desvio Mínimo 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

Total 28 (50%) 20 (50%) 48 (100%)

Tipo Histopatológico P16ink4a Negativo P16ink4a Positivo

Polipo Endocervical 18 (100%) 0 (0%)

Adenocarcinoma Invasivo 10 (33.4%) 20 (66.6%)
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Tabela 5 - Estudo de sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativo e positivo 

para p16 no diagnóstico de adenocarcinoma do colo uterino. 

 

Abreviações: IC, Intervalo de confiança (95%);VPP, Valor preditivo positivo; VPN, Valor preditivo negativo; EP, Erro padrão. 

Kappa;       
   < 0       -  Muito Ruim       

0 - 0,2    - Ruim       

0,2 -0,4  - Razoável       
0,41-0,6 - Bom       

0,61-0,8 - Muito Bom       

0,81-1    - Excelente       

 

 

Figura 3 - Imunoexpressão moderada de p16ink4a em adenocarcinoma do colo uterino 

(50x)  

 

 

 

 

 

Marcador Imunohistoquímico Sensibilidade Especificidade VPP VPN Kappa (IC) EP

P16ink4a 66.7% 100% 100% 64.29% 0.6 (0.398 - 0.802) 0.103
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Figura 4 - Expressão imunohistoquímica moderada de p16 ink4a em adenocarcinoma 

(50x) 

 

Figura 5 - Expressão imunohistoquímica forte de p16ink4a em adenocarcinoma do colo 

(50X) 
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Figura 6 - Expressão imunohistoquímica forte de p16ink4a em adenocarcinoma do colo 

(100X) 

 

Figura 7 - Expressão imunohistoquímica forte de p16ink4a em adenocarcinoma de 

células claras. (100x) 
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Figura 8 - Ausência de expressão imunohistoquímica de p16ink4a em adenocarcinoma 

do colo uterino (100x) 

 

 

Figura 9 - Ausência de expressão imunohistoquímica de p16ink4a em adenocarcinoma 

do colo uterino (50x) 
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6 DISCUSSÃO 

               A taxa de incidência de adenocarcinoma do colo uterino aumentou nas últimas 

décadas (ABU BACKER; NIK MUSTAPHA; HAYATI OTTHMAN, 2011). Atribui-se tal 

fato, ao melhor controle clínico e anatomopatológico das lesões intra-epiteliais escamosas e o 

do carcinoma epidermóide. (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005)     un o    os  o 

 nst tuto     on l  o   n  r ( r s l), o    no  r  nom   orr spon     s  un   n opl s   

mais frequente do colo,  om pr v l n       1    15% (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 

2005; GONÇALVES et al., 2007). 

                Os tumores glandulares de cérvice uterina podem ser classificados em seis tipos 

histológicos: adenocarcinoma sem outras especificações, adenocarcinoma mucinoso, 

endométrioide, de células claras, seroso e mesonéfricos. O carcinoma mucinoso responde pela 

maioria dos casos de adenocarcinoma de colo uterino e é subdividido em cinco subtipos: 

endocervical, intestinal, de células em anel de sinete, de desvio mínimo e viloglandular 

(GONÇALVES et al., 2007).  

                 Dentre os 30 casos de adenocarcinoma avaliados nesse estudo, houve uma 

equivalência relativa na freqüência de cada subtipo com aqueles citados na literatura. Young 

et al. (2002) esclarecem a incidência de 70 a 80% para o subtipo mucinoso. Outros autores 

determinam taxas de 5% para o viloglandular bem diferenciado (ALFSEN et al., 2000; 

YOUNG; CLEMENT, 2002; LAI et al., 2011), 4% para o seroso (ALFSEN et al., 2000; 

SMITH et al., 2000; YOUNG; CLEMENT, 2002), 4% para o de células claras (ALFSEN et 

al., 2000; YOUNG; CLEMENT, 2002),1 a 3% para o de desvio mínimo (ALFSEN et al., 

2000;  YOUNG; CLEMENT, 2002) e 10 a 15% para o subtipo endometrióide (YOUNG; 

CLEMENT, 2002). Quanto a esses subtipos, os dados encontrados pelo estudo se equivalem, 

pois foi determinado (63,3%) para o mucinoso, (3,3%) para o viloglandular, (3,3%) para o 

seroso, (6,6%) para o de células claras, (3,3%) para o desvio mínimo e (10%) para o subtipo 

endometrióide. 

                 A associação do adenocarcinoma com HPV tem sido bastante demonstrada, em 

especial com o tipo 18 (BJERSING et al., 1991; ANDERSSON et al., 2000; BULK et al., 

2006). Na maioria dos casos, a superexpressão de p16
INK4a

 reflete a desregulação do ciclo 
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celular, induzida por infecção do HPV. Milde et al. (2001) observou imunorreatividade de 

p16
INK4a

 em 93% dos tumores HPV positivos, em comparação com apenas 41% dos tumores 

HPV negativos, demonstrando a estrita relação entre o adenocarcinoma de colo uterino e seu 

principal fator de risco, o HPV. 

                   De acordo com Yemelyanova et al. (2009), adenocarcinomas endocervicais são 

caracterizados por expressão difusa (90 a 100% das células tumorais) e de moderada a forte 

para a proteína de supressão tumoral p16. Estudos demonstram uma elevada expressão da 

proteína p16 em adenocarcinomas in situ (NEGRI et al., 2003;  LI et al., 2007). Contudo, não 

foi encontrado na literatura estudos comparativos de sensibilidade para o p16
INK4a

 em 

adenocarcinoma in situ e invasivo. 

                  A avaliação do percentual de células positivas para o p16
INK4a

 foi realizada por 

Negri et al. (2011), observando que em 10 (66.7%) de 15 casos de adenocarcinoma invasivo 

de colo uterino apresentaram coloração positiva em mais de 50% das células. Em 4 (26.6) 

casos a expressão foi mais focal com menos de 50% de células positivas para expressão do 

p16. No presente estudo, obtivemos 15 (50%) de 30 casos de adenocarcinoma invasivo de 

colo uterino apresentando coloração positiva para o p16
INK4a

 em mais de 50% das células. Em 

9 (30%) de 30 casos, menos de 50% de células positivas para a expressão do p16
INK4a

 foi 

evidenciado. Esta discrepância pode ter se dado devido ao menor número de casos de 

adenocarcinoma invasivo de colo uterino (15 casos de adenocarcinoma invasivo do colo 

uterino). 

               De acordo com Anghebem-Oliveira e Merlin (2010), a presença de raros focos de 

positividade para a coloração imunohistoquímica de p16 em pequena proporção de epitélios 

escamosos e metaplásicos normais pode ser notada, já que sob condições fisiológicas, como 

estresse genômico, a p16
INK4a

 é expressa para frear o ciclo celular e, finalmente induzir a 

apoptose. Tais achados também foram observados nos estudos realizados por Cuizhen Li et 

al. (2007) e Negri et al. (2011). 

               Yonamine et al. (2009) ressalta que a frequência de expressão positiva de p16 em 

adenocarcinoma de colo uterino é de 80%, percentual esse compativel ao (66,7%) 

demonstrado no presente estudo. 
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               Em nosso estudo, não foi visualizado foco de expressão imunohistoquímica de 

p16
INK4a

 em nenhum dos 18 casos de pólipo endocervical utilizados como controle negativo, 

tendo esse achado sido observado por Matsumoto et al. (2003) avaliando 10 casos. 

                Até o presente, em pesquisa no banco de dados do MEDLINE, não se encontrou 

nenhum estudo fazendo a correlação da intensidade de expressão do p16
INK4a

 e percentual de 

celulas positivas com os subtipos de adenocarcinoma invasivo. Aqui foi possível constatar 

que 8 de 19 casos de adenocarcinoma endocervical apresentaram intensidade forte para a 

expressão da proteína p16; seguido por 2 de 3 casos de adenocarcinoma do tipo 

endometrióide, 1 caso de adenocarcinoma tipo endometrióide componente viloglandular, 1 

caso de adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma epidermóide in situ (CIS) e 1 de 

2 casos de adenocarcinomas de células claras.  

              O estudo da performance da proteína de supressão P16
INK4a

 , como marcador de 

malignidade em adenocarcinomas invasivos do colo uterino, demonstrou alta sensibilidade 

(66,7%), alta especificidade (100%) e principalmente alto valor preditivo negativo (64,29%) e 

positivo (100%). O índice de concordância diagnóstica demonstrou ser bom para a p16 

(k=0,6). Isto pode ser importante, quando se pensa nos casos de difícil diagnóstico. Assim a 

p16 pode ajudar na confirmação de adenocarcinoma endocervical como acontece com lesões 

escamosas (GUIMARAES et al., 2005; ELEUTERIO et al., 2007; CAVALCANTE et al., 

2012). 

                 Schorge et al. (2004) realizaram um estudo da performance do p16 sem, entretanto, 

estratificar adenocarcinomas in situ e invasivo o que embora possa ter aumentado os valores 

de sensibilidade e especificidade pode ter comprometido os valores preditivos negativo e 

positivo; Uma vez que, estudos realizados por Negri et al. (2003) e  Li et al. (2007) 

observaram uma superexpressão da proteína de supressão tumoral p16
INK4a

, indicando 

sensibilidade de 100%, em casos de adenocarcinoma in situ. 

                 Kong et al. (2007) consideraram a imunohistoquímica para p16 como o melhor 

candidato para conduta inicial de biópsias de diagnóstico indeterminado em virtude da 

viabilidade, altas sensibilidade e especificidade.                  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 De todos os casos do controle negativo (18), nenhum apresentou foco de expressão 

imunohistoquímica para o p16. Contudo, demonstrou-se uma alta representatividade 

(66,7%) nos casos de adenocarcinoma invasivo de colo uterino quanto a positividade 

de expressão para o p16. O biomarcador p16
INK4a

 apresentou intensa expressão quando 

utilizado nos casos de adenocarcinoma invasivo de colo uterino (43,3%), em especial 

no subtipo de células claras (50%). O único caso de adenocarcinoma de desvio 

mínimo, apresentado nesse estudo, não demonstrou qualquer expressão para o p16. 

Em contra partida, o único caso de adenocarcinoma endocervical associado a 

carcinoma epidermóide in situ (CIS) apresentou intensidade forte para a expressão do 

p16; 

 

 O biomarcador apresentou uma alta especificidade e sensibilidade com uma boa 

concordância diagnóstica para a identificação de casos de adenocarcinoma invasivo de 

colo uterino; 

 

 Considerando-se a forte associação do marcador p16, com adenocarcinoma do colo 

uterino, o seu uso representa uma importante ferramenta para o patologista, 

diminuindo os diagnósticos de lesões equívocas. 
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