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RESUMO

O cancer cervical ¢ o segundo mais comum na populagdo feminina mundial e cerca de 20%
desses tumores sdo classificados como adenocarcinomas. O diagndstico histopatoldgico do
adenocarcinoma de colo uterino, por ser subjetivo pode, em determinadas situacgdes, tornar-se
desafiador, pois faltam parametros para a sua defini¢cdo, o que indica a necessidade de um
marcador que seja adjuvante nesta afirmacéo e, que, possivelmente, aponte para o prognostico

da lesdo. A proteina inibidora de quinase, p16™“

tem sido alvo de varios estudos, 0s quais
apontam superexpressao como marcador de lesdes cervicais induzidas pelo Papilomavirus
Humano (HPV) e preditor de mau progndstico. Esta pesquisa tem como objetivo principal
avaliar a utilidade diagnéstica do biomarcador p16™"** no adenocarcinoma de colo uterino.
Em estudo de corte transversal, ndo intervencional, foi feita a pesquisa por imunohistoquimica
de pl6 em 30 blocos de parafina com diagnéstico histologico, confirmado por dois
patologistas como: adenocarcinoma endocervical (19), adenocarcinoma endocervical tipo
endometridide (3), adenocarcinoma de Células Claras (2), adenocarcinoma pouco
diferenciado sélido (1), adenocarcinoma seroso (1), adenocarcinoma tipo endometridide
componente viloglandular (1), adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma
epidermdide in situ (1), carcinoma adenoescamosos (1), adenocarcinoma desvio minimo (1).
Aos resultados foi aplicada tabela de contingéncia e teste exato de Fisher (intervalo de
confianca de 95%). Para concordancia diagndéstica foi aplicado o indice de Kappa. Foram
considerados positivos 80% (24/30) dos casos de adenocarcinoma Invasivo para a expressao
da p16. Nao houve expressdo da p16 em nenhum dos casos de (0/18) polipos adenomatosos
utilizados como controle negativo. A performance do p16 no diagnostico do adenocarcinoma
de colo uterino, demonstrou alta sensibilidade (75%) , alta especificidade (100%) e
principalmente alto valor preditivo negativo (80%). O indice de concordancia diagndstica
demonstrou ser muito bom para o p16 (x = 0,75). A forte associacdo do marcador p16 com
adenocarcinoma do colo uterino pode representar uma importante ferramenta diagnostica

utilizada para diminuir os diagnosticos de lesGes equivocas.

Palavras-chave: Adenocarcinoma. Colo do Utero. Proteinas Supressoras de Tumor.

InfecgOes por Papillomavirus.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, cerca de 500.000 novos casos de cancer do colo do utero (~ 1 caso por
minuto) sdo diagnosticados e 275 mil mortes por cancer de colo do Utero ocorrem anualmente.
(PARKIN et al., 2005).

O Cancer de colo uterino é a segunda neoplasia mais frequente na populacdo feminina,
atras apenas do cancer de mama, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil.
No ano de 2012, estima-se que 17.540 novos casos de cancer do colo do utero tenham sido
registrados, com um risco de 17 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012). Excetuando-se
as neoplasias de pele ndo-melanoma, o cancer do colo do Utero é o mais incidente na regido
Norte (24/100 mil). Nas regides Centro-Oeste (28/100 mil) e Nordeste (18/100 mil) ocupa a
segunda posicao, na regido Sudeste (15/100 mil), a terceira, e na regido Sul (14/100 mil), a
quarta posicdo. (INCA, 2012).

A incidéncia de cancer de colo do Gtero torna-se mais evidente na faixa etaria de 20 a
29 anos e 0 risco aumenta até atingir seu pico maximo geralmente na faixa etaria de 45 a 49
anos. Quase 80% dos novos casos de cancer de colo do Utero ocorrem nos paises em
desenvolvimento (PARKIN et al., 2005).Vérios sdo os fatores responsaveis por diferencas
epidemioldgicas, tais como o padrdo socioecondmico, imunodeficiéncia e infeccdo pelo HIV
(SCHIFFMAN et al., 1993).

Dentre os canceres cervicais, o carcinoma espinocelular (CEC) € o mais frequente,
enquanto os adenocarcinomas sdo relativamente incomuns (PETERS, 1986; SCHWARTZ,
1986; KIETPEERRAKOOL et al., 2006). Entretanto, estudos epidemioldgicos tem
demonstrado um aumento na incidéncia de adenocarcinomas de cérvice uterina especialmente
entre mulheres mais jovens (ABU BACKER; NIK MUSTAPHA; HAYATI OTTHMAN,
2011). Segundo dados do instituto nacional do cancer do Brasil (INCA), o adenocarcinoma ja
corresponde a segunda neoplasia mais frequente de colo uterino, com prevaléncia de 12 a
15% (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005; GONCALVES et al., 2007).

Além disso, adenocarcinoma apresenta um pior prognostico quando comparado ao
carcinoma epidermoide, sendo que o aumento da sua prevaléncia pode esta relacionado ao
emprego difundido de metodos diagnosticos, como o0 exame citopatoldgico, a colposcopia e a
biopsia (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005). Permanece controverso se ha relacdo

entre 0 aumento na incidéncia e a deteccéo tardia pelo teste papanicolau, ja que precursores de
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adenocarcinoma sdo muitas vezes dificeis de serem identificados e adenocarcinoma invasivo
estd frequentemente presente no momento em que a neoplasia € detectada (ZALOUDEK,
2011).

1.1 Definicdo e classificagdo histopatoldgica do adenocarcinoma endocervical

Inicialmente reconhecidos como uma entidade distinta por Noris, em 1936, o0s
adenocarcinomas originam-se nas glandulas 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 les&o pré-invasiva
de glandulas endocervicais. AIS é uma condicdo rara que acredita-se ser uma lesdo 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 associacdo sugere que o mesmo agente etiolégico pode desempenhar um importante
papel na transformacdo maligna das células de reserva, a qual € 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
diferenciacdo celular, incluindo células caliciformes. Os ndcleos sdo geralmente em cigar-
shaped e pseudo-estratificados, mostrando cromatina grosseira e numerosas mitoses. A
displasia glandular, uma lesdo com alteragdes menos acentuadas, em comparacdo com AlS,
tem sido sugerido como um precursor do AIS, mas tem sido questionada, devido a sua fraca
reprodutibilidade no diagndstico e, em especial, ao seu valor clinico insignificante
(GOLDSTEIN et al., 1998; WRIGHT, 2002). Segundo loffe et al. (2003), um sistema de
pontuacéo foi proposto para fazer a distin¢do entre a displasia glandular e AlS, mas devido ao
seu valor clinico limitado, tem sido sugerido que o termo “displasia glandular " deixe de ser

utilizado na pratica clinica.

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

Se varios componentes histologicos estdo presentes em um tumor, a classificacdo deve
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basear-se no padrdo predominante, e 0 outro padréo, se presente em pelo menos 10% do
tumor, devera apenas ser mencionado no relatério (WRIGHT, 2002).

A morfologia diversificada desses tumores resulta em dificuldades para o diagndstico
diferencial. Estudos que visam elucidar a classificacdo morfologica dos adenocarcinomas e
estabelecer um consenso para a definicdo dos principais subtipos histolégicos vém 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 Vvarios padrdes histoldgicos, sendo 0s mais comuns 0s tipos
endocervicais, adenocarcinoma mucinoso e endometridide, 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 homdlogo de células escamosas, o diagndstico é mais dificil e tem sido
controverso. Basicamente todos o0s tipos histolégicos de adenocarcinoma podem ser
encontrados nesta categoria. O critério mais importante para o diagndstico, a invasdo do
estroma, nem sempre € visivel em pequenas lesdes glandulares do colo do dtero. Em
particular, as lesbes glandulares sdo bem diferenciadas e superficialmente localizadas
podendo ser dificeis de serem diagnosticadas (WHEELER, 2005).

A classificacdo histopatologica dos adenocarcinomas cervicais, proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude, encontra-se resumida no quadro 1 (SILVERBERG; IOFFE,
2003). A graduacdo histoldgica dos adenocarcinomas cervicais é feita, de acordo com o
sistema FIGO (Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia), com base na avaliacdo
quantitativa do componente glandular tumoral: tumores grau | apresentam menos de 5% de
crescimento glandular sélido; os de grau Il, apresentam mais de 5% e menos que 50% de
crescimento glandular s6lido e os de grau Il apresentam mais de 50% de crescimento
glandular tumoral sélido (SILVERBERG; I0OFFE, 2003).



14

Quadro 1 - Classificacao histopatologica dos adenocarcinomas cervicais puros.
Adenocarcinoma in situ

Adenocarcinoma Mucinoso
s endocervical
s intestinal
e em anel de sinete
Endometridide
Células claras
Seroso

Mesonéfrico

Fonte: Adaptado de Silverberg e loffe, 2003.

1.2 Etiologia e fatores de riscos

O reconhecimento dos fatores de risco, ligados ao comportamento sexual e ao cancer
de colo uterino, levou a descoberta da importante relacdo entre o Papilomavirus humano
(HPV) e o cancer cervical. Estudos epidemioldgicos demonstram que, além de HPV de alto
risco oncogénico, outros fatores estdo relacionados ao desenvolvimento do céncer cervical,
tais como: a idade do inicio da atividade sexual, nimeros de parceiros sexuais e a
promiscuidade do parceiro sexual. Fatores secundarios, como nimero de partos, uso crénico
de contraceptivo oral, tabagismo, imunodeficiéncia, doencas sexualmente transmissiveis
(DST) e outros (BURD, 2003).

Crescentes evidéncias apoiam a hipétese de uma relacdo entre horménios esteroides 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 o0 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 alteracdes

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

Outro fator de risco, que vem sendo atribuido ao aparecimento do adenocarcinoma do
colo uterino, inclui a obesidade e a distribuicdo da gordura corporal; Estabelecendo mais uma

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

1.3 HPV e adenocarcinoma endocervical

A ligacdo entre infecgdes genitais por HPV e cancer cervical foi demonstrada pela
primeira vez, no inicio de 1980 por Harold Zur Hausen, virologista alem&o. Desde entdo, a
ligacdo entre o HPV e o carcinoma de células escamosas do colo do Utero tem sido bem
estabelecida (BURD, 2003).

O DNA do HPV pode ser encontrado tdo 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 transformacdo celular é a infeccdo com HPV de alto risco
oncogénico e a interacdo dos produtos dos genes precoces E6 e E7, as oncoproteinas virais E6
e E7. O produto do HPV interage com as proteinas da célula do hospedeiro rompendo
algumas func@es bioldgicas e causando desequilibrio na expressao das oncoproteinas E6 e E7
nas células basais. Tanto a oncoproteina E6 como a E7 atuam sobre proteinas supressoras de
tumor, a p53 e a pRb, respectivamente. Normalmente, a ligacdo da pRb com o fator de
transcricdo E2F bloqueia a ativacdo do ciclo celular. Nas células em replicagdo, o E2F é
regulado pela fosforilagédo da pRb (DOORBAR, 2006; MANSOUR et al., 2007).

A fosforilagdo da pRb € normalmente inibida pelas quinases ciclina-dependentes
(CdK) 4 e CdK-6, as quais sdo controladas por varias proteinas inibidoras de quinases, dentre
elas, a p16™"* da familia INK4a. A E7 interage com a pRb de forma anéloga & fosforilagdo
mediada pelas CdKs, promovendo sua degradacdo via proteosomas (GIARRE et al., 2001;
DOORBAR, 2006). Isso resulta na liberagéo de E2Fs e ativacgao do ciclo celular estimulando

0 avanco da celula para a fase S. Normalmente, isso seria contrabalanceado pela ativacdo da
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p53, com consequente ativacdo da via de apoptose da célula. Entretanto, a E6 aumenta a
degradacédo da p53 impedindo a apoptose. A habilidade em promover a degradacdo da p53 é
uma propriedade exclusiva da E6 de HPVs de alto risco, ressaltando a importancia deste

evento na carcinogénese induzida pelo virus. Com o E2F livre, E7 dependente ndo é mediada

INKda
6

pela fosforilagdo da pRb, a regulacdo pela pl nédo tem efeito no ciclo celular ativado.

INK4a
6

Havera superexpressdo de pl , pela perda da repressdo habitualmente mediada pelo

complexo pRb/E2F e pela forte ativacéo pela E2F livre. Ja que as CdK-4 e CdK-6 ndo sofrem
inibicdo pela p16™"“

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

, 0s genes da fase S sdo continuamente ativados, imortalizando a célula

Apesar da importancia do HPV na etiopatogenia do céncer cervical ja ter sido
confirmada, mesmo nos casos de adenocarcinomas, um periodo prolongado de laténcia é
observado entre a instalacdo da infecgdo viral e 0 aparecimento do cancer cervical. Nem todas
as pacientes, que desenvolvem a infeccdo pelos reconhecidos HPVs de alto risco,
apresentardo cancer cervical, sugerindo a existéncia de cofatores necessarios a transformacéo
neoplasica das lesdes precursoras (ZUR HAUSEN, 2002).
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Figura 1 - Representa uma ilustracdo simplificada demonstrando os biomarcadores de
neoplasia cervical e seus efeitos no ciclo celular.
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a Epitélio normal: Fatores de crescimento ativam o
complexo ciclina D1/CDK4/6 que, por sua vez,
hiperfosforilizam a pRB. A E2F é entdo liberada e
ativa genes que controlam a fase S do ciclo celular. A
pl6INK4a, através de um mecanismo de
retroalimentagdo negativa, inativa as ciclinas
D1/CDKA4/6 e portanto a E2F. pl4ARF controla os
niveis de p53 nas células e ativa p21 o qual é inibidor
de CDK.

1.4 Estadiamento clinico

b Epitélio infectado por HPV: O oncogene E7 do
HPV se liga e inativa a pRB liberando E2F e
ativando assim, a progressdo do ciclo celular. A
retroalimentagdo  negativa  realizado  pelo
pl6INK4a é ignorada levando & atividade
prolongada do E2F. O oncogene E6 do HPV liga-
se a p53, resultando na sua supressédo (PINTO et
al ., 2012).

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

recomendagdes preconizadas pela FIGO, definidas em 2009. Baseia-se na avaliagdo clinica
(inspecéo, toque vaginal e toque retal), colposcopia e exames radioldgicos. 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.

Estadio | — Tumor restrito ao colo sem extensdo ao corpo uterino.
IA Tumor invasivo somente diagnosticando por microscopiacom invasdo < 5mm e extensdao < 7mm.
IA1 — Invasdo estromal < 3mm e extensdo < 7mm.
IA2 — Invasdo estromal entre 3 e 5mm e extensdo < 7mm.
IB Tumor clinicamente visivel limitado ao colo ou tumores pré-clinicos > estadio IA.
IB1 — Tumor clinicamente visivel < 4cm em seu maior didmetro.
IB2 — Tumor clinicamente visivel > 4cm em seu maior diametro.

Estadio Il - Tumor invadindo o utero mas ndo a parede pélvica ou tergo inferior da vagina.
IIA Ndo ha invasdo parametrial
IIA1 — Tumor clinicamente visivel < 4cm em seu maior diametro
IIA2 — Tumor clinicamente visivel > 4cm em seu maior diametro
IIB Tumor com invasdo parametrial

Estadio 11l - Tumor com extenséo a parede pélvica e/ou comprometeo tergo inferior da vagina e/ou

causa hidronefrose ou rim nao funcionante.
I1IIA Tumor invade tergo inferior da vagina sem extensdo a rede pélvica
111B Extensdo a parede pélvica e/ou hidronefrose ou rim n3o funcionante

Estadio IV — Tumor extende-se além da pelve ou invade a mucosavesical ou do reto.

IVA Extensdo a 6rgdos adjacentes
IVB Extensdo a 6rgdos a distancia

Fonte: Adaptado de Pecorelli e Odicino (2009).

1.5 Biomarcadores de lesdes neoplasicas cervicais

Por definicdo, biomarcador refere-se a qualquer molécula ou caracteristica biologica
detectavel e/ou quantificavel que possa, em determinado momento, refletir condigdes de
normalidade ou anormalidade dos diversos processos bioquimicos e bioldgicos. No
rastreamento do carcinoma cervical, um marcador eficiente precisa ser sensivel para que 0s
casos que requerem tratamento ndo sejam sub-diagnosticados. Precisa também ser especifico,
para detectar apenas casos realmente positivos. Além disso, deve ter um bom valor preditivo
positivo, que indicard a proporcdo de mulheres diagnosticadas como de alto risco e que
realmente o s&o; e um bom valor preditivo negativo, o qual mostra que um resultado negativo

representa realmente auséncia da doenca. Um bom marcador deve estar especificamente
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associado a progressao da doenca, ou seja, ter a capacidade de discriminar lesdes de baixo ou

alto grau, com risco de progredir, daquelas com maior chance de regredir espontaneamente
(WENTZENSEN, 2007).

Um marcador molecular ideal ndo é, necessariamente, um substituto para a presenca
de HPV de alto risco, pelo contrario, o marcador iria refletir a interrupgdo do ciclo celular,
oriunda da soma de todos os estimulos que atuam sobre a celula, durante a carcinogénese.
Grande parte dos marcadores, disponiveis atualmente, sdo alvos moleculares da familia do
fator de transcricdo E2F. Estas incluem as moléculas necessarias para a progressdo do ciclo
celular (por exemplo, a ciclina E), a replicacio do DNA (Proteinas de Manutencdo de
Minicromossomo — MCM), a sintese de DNA (PCNA — Proliferagdo do Antigeno Nuclear da

Célula) e controle do ciclo celular (p16™*** e p21/WAF1) (BALDWIN; LASKEY;
COLEMAN, 2003).

De acordo com Pinto et al. (2012), os biomarcadores de lesdes neoplasicas cervicais
tém sido o foco de pesquisa ha mais de uma década. Estudos, como o de Baldwin, Laskey e
Coleman (2003), demonstram que a colorag&o positiva para os marcadores p16™<* MIB-1 e
BD-ProEx CTM estd altamente correlacionada com a presenca de lesdo intra-epitelial
escamosa de alto grau (HSIL).

Figura 2 - Numeros de estudos publicados por ano sobre p16INK4a, MIB-1, BD-ProEx C, e
proteina do capsideo L1

PO

ProkEx C

- N W

s Ll ProExC = MIB-1 = pl16

Fonte: Pinto et al., 2012.

Marcadores de proliferacdo celular, de prognéstico e de supressdao tumoral vém sendo



20

testados em busca de indicadores mais confiaveis na identificagdo de lesdes cervicais com
real risco de evolucdo para carcinomas escamosos (CAMERON et al., 2002). No entanto,

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

1.6 P16™42

O dificil diagnostico de adenocarcinoma in situ, a partir de lesdes benignas, tais
como, a metaplasia tubaria, alteracGes reativas e outros processos benignos, particularmente
em pequenas amostras de bidpsias, torna-se desafiador. Porém, o uso de alguns marcadores de

diagndstico, como o P16

, tem demonstrado potencial para discriminar leses glandulares
endocervicais benignas das malignas. Do mesmo modo, é um excelente marcador para
diferenciar adenocarcinoma de cérvice uterina de adenocarcinoma endometrial (CAMERON

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

P16 (P16) foi proposta como um marcador de lesdes neoplésicas do epitélio
cervical. Como a pl6 é um marcador da atividade do oncogene E7 do papilomavirus
humano, pode ser encontrado em quase todas as lesdes escamosas de alto grau, como também
em adenocarcinomas de colo uterino (LIANG et al., 2007; MULLER et al., 2008).

O Gene pl16 (CDKN2/INK4a), classificado como supressor tumoral, esta localizado
no cromossomo 9p21 e codifica uma proteina de 16 kDa, que controla negativamente a
progressdo do ciclo celular no checkpoint G1/S. Normalmente, o gene TP53, através de sua
proteina, envia sinal para o p16 que é um gene inibidor de CDK/ciclina e ha parada do ciclo
celular (ROCCO; SINDRANSKY, 2001). O gene pl6 inibe o grupo de proteinas
reguladoras, denominadas kinases dependentes de ciclina (CDK), as quais inibem ou ativam
fases especificas do ciclo celular. Uma das formas de silenciamento deste gene € a
hipermetilacdo, inativando sua transcri¢cdo e contribuindo para o desenvolvimento tumoral
(BRENNA, 2000).

Dessa forma, a presenca da proteina pl6 expressa a possibilidade de existéncia de
um tumor. Com o uso de métodos imunohistoquimicos € possivel avaliar a positividade dessa
proteina. Em células do colo do Utero, tal positividade esta ligada a presenga de HPV de alto
risco (McCLUGGAGE et al., 2006).

Entre os biomarcadores, relacionados com a expressdo oncogénica do HPV, a

proteina inibidora de quinase P16 tem sido alvo de varios estudos, os quais apontam
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superexpressdo como marcador de lesdes cervicais induzidas pelo HPV e preditor de mau
prognostico (WANG et al., 2004; ELEUTERIO et al., 2007; KONG et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A enorme variabilidade de padr@es histol6gicos do adenocarcinoma de colo uterino,
resulta em lesBes superficiais as quais séo dificilmente detectadas. Sendo assim, o diagndstico
histopatoldgico, por ser subjetivo, pode em determinadas situacdes, tornar-se desafiador, pois
faltam parametros para a sua definicdo, o que indica a necessidade de um marcador que seja

adjuvante nesta afirmacao e, que, possivelmente aponte para o progndstico da leséo.

6<% apresentar potencial diagnéstico em varios tumores, o

Apesar do marcador P1
status desse marcador no adenocarcinoma invasivo de colo uterino ndo esta totalmente
definido, haja vista se tratar de um tumor pouco recorrente dificultando sua andlise e
abordagem com fins de diagnostico. Portanto, hd a necessidade de avaliar o marcador
P16™%** nos adenocarcinomas de colo uterino, objetivando uma melhor abordagem

diagnostica dessa neoplasia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

INK4a
6

Avaliar a utilidade diagndstica da proteina P1 como marcador de

adenocarcinoma de colo uterino.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao do pl6 no adenocarcinoma invasivo;

e Avaliar a expressdo do pl6 em outros subtipos histoldgicos de adenocarcinoma do
colo uterino.

e Determinacéo da sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo e negativo do

pl6 em relacdo ao adenocarcinoma de colo uterino.
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecdo de casos

Trata-se de um estudo de corte transversal, ndo intervencional. Foram estudados casos
a partir de blocos de parafina dos arquivos do Instituto do Céncer do Ceard e do
Departamento de Patologia — UFC. Casos de pacientes com diagndstico histopatologico de
adenocarcinoma de colo uterino, por meio de listagens fornecidas pelo Registro de Cancer do
Instituto do Céncer do Ceara e do arquivo do Departamento de Patologia — UFC, cujos tecidos
remanescentes nos blocos permitissem a confeccdo de novos cortes histolégicos para novo

HE e imunohistoquimica para p16, foram incluidos no estudo.

Foram considerados critérios de exclusdo: material insuficiente para revisdo e para

aplicacdo de testes, assim com falta de dados em prontuario.

4.2 Anédlise de prontuérios

Foi realizado andlise de prontuario para arrolamento de dados pessoais das pacientes
e de aspectos clinicos, de diagnostico e de estadiamento da lesdo, baseado nos critérios da
Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia, FIGO, 2009.

4.3 Revisdo histopatolégica

Todos os blocos obtidos foram submetidos a corte de 5 micras para confeccdo de
laminas que foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas de forma cega em
microscopio optico Nikon eclipse E 200 por dois patologistas para que se incluissem apenas
casos com diagnosticos concordantes e inequivocos de adenocarcinoma. Os critérios adotados
para a classificacdo e graduacdo histologica foram os da FIGO (PECORELLI; ODICINO,
2009) e da Organizacdo Mundial de Satude, OMS (SILVERBERG; IOFFE, 2003).



25

4.4 Grupo controle

Como grupo controle, foram utilizadas biopsias de pdlipos adenomatosos

endocervicais sem metaplasia tubaria associada, provenientes dos mesmos arquivos.

4.5 Imunohistoquimica

Dos mesmos blocos (grupos de estudo e controle) foram realizados cortes de 4 micras
para confeccdo de laminas com Poli-L-lisina a 10% (Sigma, USA) para imunohistoquimica de
p16™"*® usando CINtec® Histology kit (MTM Laboratories, Heidelberg, Germany). O
CINtec® Histology kit tem como base o anticorpo monoclonal de camundongo (clone
E6H4®) contra a proteina humana p16™** . De acordo com o protocolo do fabricante,
procede-se a recuperacdo antigénica em banho-maria (95-99 °C) por 10min, em seguida
blogqueio da peroxidase enddgena por 10 min, incubacdo com anticorpo de camundongo anti-
p16™"*® humano (anticorpo pré- diluido) por 30 min, incubacdo com anticorpo secundério
conjugado a polimero por 30 min, seguida de revelacao pelo substrato de cromogeno 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), leve contra-coloragdo com hematoxilina de Harris (1 min) e
montagem com balsamo sintético. Todos os reagentes do kit usados na reacdo eram prontos

pra uso (prediluidos ou concentrados 10x).

4.5.1 Avaliacdo qualitativa e quantitativa da expresséo do p16'"*

A avaliacdo da expressdo do marcador p16 foi realizada, segundo o preconizado por
Schorge et al. (2004), através da utilizacdo de escores obtidos a partir da soma dos escores
utilizados para intensidade de expressdo do p16 e de porcentagem de células positivas.

Para cada diagnostico histopatolégico foi realizada uma média obtida, pela soma dos

escores e 0 numero de casos de cada tipo histolégico.

A intensidade da expressdo do p16, determinada em escores, foi baseada nos critérios
de Schorge et al. (2004):
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| - 0: Sem coloragéo;

Il - 1: Fraca coloragdo;

I11 - 2: Moderada coloracéo;
IV - 3: Forte coloracao

Para determinacdo da frequéncia de células marcadas com p16, foi utilizado o seguinte
critério (SCHORGE et al., 2004):

| - 0: Nenhum;

Il -1: <5%;

I - 2: 6% - 25%;
IV - 3: 26% - 50%;
V - 4:51% - 75%;
VI-5:>75%

A avaliagéo da expresséo pode variar no intervalo de 0 a 8, sendo 0 sem expresséo e 8
expressdo maxima do marcador. (SCHORGE et al., 2004).

Os resultados foram interpretados conforme critérios ja validados em outros estudos
(GUIMARAES et al., 2005; ELEUTERIO et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2012).

4.6 Analise estatistica dos resultados

Foi aplicada tabela de contigéncia convencional para calculo de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negativo e risco relativo para o marcador em
relacdo ao diagndstico de adenocarcinoma de colo uterino, bem como o teste exato de Fisher

para significancia estatistica com intervalo de confianca de 95%.

Ao final foi aplicado o indice de Kappa para concordancia diagnéstica entre o
diagnostico duplo cego morfoldgico e a marcacdo pelo pl6. Considerando-se 0s seguintes
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resultados : <0 = muito ruim; 0 a 0,2 = ruim; 0,2 a 0,4 = razoavel; 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 & avaliacdo e aprovado pelo Comité de Etica

em pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara (protocolo 042/2011).

As normas preconizadas pela “Declaracdo de Helsink” e suas modificagdes
(DECLARACAO DE HELSINKI, 1990), como também, as normas da Resolugdo 196 do
ministério da saide (BRASIL,1996), foram seguidas.



28

5 RESULTADOS

Foram selecionados 30 (trinta) casos de biopsias/conizacdo de colo uterino dos
arquivos do Departamento de Patologia oriundos da Maternidade Escola Assis Chateaubriand
— MEAC, Hospital Universitario Walter Cantidio — UFC e do Instituto do Cancer do Ceara. —
ICC.

Dos 30 casos, 19 (63,3%) foram diagnosticados como adenocarcinoma endocervical, 3
(10%) tiveram diagnosticos como adenocarcinoma endocervical tipo endometridide, 2 (6,6%)
foram diagnosticados como adenocarcinoma de Células Claras, 1(3,3%) foi diagnosticado
como adenocarcinoma pouco diferenciado sélido, 1 (3,3%) como adenocarcinoma seroso, 1
(3,3%) como adenocarcinoma tipo endometridide componente viloglandular, 1 (3,3%) como
adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma epidermoide in situ (CIS), 1 (3,3%)

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

A expressdo da proteina pl16 foi avaliada nos 30 casos. As amostras com coloragdo
nuclear e citoplasmatica intensa, moderada e difusa, foram consideradas positivas para p16.
Os casos gque expressaram a proteina de forma fraca, esporadica ou que nao expressaram,

foram considerados negativos.

As tabelas 1 e 2 apresentam 0s escores obtidos segundo Schorge et al (2004) para a
intensidade de expressao do p16 e percentual de células tumorais positivas, respectivamente
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Tabela 1 - Intensidade de Expressdo do p16 em casos de adenocarcinomas do colo uterino

Tipo Histoldgico

Intensidade de Expressao

Negativo Fraco Moderado Forte
Pélipo Endocervical 18/18 0/18 0/18 0/18
ADC Endocervical 4/19 3/19 4/19 8/19
ADC Tipo Endometridide 0/3 0/3 1/3 2/3
ADC Pouco Diferenciado Sélido 0/1 0/1 1/1 0/1
ADC Seroso 0/1 0/1 1/1 0/1
ADC Tipo Endometrioide
Componente Viloglandular 0/1 0/1 0/1 1/1
ADC Endocervical + CIS 0/1 0/1 0/1 1/1
Adenoescamoso 0/1 1/1 0/1 0/1
ADC Células Claras 1/2 0/2 0/2 1/2
ADC Desvio Minimo 1/1 0/1 0/1 0/1

ADC: Adenocarcinoma

Tabela 2 - Porcentagem de células positivas em casos de diagndstico histopatologico de

adenocarcinoma do colo uterino.

% de Células Tumorais Positivas

Tipo Histoldgico

Negativo <5% 6%-25% 26%-50% 51%-75% > 75%
Pélipo Endocervical 18/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18
ADC Endocervical 4/19 2/19 1/19 2/19 3/19 7/19
ADC Tipo Endometri6ide 0/3 0/3 0/3 2/3 0/3 1/3
ADC Pouco Diferenciado Sélido 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1
ADC Seroso 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1
ADC Tipo Endometrioide
Componente Viloglandular 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1
ADC Endocervical + CIS 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1
Adenoescamoso 0/1 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1
ADC Células Claras 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2
ADC Desvio Minimo 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1

ADC: Adenocarcinoma
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Diante a totalidade de casos de adenocarcinomas invasivos submetidos a
imunohistoquimica: 7 casos de adenocarcinomas endocervicais, 1 caso de adenocarcinoma de
células claras, 1 caso de adenocarcinoma desvio minimo e 1 caso de adenoescamoso

apresentaram expressao negativa para o marcador p16.

Aproximadament um terco dos casos de adenocarcinomas invasivo, com excecao de 7
casos de adenocarcinomas endocervicais, 1 adenocarcinoma de células claras e 1

adenocarcinoma desvio minimo, apresentaram expressdo 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 expressao do pl6; 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 expressao do pl6 e 40% apresentaram percentual de células tumorais positivas superior a
75%.

Foram considerados positivos, 66,6% (20/30) dos casos de Adenocarcinoma Invasivo.
N&o houve expressdo de p16 em nenhum dos casos utilizados como controle (0/18) (Tabela
4).

A tabela 3 apresenta a média do escore obtido através da analise da intensidade e do
percentual de células tumorais positivas para a expressao de p16 (Schorge et al., 2004).
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Tabela 3 - Expressdo do marcador p16 em células de biopsias com diagnostico de polipo

endocervical adenomatoso e adenocarcinoma do colo uterino.

Tipo Histoldgico pl6ink4a Negativo| P16ink4a Positivo Total

Polipo Endocervical 18 (100%) 0 (0%) 18 (100%)
ADC Endocervical 7 (36.8%) 12 (63.2%) 19 (100%)
ADC Endometridide 0 (0%) 3 (100%) 3 (100%)
ADC Pouco Diferenciado Solido 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)
ADC Seroso 0 (0% 1 (100%) 1 (100%)
ADC Tipo Endometrioide

Compoan)ente 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 Minimo 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
Total 28 (50%) 20 (50%) 48 (100%)

Tabela 4- Expressao do p16 entre casos com diagndstico de polipo endocervical adenomatoso

e adenocarcinoma do colo uterino.

Tipo Histopatologico P16ink4a Negativo| P16ink4a Positivo
Polipo Endocervical 18 (100%) 0 (0%)
Adenocarcinoma Invasivo 10 (33.4%) 20 (66.6%)

Considerando-se a correlacdo entre a expressdo de pl6é e o diagnéstico 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 indice Kappa que avaliou a concordancia diagnéstica entre o
histopatolégico e a marcagédo do pl6ink4a foi de 0,60. (Tabela 5).
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Tabela 5 - Estudo de sensibilidade, especificidade e valores preditivos negativo e positivo
para p16 no diagndstico de adenocarcinoma do colo uterino.

Marcador Imunohistoquimico

Sensibilidade

Especificidade

VPP

VPN

Kappa (IC)

EP

P16ink4a

66.7%

100%

100%

64.29%

0.6 (0.398 - 0.802)

0.103

Abreviagdes: IC, Intervalo de confianca (95%);VPP, Valor preditivo positivo; VPN, Valor preditivo negativo; EP, Erro padréo.

Kappa;

<0 - Muito Ruim
0-0,2 -Ruim
0,2-0,4 - Razoavel
0,41-0,6 - Bom
0,61-0,8 - Muito Bom
0,81-1 - Excelente

Figura 3 - Imunoexpressdo moderada de p16ink4a em adenocarcinoma do colo uterino
(50x)
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Figura 4 - Expressdo imunohistoquimica moderada de p16 ink4a em adenocarcinoma
(50x)
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Figura 6 - Expressdo imunohistoquimica forte de pl6ink4a em adenocarcinoma do colo
(100X)

Figura 7 - Expressdo imunohistoquimica forte de p1l6ink4a em adenocarcinoma de
células claras. (100x)
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Figura 8 - Auséncia de expressao imunohistoquimica de pl6ink4a em adenocarcinoma
do colo uterino (100x)

Figura 9 - Auséncia de expressao imunohistoquimica de pl16ink4a em adenocarcinoma
do colo uterino (50x)
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6 DISCUSSAO

A taxa de incidéncia de adenocarcinoma do colo uterino aumentou nas ultimas
décadas (ABU BACKER; NIK MUSTAPHA; HAYATI OTTHMAN, 2011). Atribui-se tal
fato, ao melhor controle clinico e anatomopatologico das lesdes intra-epiteliais escamosas e 0
do carcinoma epidermoéide. (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA, 2005). Segundo dados do
Instituto Nacional do Cancer (Brasil), o adenocarcinoma corresponde a segunda neoplasia
mais frequente do colo, com prevaléncia de 12 a 15% (CAMBRUZZI; ZETTLER; PEREIRA,
2005; GONCALVES et al., 2007).

Os tumores glandulares de cérvice uterina podem ser classificados em seis tipos
histolégicos: adenocarcinoma sem outras especificacbes, adenocarcinoma mucinoso,
endométrioide, de células claras, seroso e mesonéfricos. O carcinoma mucinoso responde pela
maioria dos casos de adenocarcinoma de colo uterino e € subdividido em cinco subtipos:
endocervical, intestinal, de células em anel de sinete, de desvio minimo e viloglandular
(GONCALVES et al., 2007).

Dentre os 30 casos de adenocarcinoma avaliados nesse estudo, houve uma
equivaléncia relativa na fregiiéncia de cada subtipo com aqueles citados na literatura. Young
et al. (2002) esclarecem a incidéncia de 70 a 80% para o0 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 minimo (ALFSEN et al.,
2000; YOUNG; CLEMENT, 2002) e 10 a 15% para o subtipo endometridide (YOUNG;
CLEMENT, 2002). Quanto a esses subtipos, os dados encontrados pelo estudo se equivalem,
pois foi determinado (63,3%) para 0 mucinoso, (3,3%) para o viloglandular, (3,3%) para o
seroso, (6,6%) para o de células claras, (3,3%) para o desvio minimo e (10%) para o subtipo

endometrioide.

A associacdo 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.,

6INK4a

2006). Na maioria dos casos, a superexpressdo de pl reflete a desregulacdo do ciclo
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celular, induzida por infeccdo do HPV. Milde et al. (2001) observou imunorreatividade de
p16™ ** em 93% dos tumores HPV positivos, em comparacéo com apenas 41% dos tumores
HPV negativos, demonstrando a estrita relacao entre o adenocarcinoma de colo uterino e seu

principal fator de risco, o HPV.

De acordo com Yemelyanova et al. (2009), adenocarcinomas endocervicais sao
caracterizados por expressao difusa (90 a 100% das células tumorais) e de moderada a forte
para a proteina de supressdo tumoral pl16. Estudos demonstram uma elevada expressao da
proteina p16 em adenocarcinomas in situ (NEGRI et al., 2003; LI et al., 2007). Contudo, ndo

INK4a
6

foi encontrado na literatura estudos comparativos de sensibilidade para o pl em

adenocarcinoma in situ e invasivo.

A avaliacdo do percentual de células positivas para o p16™<*? foi realizada por
Negri et al. (2011), observando que em 10 (66.7%) de 15 casos de adenocarcinoma invasivo
de colo uterino apresentaram coloracdo positiva em mais de 50% das células. Em 4 (26.6)
casos a expressdo foi mais focal com menos de 50% de células positivas para expressdo do
pl6. No presente estudo, obtivemos 15 (50%) de 30 casos de adenocarcinoma invasivo de

6Nk em mais de 50% das células. Em

colo uterino apresentando coloracdo positiva para o pl
9 (30%) de 30 casos, menos de 50% de células positivas para a expressdo do p16™* foi
evidenciado. Esta discrepancia pode ter se dado devido ao menor nimero 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 presenca de raros focos de
positividade para a coloragdo imunohistoquimica de p16 em pequena proporcdo de epitélios
escamosos e metaplasicos normais pode ser notada, ja que sob condig¢des fisiologicas, como

6™ ¢ expressa para frear o ciclo celular e, finalmente induzir a

estresse gendmico, a pl
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 frequéncia de expressdo positiva de p1l6 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, ndo foi visualizado foco de expressdo imunohistoquimica de

INK4a
6

pl em nenhum dos 18 casos de p6lipo 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, ndo se encontrou

nenhum estudo fazendo a correlagdo da intensidade de expressdo do p16™<*

e percentual de
celulas positivas com os subtipos de adenocarcinoma invasivo. Aqui foi possivel constatar
que 8 de 19 casos de adenocarcinoma endocervical apresentaram intensidade forte para a
expressao da proteina pl6; seguido por 2 de 3 casos de adenocarcinoma do tipo
endometridide, 1 caso de adenocarcinoma tipo endometridide componente viloglandular, 1
caso de adenocarcinoma endocervical associado a carcinoma epidermaoide in situ (CIS) e 1 de

2 casos de adenocarcinomas de células claras.

O estudo da performance da proteina de supressdo P16™<** | 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 indice de concordancia diagndstica demonstrou ser bom para a pl6
(k=0,6). Isto pode ser importante, quando se pensa nos casos de dificil diagnostico. Assim a
p16 pode ajudar na confirmagdo de adenocarcinoma endocervical como acontece com lesdes
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 superexpressdo da proteina de supressdo tumoral p16™<** indicando

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

Kong et al. (2007) consideraram a imunohistoquimica para p16 como o melhor
candidato para conduta inicial de biopsias de diagndstico indeterminado em virtude da

viabilidade, altas sensibilidade e especificidade.
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7 CONCLUSAO

De todos os casos do controle negativo (18), nenhum apresentou foco de expressao
imunohistoquimica para o p16. Contudo, demonstrou-se uma alta representatividade
(66,7%) nos casos de adenocarcinoma invasivo de colo uterino quanto a positividade
de expressdo para o p16. O biomarcador p16"™<** apresentou intensa expressdo quando
utilizado nos casos de adenocarcinoma invasivo de colo uterino (43,3%), em especial
no subtipo de células claras (50%). O Unico caso de adenocarcinoma de desvio
minimo, apresentado nesse estudo, ndo demonstrou qualquer expressdo para o pl6.
Em contra partida, o Unico caso de adenocarcinoma endocervical associado a
carcinoma epidermdide in situ (CIS) apresentou intensidade forte para a expressao do
p16;

O biomarcador apresentou uma alta especificidade e sensibilidade com uma boa
concordancia diagnostica para a identificacdo de casos de adenocarcinoma invasivo de

colo uterino;

Considerando-se a forte associacdo do marcador p16, com adenocarcinoma do colo
uterino, 0 Sseu uso representa uma importante ferramenta para o patologista,

diminuindo os diagnosticos de lesdes equivocas.
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