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"A alegria do triunfo jamais poderia ser experimentada se ndo existisse a
luta, que ¢ a que determina a oportunidade de vencer."

Gonzalez Pecotche
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RESUMO

INTRODUCAO: Estudos epidemiolégicos demonstram que cerca de 99,0% dos carcinomas
cervicais estdo associados a infec¢do persistente por alguns tipos de Papilomavirus Humano
(HPV). O longo periodo de laténcia a partir da infec¢do primaria e o aparecimento de lesdes
sugerem que fatores adicionais, como inicio precoce das relagdes sexuais, nimero de parceiros,
tabagismo, uso de hormonios, presenca de co-infecgdes, estejam envolvidos no processo de
carcinogénese. A co-infec¢do por Chlamydia trachomatis (CT) tem sido sugerida, como um fator
contribuinte na patologia cervical. A detec¢do precoce das lesdes e o grau histologico sao
fundamentais, mas as vezes, dificil. O emprego de marcadores progndsticos, através da técnica de
imuno-histoquimica possibilita esclarecer e complementar resultados controversos de citologia e
de bidpsias.

OBJETIVOS: Verificar a presenga de infec¢do pelo Papilomavirus humano, tipos de alto risco,
a presenca de co-infec¢do por CT, associagdo com as caracteristicas epidemiologicas, bem como,
identificar a expressdo imuno-histoquimica de pl6™~* Ki67, receptores de estrogénio e
progesterona em lesdes pré-neoplasicas e neoplésicas de cérvice uterina.

METODOS: Um estudo transversal envolvendo mulheres assintométicas foi desenvolvido entre
fevereiro de 2003 e janeiro de 2006 em uma Unidade de Ateng¢do Primaria a Satde em Porto
Alegre — RS, Brasil para verificar a prevaléncia de infec¢do pelo HPV, tipos -16, -18, -31 e de
CT. Um total de 89 participantes respondeu a um questionario epidemioldgico padronizado sobre
as caracteristicas demograficas, habitos pregressos, historia reprodutiva e de comportamento

sexual. A pesquisa de DNA-HPV, tipos de alto risco, bem como a presenca de DNA-CT foi

identificada através da técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). Apds exame
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colposcodpico, foi coletada bidpsia para avaliagdo imuno-histoquimica empregando os marcadores
p16™5* Ki67, receptores hormonais de estrogénio e progesterona.

RESULTADOS: A presenca de DNA-HPV foi identificada em 83,0% (74/89) das biopsias,
sendo que 46,0% (34/74) eram portadoras de HPV de alto risco. O DNA-CT foi presente em
16/86 pacientes testadas (19,0%). Quanto ao exame anatomopatolégico (AP), 7,0% eram lesdes
de alto grau, 59,0% de baixo grau e em 34,0% nao foram observadas alteracdes. A expressao de
pl6™5* foi observada em 85,3% (29/34) das mulheres positivas para DNA-HPV-AR e esta
associacdo foi estatisticamente significativa (p=0,02), sendo que, todas as bidpsias, positivas para
HPV-16 (16/34), expressaram a proteina (p=0,01). Houve uma associagcdo estatisticamente

INK4a

significativa entre a intensidade de expressao, o padrao de expressao de p16 e o grau da lesdo

INK4a o DNA-HPV se mostrou estatisticamente

(p=10,001). A associacdo entre a expressao de pl6
significativa entre fumantes (p=0,03; OR: 11,25 1C95%:1,11-114,4), entre mulheres com historia
prévia de DST (p=0,01; OR: 6,82 1C95% 1,53-30,3), com sexarca entrel 7-19 anos (p=0,048; OR:
8,500 IC95% 0,971-74,424) e em mulheres com trés ou mais parceiros sexuais ao longo da vida
(»=0,02; OR: 8,12 1C95%: 1,31-50,2). Todas as mulheres positivas para DNA-CT foram
positivas para DNA-HPV. Entre as portadoras de co-infecgdo, 56,0% expressaram a pl6™~*
(OR=0,51, IC95%: 0,17-1,57. Para Ki67, todas as lesdes de alto grau, 50,0% das lesdes de baixo
grau e 31,0% das biopsias negativas expressaram o mesmo (p=0,004).

Para as pacientes portadoras de DNA-HPV, o Ki67 foi expresso em 100,0%, 31,0% e 32,0% das
lesdes de alto grau, baixo grau e fragmentos normais, respectivamente, apresentando uma
associagdo estatisticamente significativa (p<0,003). Nao foi observada associagdo entre a

expressao do receptor de estrogénio e os desfechos estudados. Ja, o receptor de progesterona foi

expresso em 42,0% (37/89) dos casos estudados e, 26,5% (9/37) eram positivas para os tipos
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virais de alto risco (p=0,023). A expressao do receptor de progesterona foi maior em nao-
fumantes (p=0,02), entre as mulheres que utilizavam anticoncepcional oral (p=0,03) e que tinham
um menor grau de escolaridade (p=0,04).

DISCUSSAO E CONCLUSOES: A presenca da infeccdo persistente pelo HPV em lesdes
cervicais nos diferentes graus histologicos ¢ fato ja demonstrado. A atividade transformadora do
virus, especialmente com a expressao de oncoproteinas virais, facilita a de replicacdo e a
diferenciacdo do epitélio apds a sua integracdo no genoma hospedeiro. Desta forma, a
identificagdo dos tipos virais de alto risco € essencial para se estabelecer e avaliar o prognostico

~ ~ s . e INK4
das lesdes e a expressdo imuno-histoquimica de pl6

e Ki67 podem confirmar resultados
citologicos suspeitos.

A co-infecgao por CT, descrita em diversos estudos epidemiologicos, tem sido relatada como um
fator de risco para a infecgdo por HPV, bem como o desenvolvimento de lesdes mais agressivas.
Entretanto, em nosso estudo, ndo foi encontrada associagdo entre os desfechos e a infec¢ao por
CT, exceto para pacientes com menor grau de escolaridade, provavelmente, em virtude do
pequeno tamanho da amostra. Observa-se, através desta andlise, a contribui¢do da técnica de
imuno-histoquimica e de marcadores de oncogenicidade, como a pl6™** ¢ do Ki67 no
diagnostico das lesdes ativas. A associagdo das variaveis epidemiologicas com estes marcadores

se mostrou efetiva, ja que existem evidéncias de que alguns destes podem facilitar e contribuir

para o desenvolvimento destas lesoes.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Epidemiological studies have shown that about 99.0% of cervical
carcinomas are related to persistent infection caused by some human papillomavirus (HPV)
types. The large latency period since primary infection and the appearance of lesion suggests that
adicional factors such as age at first intercourse, number of sexual partners, smoking, oral
contraceptive use and other factors are involved in the carcinogenesis process. Among this, the
co-infection by Chlamydia trachomatis (CT) have been sugested by some authors as a contributor
factor in the cervical patology. The precoce detection of lesions and the histological grade are
important, but sometimes difficult. The use of prognostic markers through immunohistochemical
technic clarify and complement controversial results in citology.

OBJECTIVES: Verifing the presence of Human papillomavirus infection, high — risk subtypes,
the presence of CT co-infection, and the association with the epidemiological factors as well as
identifying the immunoistochemical expression of p16™~*, Ki67, and estrogen and progesterone
receptors in pre-neoplastic and neoplastic lesions of uterine cervix.

MATERIALS AND METHOS: A cross-sectinal study with assintomatic women was conducted
between february 2003 and december 2006 in a primary care unit in Porto Alegre- RS, Brazil to
verify the prevalence of Papillomavirus infection, sub-types -16,18,31 and CT infecttion. The
participants answered a questionaire about sociodemographic characteristics, former habits,
reproductive history and sexual behaviour. The high-risk DNA-HPV subtypes reserach (HPV -
16,-18,-31) and the presence of DNA-Chlamydia trachomatis (CT) was identified through
Polimerase Chain Reation Technique (PCR). After colposcopi examination, was collected biopsy

for immunohistochemical analysis of pl16™**, Ki67, estrogen and progesterone receptors..
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RESULTS: The DNA-HPV was observed in 83% (74/89) biopsies and 46% (34/74) were high-
risk types (16,18,31). DNA-CT was detected in 16/86 patients (19%). In relation to
anatomopathological exam, 7% were high-squamous intraepithelial lesion (HSIL), 59% low
squamous intraepithelial lesion (LSIL) and in 34% no was observed alterations. The expression
of pl6™** was observed in 85,3% (29/34) positive women to DNA-HPV HR and this
association was statistically significant (p=0,02). All biopsies HPV-16 positive (16/34) expressed
p16™%* (p=0,01). There was a significant association between intensity, pattern of expression
and grade of lesion (p=0,001). The association between p16™** expression and DNA-HPV was
statistically significant in smokers (p=0,03; OR: 11,25 1C95%:1,11-114,4), in women with
previous history of sexual transmitted disease (SDT) (p=0,01; OR: 6,82 1C95% 1,53-30,3),
women withbthe first intercourse between 17-19 years (p=0,048; OR: 8,500 1C95% 0,971-
74,424) and in women with three or more lifetime sexual partners (p=0,02;0R 8,12 1C95%:1,31-
50,2). Women positive to DNA-CT were positive to DNA-HPV. Between women DNA-HPV
positive, the antibody Ki67 was expressed in 100%, 31% and 32% of HSIL, LSIL and normal
fragments respectively and this association was statisticaly significative (p<0,003). No
association was observed between the estrogen receptor expression and the outcomes studied.
The progesterone receptor was expressed in 42% of cases studied (37/89), and 26,5% (9/37) was
positive for high-risk types (p=0,023). The progesterone receptor expression was greater in no-
smokers (p=0,02), between women who use oral contraceptives (p=0,03) and that have lower
school-grade (p=0,04).

DISCUSSION AND CONCLUSION: The presence of HPV persistent infection in cervical
lesions in different histological grades is fact already demonstrated. The virus transforming

activity is in accordance with its capacity of replication and the diferentiation through epitelia

19



after its integration. The identification of high types of virus is essential to establish and evaluate
the prognosis of lesions.

The co-infection with CT described in several epidemiological studies has been related as a risk
factor to acquire the HPV infection and to develop more agressive lesions. Howevwer in our
study except in relation to lower school grade no association was observed between the outcomes
and the co-infection by CT, probably due to the small sample. It observed trough this study, the
contribution of the immunohistochemical analysis of concogenic markers suh as p16™** and
Ki67 expression in the diagnostic and follow-up of active lesions. The associaton of
epidemiological variables with these markers showed efficient, and evidence existe that some

variables can contribute to lesions transformation.
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I. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as mudangas socio-culturais influenciaram o comportamento
humano tendo, como conseqiiéncia, o aparecimento de uma série de doengas infecto-contagiosas
sexualmente transmissiveis e o aumento do nimero de casos de cancer, particularmente o de colo
uterino, constatado através da implantacao de programas de rastreamento [1].

O cancer cervical invasivo representa aproximadamente 10,0% de todas as neoplasias que
atingem as mulheres, com cerca de 510.000 novos casos e 288.000 mortes por ano, sendo
considerada a segunda causa de cancer mais comum no mundo [2-5].

Nos paises desenvolvidos a incidéncia e mortalidade pelo cancer de cérvice uterina tém
decrescido drasticamente, devido a efetividade de programas de rastreamento através do exame
citopatoldgico (também conhecido como exame de pré-cancer ou teste de Papanicolaou) [6].

As menores taxas de cancer cervical sdo observadas na Europa, América do Norte e
Japao. O mesmo nao ocorre nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde os programas
de rastreamento carecem de melhor organizacao e controle. As maiores incidéncias mundiais de
cancer cervical sdo verificadas na América Latina, no sul e leste da Africa, onde excedem 30
casos por 100.000 mulheres por ano [7].

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2006 foram registrados
no Brasil, aproximadamente, 19.260 casos, com um risco de vida estimado de 20 casos a cada
100 mil mulheres. Excluindo os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de colo do tutero
tornou-se o segundo tipo de cancer mais incidente no nosso pais atingindo elevados indices na
regido Norte (22/100.000), seguidos das regides Sul (28/100.000), Centro-Oeste (21/100.000) e

Nordeste (17/100.000). Na regido Sudeste, segundo o INCA, foi considerado o terceiro tipo mais
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incidente (20/100.000). Para 2008, a estimativa se mantém de 28,17/100.000 mulheres de cancer

do colo do utero na regido sul. [8].

A deteccao do cancer cervical em seus estagios iniciais pode poupar a vida da paciente,
visto que, a sobrevivéncia ao cancer de colo uterino depende fortemente do estagio em que a

doenga se encontra no momento do diagndstico [9].

A principal causa desta neoplasia ¢ a infec¢do pelo Papilomavirus humano (HPV), uma
das doencas sexualmente transmissiveis mais comuns e que atinge entre 10,0 a 15,0% da
populacdo sexualmente ativa [10-14].

A infeccao pelo HPV pode causar lesdes com varios graus de relevancia patologica, em
um epitélio vulneravel [15]; entretanto sabe-se hoje, que nem todos os tipos de HPV sdo
carcinogénicos, sendo os tipos 16 e 18, os mais freqiientes ja identificados, pois sdo capazes de
induzir a imortalizagdo celular com transformacdo em fenotipo maligno [16, 17]. Sabe-se
também, que esta infeccdo pode estar associada ao desenvolvimento de cancer de anus, vulva,
vagina e de pénis [18].

Outros fatores nao virais associados a interacdo do virus ao epitélio cervical para provocar
a carcinogénese, ndo estdo ainda bem definidos, sendo esse, 0 motivo pelo qual, varios estudos
epidemiolodgicos abordando mecanismos envolvidos na patogénese vém sendo realizados [11, 19-
22].

A infecgdo por HPV ¢ comum nas mulheres em idade reprodutiva, fase em que o epitélio
colunar apresenta-se mais exposto, os niveis hormonais encontram-se elevados e os dados
disponiveis acerca do assunto sdo controversos; pois apenas uma pequena propor¢ao dessas

infecgdes resulta em anormalidades citologicas que podem evoluir até o cancer [23].
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Atualmente, o diagnostico do cancer de colo uterino vem sendo realizado, através do
exame citopatologico, empregando a coloragdo de Papanicolaou. Este exame possibilita a
identificagdao de alteragdes morfoldgicas citoplasmaticas e nucleares e de seus efeitos na
morfologia celular patognomonicas desta infec¢do. Apesar de seu éxito inicial na reducdo das
taxas de morbi-mortalidade, este exame tem limitagdes, sendo a ocorréncia de resultados falso —
negativos, a principal causa desta [22, 24, 25].

A falha de diagnoéstico através do método citologico, pela baixa sensibilidade em detectar
lesdes potencialmente ativas e curaveis, enfatiza a necessidade de que seja identificado outro
método de detecgdo, como por exemplo, biomarcadores especificos para células epiteliais
cervicais suspeitas, no intuito de auxiliar no rastreamento primario deste tipo de cancer [26].

Recentes avangos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de técnicas
imunologicas e de imuno-histoquimica que possibilitam a deteccdo de antigenos de proliferagao
celular ou a expressdo de proteinas alteradas no ciclo celular de lesdes pré-malignas. A
identificagdo de marcadores tumorais séricos, marcadores nucleares ¢ citoplasmaticos nas células,
a dosagem de proteinas, a tipificacdo de linfocitos peri-tumorais, expressao de moléculas de
adesdo celular, também tem sido descritos. Kijima e cols. (2003) [27] evidenciam a necessidade
de se aliar, sempre que possivel, ao estudo citologico e histologico, outras técnicas diagndsticas

mais sensiveis [28].

Assim, a presente tese busca identificar a expressdo de marcadores moleculares, e
diagnosticos para o desenvolvimento de lesdes intra-epiteliais cervicais em mulheres que
normalmente realizam o exame preventivo do cancer de colo uterino, visando conhecer e

correlacionar, na populacdo estudada, fatores epidemioldgicos determinantes para a sua evolugao.
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Esta pesquisa esta inserida em um estudo epidemioldgico de base populacional

desenvolvido na zona norte da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

Para tanto, foi realizado um estudo transversal desenvolvido no periodo de fevereiro de
2003 a janeiro de 2006, buscando verificar a prevaléncia de lesdes cervicais pré-neoplasicas e
neoplésicas, caracteristicas clinicas e alternativas ao diagnostico citoldégico, empregando exame
colposcopico, histopatoldgico, de biologia molecular (PCR) e imuno-histoquimica para o

diagnostico dessas lesdes.
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ll. REVISAO DE LITERATURA

1. PAPILOMAVIRUS HUMANO - HPV

Uma das maiores descobertas recentes foi o reconhecimento de que o cancer cervical ¢
uma conseqiiéncia da infec¢do persistente por alguns tipos de HPV [3].

A associacdo de verrugas genitais, com o virus e o cancer cervical confirmou-se apds o
diagnostico do virus do HPV através de técnicas de biologia molecular, sendo que este ¢ descrito

em mais de 99% das lesdes precursoras e dos casos de cancer [4, 16, 18, 29-32].

1.1. GENOMA VIRAL

O virus do HPV pertence a familia Papillomoviridae que infecta o epitélio escamoso

estratificado da pele e a mucosa das membranas [10].

O genoma viral ¢ constituido por DNA de fita dupla, circular, ndo envelopado, com 55 nm
de didmetro. Apresenta, cerca de 7.900 pares de base contendo trés regides. Os genes da regido
precoce (E1, E2, E4, ES, E6 e E7) estdo envolvidos na transcrigdo do gene e na replicacao viral.
Os genes da regido tardia (L1 e L2) codificam as proteinas do capsideo viral [33] (Figura 1). A
regido controladora, Long Control Region (LCR), que compreende cerca de 10,0% do genoma,
contém elementos do controle que interagem com proteinas celulares [34] e elementos
responsivos a hormodnios glicocorticdides e progesterona que, no conjunto, determinam a

modulagdo positiva ou negativa da transcricdo do genoma viral [35, 36].
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Figura 1: Organiagdo genémica do HPV-16
Fonte: www-micro.msb.le.ac.uk/3035/Papillomaviruses.html

As proteinas virais de alguns tipos de HPV de alto risco coordenam direta ou
indiretamente o ciclo de vida dos virus de acordo com as células que infectam e, a expressao

génica espacial e temporal pode ser obsefrvaa na figura 2.

A proteina viral E1 mantém na forma epissomal na célula infectada e, uma helicase abre a

fita dupla do DNA para permitir a replicagao.

A proteina E2 se liga a E1 e também a uma seqiiéncia especifica do DNA viral. A
proteina E2 ¢ um fator de transcri¢ao que regula a expressdo dos genes virais e diminui a

expressao de E6 e E7 [37].

A perda do gene E2 no processo de integracdo ao genoma da célula hospedeira, tanto
favorece a instabilidade dos oncogenes E6 e E7, como também, afeta o mecanismo de morte
celular programada, sendo que ambos os eventos colaboram para o aumento da replicagdo viral e
da proliferagao celular. Além de participar da replicacdo do DNA e da regulacdao da expressao
viral, a proteina E2 também estd envolvida no mecanismo de apoptose de diferentes linhagens
celulares. E2 e E7 podem interagir fisicamente com a proteina p53 e induzir o mecanismo de
apoptose p53-dependente, sendo que este processo pode ser bloqueado pela proteina E6 através

da inativagao de p53 [38].
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A proteina E4, interage com proteinas do citoesqueleto (coildcito), permitindo a

penetragdo do virus [39].

O papel da proteina ES, pequena proteina hidrofobica que se liga a membrana das células,
ainda ¢ pouco entendido, mas sabe-se que esta proteina ¢ expressa em infec¢des produtivas e
pode participar na expansao precoce de um clone de células infectadas. Parece estar envolvida na
estimulacdo e proliferagdo celulares, j& que atua sinérgicamente com o fator de crescimento
epitelial (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PGF), fator 1 estimulatério de
colonias (FSC-1). Nas células que expressam ES, o turnover e a fosforilagao dos receptores EGF
estdo aumentados [31, 40] e, recentemente, foi demonstrado o papel de ES na prevencdo da

apoptose, apos dano no DNA [31].

Ja, as proteinas E6 e E7 do virus, sdo expressas também, em tumores malignos

anogenitais e, sdo capazes de imortalizar uma grande variedade de tipos celulares humanos [31].

Os niveis de expressdo de E6 e E7 se elevam causando a imortalizagdo celular, apds a
desestabilizagao de E2, como resultado da integracdo do genoma viral em lesdes intraepiteliais

cervicais [40].
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Células cheias de virions,

L1, L2 prontas para descamar.
L1, Ei Expressao de genes tardios
Alta expressao de todos
E6, E7 genes precoces, amplifica o
El, E2 n’ de cépias virais
ES, E1, E2
Pouca expressao dos
genes precoces, genoma
El, E2 viral em nivel constante.
ES, E6, E7

Virus infectam a
camada basal

Figura 2: Expressdao Génica Espacial e Temporal do HPV de Alto Risco
Fonte: De Pereira ESG e cols. Entendendo Melhor a infec¢ao pelo Papilomavirus
humano. Shering (2003)

Os genes E6 e E7, expressos nas células neoplasicas HPV-positivas, envolvem a perda da
funcdo da rota celular na fase G1, p16 — CDK/ciclina D1-pRB (rota Rb) e p14-MDM2-p53 (rota
pS3) [41]. Assim, a principal fun¢do da proteina E6 ¢ a degradacdo proteolitica e a inativacao da
proteina p53, a qual inibe a expressdo de proteinas supressoras do crescimento, bem como, o

ciclo celular na presenca de danos ao DNA.

A proteina E7 ¢é capaz de formar complexos com diversas proteinas da célula hospedeira,
principalmente pRb, causando a degradacdo das mesmas. Estas inativagdes podem gerar um

acumulo de mutagdes e, eventualmente, progredir culminando em malignidade [34, 42].

Resumindo, a possibilidade das lesdes causadas pelos HPVs de baixo grau avangar para
estagios mais graves ou cancer invasor, esta ligada a instabilidade genética, o que se reflete pelas
aberragdes cromossdmicas e pela expressao de dois oncogenes, E6 ¢ E7, que em células normais

infectadas pelo HPV de alto grau, esta suprimida pelo mecanismo de controle da proliferagao
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celular. O ciclo de replicagao do HPV ¢ regulado pela proteina E2, que se liga a uma seqiiéncia
especifica do DNA, podendo atuar como ativadora da transcrigdo ou supressora da expressao,
dependendo do contexto. Assim, a perda da funcdo de E2, pode ser o primeiro passo para

transformacao celular neoplésica [43, 44].

1.2. PATOGENESE

O HPV pode causar lesdes de varios graus de relevancia patoldogica em um epitélio
vulneravel [15]. O comportamento biologico das lesdes induzidas pelo virus depende do tipo de
HPV. Os tipos virais 16, 18 e 31, considerados de alto risco oncogénico, estdo associados a lesdes
de alto grau (HSIL) e carcinoma invasor. Os tipos 6 e 11, causam normalmente lesdes

condilomatosas e estdo associados as lesdes de baixo grau (LSIL), com tendéncia a regressao [33,

40].

Uma vez que o virus penetrou na célula hospedeira, os genes precoces de todos os tipos
de HPV sdo ativados, sdo expressos no nucleo, controlam a transcrigdo e a transformagao
celulares [45], pois 0 genoma viral ndo codifica nenhuma DNA polimerase ou enzima necessaria

para a sua replica¢dao dependendo, exclusivamente, da célula hospedeira para gerar sua progénie.

Nas lesdes malignas associadas aos HPV 16 e 18 sdo observadas vdrias alteragdes
moleculares, sendo que, o DNA viral permanece integrado ao genoma da célula hospedeira,
ocorre perda da fungdo das proteinas E1 e E2, e aumento na expressao de E6 e E7, provocando
uma instabilidade celular [3]. Apds, ocorre a transcricdo da fusdo do virus com a célula, e o
RNAm das proteinas E6/E7 adquirem estabilidade, aumentando a quantidade de oncogenes virais

intracelulares [44]. Desta forma, as proteinas E6 e E7 desregulam o ciclo celular, manifestando-
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se pela expressao anormal de varias proteinas associadas ao ciclo como Ki67, ciclina E e

p16INK4A , entre outras [46].

Clinicamente, o virus do HPV infecta o epitélio escamoso estratificado, metaplasico e
colunar do colo uterino, atingindo, inicialmente, a por¢ao inferior do epitélio ou a camada basal,
onde penetra. Assim, a transcrigdo viral esta associada ao estado de desdiferenciagdo das células

epiteliais infectadas (Figura 3).

Figura 3: Penetragio na célula normal, infecgdo e integragdo viral no epitélio cervical

Fonte: http://www.casestudies.med.utah.edu/med1/cervical/print part case.php;part=biochemistry

Nas células indiferenciadas em divisao, presentes na camada basal do epitélio, a infec¢ao

pelo virus acarreta uma baixa taxa de transcricdo dos genes da regido precoce e baixa taxa de
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replicagdo do DNA viral, que permanecem na forma epissomal. Ai, ocorre a estabilizagdo pela
replicacdo sincronica, com divisao basal e subseqiiente expressido morfoldgica dos genes
precoces e tardios, durante a diferenciacao celular [45]. Quando a célula infectada se divide, o
DNA viral ¢ transmitido para cada célula-filha. As proteinas responsaveis pela replicagao do
DNA s6 sao expressas durante a fase de sintese (S) do ciclo celular, ndo sendo expressas nas

células maduras [47].

A medida que as células amadurecem e migram em diregdo a superficie da pele, o
epissoma viral € encontrado nas camadas superficiais do epitélio. Neste local, os genes virais sdo
expressos € inicia a replicacdo do DNA viral. As proteinas tardias do capsideo (L1 e L2) sdo
sintetizadas apenas nas camadas diferenciadas do epitélio [47]. O genoma viral codifica uma
série de proteinas que induzem a permanéncia de replicagdo do DNA ativada nas células
diferenciadas, podendo entdo, ser utilizada para a replicagdo do virus [34]. A extensdo da
colonizagdo viral do epitélio anogenital pode se tornar clinicamente aparente entre um més ¢
meio até oito meses apos a infec¢do, dependendo de fatores adicionais que possam facilitar o

processo [45].

As formas de infecgdo pelo HPV sdo atualmente classificadas em trés categorias: clinica,
subclinica e latente. A primeira ¢ evidenciavel a olho nu (condiloma acuminado, plano) e
representa 2-3,0 % dos casos. A segunda ¢ diagnosticada pela colposcopia ou microscopia
(citologia ou histologia) e representa 60,0% dos casos de HPV anogenital e 95,0% do HPV
cervical. A forma latente ¢ diagnosticada por meio de técnicas moleculares e de hibridiza¢ao “in

situ” do DNA viral em individuos com clinica e citologia/histologia normais [48].

Um possivel mecanismo envolvido na oncogénese do HPV 16, mediado pela

oncoproteina E7, é decorrente da instabilidade genomica que precede anormalidades no
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centrossomo. Este efeito estd relacionado a desagregacdo dos cromossomos que precede
anormalidades, nuclear e gendmica. A expressdao da oncoproteina E6 de HPV-16 estd associada

com marcada atipia nuclear e concomitante acimulo de centrossomos [49].

O carcinoma cervical invasivo ¢ precedido pela neoplasia intraepitelial cervical (NIC).
Como definido segundo a nomenclatura da Organizacdo Mundial da Satde (World Heath
Organization -WHO) para classificacdo de tumores da cérvice uterina, a classificacdo NIC ¢
subdividida em trés graus de displasia ou de alteracdes intraepiteliais (1, 2 e 3). O crescimento
dos graus das lesdes de NIC corresponde ao aumento do risco de progressao para lesdo de alto

grau e cancer invasor [50].

As lesoes intraepiteliais de baixo grau (LSIL), também conhecidas como displasias leves,
NIC 1, na maioria dos casos, representam processos que terdo regressdo espontdnea sem
terapéutica. Algumas mulheres com este diagnostico, porém, poderao desenvolver lesdes de alto

risco para o cancer (HSIL) [48] (Figura 4).

Infecgéo Transitoria Infecgdo Viral Permanente

Anormalidades
Citoldgicas

B

Papilomavirus Humano

Infeccéo
Inicial

Progressao Invasao
COlUIR ey CETVICE INECIAND ey L €550 Pré- ca
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Figura 4: Evolugdo da infec¢do: de transitoria a permanente
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Fonte: Wright TC Jr & Schiffman M (2003) ver ref

As alteragdes celulares causadas pelo virus de baixo grau exibem um halo perinuclear
proeminente e nucleo atipico; esta modificacdo nas células cervicais ¢ denominada de atipia
coilocitica, uma alteracao observada tanto em esfregacos citologicos como em bidpsias teciduais

que apresenta o efeito citopatico induzido pelo HPV.

Em virtude das células coilociticas em condilomas acuminados conterem particulas virais
compativeis com a infeccdo pelo HPV e exibir cavitacdo perinuclear citoplasmatica, atipia
nuclear e anisocitose, esta alteracdo ¢ considerada patognomonica da infecgdo viral que, em
geral, ¢ benigna [51-53]. Em estudo desenvolvido por Kruse e cols. [50], os casos de NIC 1 com
coilocitose ndo progrediram, ao contrario dos 27,0% dos casos que evoluiram e que ndo

apresentavam a atipia coilocitica caracteristica.

1.3. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Virios estudos tém sido realizados em diversos paises com o objetivo de identificar a
presenca do DNA do HPV em mulheres submetidas a programas de rastreamento cervical, bem
como, identificar co-fatores que possam estar relacionados a persisténcia do virus ou a progressao
das lesoes [19, 28, 54-59].

Hildesheim e cols. [60] observaram em estudo realizado em 343 mulheres, 84,0% de
positividade para o HPV; sendo que destas, 41,0% apresentavam infec¢do persistente.
Normalmente, a infec¢do pelo virus € transitoria, sendo que o cancer cervical surge entre as

mulheres com DNA-HPV persistente, em especial naquelas com mais de 30 anos.
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Em 1998, outros autores compararam duas areas geograficas diferentes e os possiveis
fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancer cervical. A Alemanha apresentava 45,8
casos em 100.000 mulheres entre 1984 ¢ 1988 e a Dinamarca, 16,4 casos em 100.000 mulheres
em 1988 e observaram que, nas alemas, o HPV foi encontrado 2,5 vezes mais freqliente em
mulheres com idade entre 20-24 anos do que naquelas com idade entre 30-39 anos; ja, nas
dinamarquesas, o virus foi encontrado trés vezes mais nas mulheres mais jovens. Outro achado
relatado foi um indice de positividade maior nas mulheres que tiveram a primeira relagao sexual
ha pouco tempo, do que naquelas sexualmente ativas ha mais tempo. Isto se deu, provavelmente,
pelo fato destas mulheres terem adquirido mecanismos imunolégicos de defesa ou de redugdo no
risco de re-infecgao [28].

Em Honduras, Ferrera e cols. [19], recrutaram 99 mulheres de hospitais publicos,
portadoras de cancer de células escamosas entre os anos de 1993 e 1995. Observaram, através de
entrevistas realizadas, uma forte associagdo entre a presenca do DNA do HPV e o cancer
cervical, assim como, com o grau de instru¢do, a idade do primeiro intercurso sexual e a
exposi¢ao a fumaga de fogdo a lenha por tempo maior.

Em um estudo longitudinal entre os anos de 1991 e 1995, realizado por Hangsee e cols.
[61] foi observada uma elevada prevaléncia do virus (43,0%) entre as mulheres em 02 anos de
pesquisa. Verificaram, também, uma persisténcia de infecgdes por HPV até oito meses nas
pacientes analisadas.

Pouco se sabe sobre a freqiiéncia ou a persisténcia da infeccdo, ja que a maior parte dos
estudos tém por base uma unica medida da presenca do virus na amostra, garantindo dados de
prevaléncia, porém ndo permitindo inferir dados de permanéncia viral ao longo do tempo. Em

estudo que investigou a persisténcia da infeccdo entre 621 universitarias de Montreal por dois
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anos, com intervalo de seis meses, foi estimada a probabilidade de adquirir ou de curar a
infec¢do, considerando os tipos de HPV, oncogénico ou ndo. A razdo de incidéncia foi de 14
casos/1000 mulheres-més, com intervalo de confianga (IC95%: 11,4-16,3) e 12,4 casos/1000
mulheres-més (IC95%: 10,4-14,8) para adquirir HPV de alto ou baixo risco, respectivamente.
HPV-16 foi o que apresentou maior persistencia. Os resultados da publicacdo indicam que a

infeccgdo ¢ transitoria, possivelmente devido a supressao viral pelo hospedeiro [62, 63].

Em outro estudo de coorte, Sellors e cols [64] recrutaram 500 mulheres HPV negativas e
121 mulheres HPV positivas, que foram novamente testadas, 1 ano apos o inicio do estudo,
(média 14 meses + 2). Destas, 253 (50,6%) previamente negativas para o virus e 54 (44,6%) que
eram positivas foram re-testadas. A incidéncia de infec¢do ocorreu em 11,1% (28/253) das
mulheres, com taxa mais elevada, 25,0% (6/24), no grupo pertencente a faixa etaria de 15-19

anos.

No Brasil, estudos epidemiologicos vém sendo realizados, identificando a prevaléncia da
infecgdo viral, bem como os tipos mais comumente detectados.

Em estudo desenvolvido com 228 mulheres em Belém (Pard) no periodo de 1992 a 1996
[65], foi verificado uma prevaléncia de infeccdo pelo HPV em 70,3% de pacientes com
carcinoma invasor ou adenocarcinoma (grupo A), 63,0% de mulheres portadoras de NIC II ou III
(grupo B) e 36,8% das pacientes com cervicite cronica (grupo C). O HPV 16 foi registrado em
60,4% das amostras positivas do grupo A e 54,5% do grupo B, sendo que os tipos 16,18 e 33
representaram 71,4% dos detectados no grupo C.

Em pesquisa de revisdo realizada entre os anos de 1993 e 1998, a infec¢ao pelo HPV foi
mais freqiiente em adolescentes que fazem uso de contraceptivo oral. Estes autores nao

observaram associagdo entre gestacao e o habito de fumar com a infecgdo pelo virus HPV [66].
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Estudo realizado em Recife, no ano de 2000, detectou um aumento em 50 vezes de
desenvolver cancer invasor nas pacientes portadoras de infeccdo por HPV de alto risco. Os
autores acreditam que este fato pode se dever a falta de acompanhamento do diagndstico, sendo
na maioria das vezes observados quando em estagio ja avancados. Outro aspecto abordado foi a
relacdo custo-beneficio observada na eficacia do diagndstico molecular em protocolos de
rastreamento, em detrimento da citologia que, muitas vezes, nao identifica pacientes em risco de
desenvolver o cancer de colo uterino. [67].

Em 2001, um estudo realizado em Porto Alegre-RS, verificou a prevaléncia e aspectos
epidemiologicos relacionados ao diagnostico citologico de ASC-US (atipias inflamatorias de
significado indeterminado) em populacido de 977 mulheres de baixo risco para cancer cervical no
Rio Grande do Sul. Mais de 6,0% das mulheres apresentaram ASC-US, 2,1% apresentaram lesao
escamosa de baixo grau e 0,6% lesdo de alto grau. As pacientes com diagnostico de ASC-US
apresentaram presenca de DNA-HPV mais freqiientemente do que aquelas com citologia normal
[68].

Nonnenmacher e cols. [69], em estudo transversal que arrolou 975 mulheres observaram
uma prevaléncia de 27% da infec¢do viral, combinando o método da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e de captura hibrida II (CH II). Ja, quando analisadas separadamente, as
prevaléncias de infec¢do por HPV foram de 15% e 16% para CH II e PCR, respectivamente.
Neste estudo, fatores epidemioldgicos foram sugeridos como contribuintes para a infeccao,
especialmente aqueles relacionados ao comportamento sexual (idade precoce do 1° intercurso,
elevado nimero de parceiros, e estado marital). O grau de escolaridade também se mostrou

associado a infeccao genital pelo HPV neste estudo.
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Em estudo de coorte conduzido em 4284 mulheres, Longatto Filho e cols. (2006) [70],
empregando a citologia aliada ao teste de CH II, detectaram uma prevaléncia de HPV de 17,1%.
Esta prevaléncia variou de 33,9% em mulheres abaixo de 20 anos a 11,0% naquelas acima de 41
anos. O HPV foi mais prevalente nas fumantes (OR=1,31; 1C95%: 1,1-1,6), em mulheres, com
dois ou mais parceiros sexuais na vida (OR=1,9; IC95%: 1,6-2,4) e naquelas que possuiram dois
ou mais parceiros sexuais nos 12 meses que antecederam a pesquisa (OR=1.6; 1C95%: 1,2-2,2).
A detec¢do do HPV aumentou paralelamente com as anormalidades citologicas, sendo maiores

nas lesdes escamosas de alto grau (p=0,001).

1.4. CO-FATORES ENVOLVIDOS NA INFECCAO VIRAL

O HPV ¢ o principal fator causal do carcinoma escamoso, entretanto, fatores adicionais
sdo necessarios e influenciam direta ou indiretamente a instalagdo de mecanismos promotores das
lesoes [71].

Verifica-se que, apesar de 99,7% das neoplasias invasoras do colo uterino apresentar
DNA-HPV, apenas 1% das mulheres, apresenta risco para o desenvolvimento de cancer invasor
[72]. Este fato estd relacionado, provavelmente, a outros fatores que contribuem sinergicamente
para o progresso das lesdes precursoras, entre eles as co-infecgdes.

Lesoes precursoras induzidas pelo HPV se desenvolvem aproximadamente uma década
apos a infec¢do inicial, permitindo seu reconhecimento e tratamento ap6s a lesao inicial [72].

O numero de parceiros, a paridade, coitarca precoce, a presenca de doenga sexualmente
transmissivel, tabagismo e deficiéncias nutricionais, podem contribuir para a persisténcia das

lesdes ou o agravamento das mesmas (Figura 5). Além disso, outros estudos demonstram ainda
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que mulheres de pacientes com cancer de pénis t€m risco aumentado de desenvolver o carcinoma
cervical mais tarde [43, 73].

Inameros trabalhos [20, 71, 74-77] tém buscado verificar e confirmar estas afirmagoes.

Pincipais Co-fatores na Carcinogénese
HPV de Alto Risco
Deficiéncias i j NUmero de

Nutricionais D j parceiros
Paridade
DST q CO-FATORES D
E V ! Coitarca

Fumo Precoce

Persisténcia Viral

Figura 5: Co-fatores envolvidos na carcinogénese do colo uterino

Fonte: De Pereyra & Parellada. Entendendo Melhor a infecgao pelo Papilomavirus
humano. Shering (2003)

1.4.1. O SISTEMA IMUNOLOGICO e ASSOCIACAO COM OUTROS AGENTES

ETIOLOGICOS

As infecgdes pelo HPV possuem afinidade a certos sitios da mucosa, exceto em pacientes
imunocomprometidos, 0 que sugere que mecanismos imunologicos locais sao importantes no
controle destas infec¢des, geralmente prolongadas [78].

A resposta celular e humoral desempenha importante papel na infec¢do pelo HPV. Em

situagdes como, transplantes, gravidez, uso de quimioterdpicos e, em certas infec¢des
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oportunistas, como em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ocorre
uma maior suscetibilidade e uma elevada prevaléncia de verrugas genitais. Este aspecto reforga a
importancia da imunidade mediada por células, através dos linfocitos CD4+ (auxiliares) e CD8+
(citotoxicos). Condilomas em regressao espontanea apresentam um infiltrado celular composto
por linfécitos T e macrofagos [79, 80].

Linfocitos T citotoxicos, especificos para regides antigénicas E6 ¢ E7 dos HPV 16 e 18,
foram detectados no sangue periférico de pacientes com lesdes intra-epiteliais de alto grau [81].

Durante a resposta celular, em torno de 20-30,0% das pacientes, principalmente,
adolescentes que apresentam o condiloma anogenital externo, regridem o quadro de infecgdo. O
tratamento causa remissao em 80,0% dos casos; ja, nos 20,0% restantes, uma terapia
imunomoduladora adjuvante se faz necessaria.

Utilizando um modelo animal, foi observada uma reposta humoral contra proteinas do
capsideo viral e, neutralizacdo dos virions durante a infec¢do. Anticorpos contra proteinas
precoces do virus, E6 ¢ E7 dos tipos 16 e 18 ocorrem com mais freqiiéncia e, titulos maiores em
pacientes com cancer de colo uterino sdo observados. Mas a detec¢do dos anticorpos IgA e IgG
(imunoglobulinas A e G) especificas para L1 do HPV16 nao se relaciona com a eliminagao do
virus e indicam, normalmente, infec¢des persistentes [82].

A produgdo de IL-2 (interleucina-2) dependente de células T-helper (céalulas auxiliares) e
a resposta humoral através da producdo de IgG foi determinada em estudo conduzido por De
Gruijl e cols. (1999) [83], frente a infeccdo pelo virus do HPV-16 e o desenvolvimento da
patologia cervical. A resposta através da producdo de IgG foi associada com a persisténcia de

infec¢do pelo HPV 16 e lesdes de alto grau; enquanto que a maior freqiiéncia de resposta Th foi
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observada em pacientes com a persisténcia viral, como também entre aquelas que ja o haviam
eliminado, independendo do grau da lesao.

Os autores relatam que estudos indicam que a citocina IL-10 inibe a imunidade celular,
predispondo a uma resposta tipo 2 ao invés da resposta tipo 1, o que favorece a progressao das
lesdes HPV induzidas [84-86]. O Fator de Necrose Tumoral- alfa (TNF- o) e a IL-10 exercem
acdes antagonicas; enquanto a primeira parece diminuir, a segunda citocina se encontra elevada

no cancer cervical [87].

Estes fatores imunologicos interferem no aparecimento de co-infecgdes € o impacto das
doengas sexualmente transmissiveis no desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical tem
sido reconhecido nos ultimos vinte anos; sendo que, quando a paciente encontra-se
imunolégicamente comprometida, seja por infecgdes superpostas ou nao, este quadro pode ser

mais grave.

Outros agentes etioldgicos tém sido investigados, com forte suspeita de associacdo com o
cancer cervical como Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis;
entretanto Neisseria gonorrheae ¢ o virus do Herpes simples ja foram desconsiderados como
possiveis agentes etioldgicos [66, 74, 88].

A associagdo entre a presenca de Chlamydia trachomatis e o carcinoma de cérvice ja foi
citada por alguns autores [89-91]. Esta causaria uma severa inflamagao na cérvice associada com
atipia metaplasica na zona de transformagdo, sendo sua prevaléncia maior nas mulheres com
citologia anormal do que naquelas em que a citologia ndo estd alterada. Este fato pode ser
explicado pela inibicdo de apoptose (morte celular programada) causada por um bloqueio na
liberagdo da citocromo C mitocondrial e caspase 3, as quais permitem que a célula infectada

escape da célula T- CD8+ [88]. Estes autores sugerem, também, que a infec¢do por Chlamydia

40



trachomatis impede a funcdo da célula NK — natural killer na produgdo de interferon gama,
bloqueando o sinal na inducdo da resposta MHC (complexo maior de histocompatibilidade)
classe II e ativacao da resposta celular Thl, permitindo o escape de defesa do sistema imune.
Mufioz e cols. (2002) [59], constataram uma associagdo positiva entre a presenca de
anticorpos IgG contra citomegalovirus e a progressao das lesoes de baixo grau nas pacientes HPV

positivas.

Quanto ao Herpes-virus tipo 2 (HSV-2), ainda permanece obscuro o motivo pelo qual o
mesmo elevaria o risco do cancer. Uma hipotese sugerida tem sido a de que as tlceras herpéticas
genitais, causadas pelo HSV-2, poderiam ajudar o HPV a penetrar furtivamente na camada do
tecido do colo uterino, onde o cancer se origina. Outro aspecto considera que, o HSV-2 poderia
gerar danos ao DNA devido as lesdes inflamatorias e, com isto, levaria ao surgimento de células

cancerosas cervicais [76].

Sabe-se, no entanto, que essas co-infecgdes isoladamente nao induzem o aparecimento de
lesdes pré-neopldsicas, podendo ser inferido que sejam apenas agentes agravantes no

desenvolvimento do cancer cervical.

1.4.2. FUMO

Estima-se que entre 25,0 e 30,0% de todos os tipos de cancer em paises desenvolvidos
como Estados Unidos, Canadd, Inglaterra, Escandindvia, Cingapura e Austrdlia estejam
relacionados ao uso do tabaco. Esforgos planejados por orgdos responsaveis pela satide publica
tém sido feitos na tentativa de diminuir estes indices, o que j& pode ser observado entre os

homens, principalmente [75].
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Além da infec¢ao pelo HPV, o tabagismo tem sido implicado como co-fator do cancer
cervical. Embora o habito de fumar tenha sido identificado como um co-fator, ndo esta claro se
exerce um efeito precoce ou tardio na evolugao das lesoes [75, 92].

Viérios estudos apontam para o efeito negativo do habito de fumar nesta patologia. Ha
evidéncias de que o muco cervical de fumantes seja mais suscetivel a mutagdes do que o muco
cervical de nao-fumantes e que, as mulheres fumantes tem uma quantidade de células de
Langerhans reduzida no epitélio cervical, sugerindo uma diminuigdo do efeito imunoldgico neste
local. Este dado ¢ apoiado por estudos clinicos que revelam a associacdo do habito de fumar e
historia de condi¢des imunossupressoras em pacientes jovens com doenca cervical invasiva [71,
93-96].

Em 2001, Wyatt e cols. [97], baseados em dados do Center of Disease Control (CDC) dos
Estados Unidos e de sistemas que integram a sobrevivéncia a fatores de risco, comportamento ¢
prevengao, relataram que, em dados coletados, 30,0% dos adultos em Kentucky sdo fumantes e,
42,0% dos adolescentes fumam normalmente. Estes autores comentam, também, que durante os
anos de 1997 ¢ 1998, 61,0% dos casos de cancer cervical invasor eram de mulheres fumantes.
Exposi¢do, idade de inicio, periodo e freqiiéncia de consumo de cigarros, todos estes fatores
parecem influenciar na incidéncia de neoplasia intraepitelial cevical (NIC) e cancer cervical [71,
95, 98].

Segundo estudo realizado por Nunez e cols. (2002) [95], envolvendo trabalhadoras do
sexo ¢ fumantes, na Venezuela, o risco de desenvolvimento de lesdes cervicais pré-invasivas e
invasivas foi maior em mulheres que fumaram mais de vinte cigarros por dia durante mais de
cinco anos. Em 1998, Ho e cols. (1998) [98], observaram que o risco de desenvolver NIC 3

aumentou entre as mulheres fumantes; sendo que, ndo foram encontradas diferencas
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estatisticamente significativas entre as mulheres que fumaram vinte cigarros ou mais e aquelas
que fumaram menos de vinte cigarros por dia; embora a importancia do tempo de exposi¢cdo ao

fumo tenha sido a mesma constatada por Nunez e cols. (2002) [95].

Em um estudo realizado por Lacey e cols. (2000) [99], foi verificada uma forte associagao
entre o habito de fumar e o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas. Entretanto, ndo
foi constatada associagdo entre o tabagismo e adenocarcinoma cervical. Este fato sugere que,
embora os tipos histologicos dos dois tumores sejam causados pelo HPV e tenham origem na
cérvice, a patogénese das lesdes pode ser diferente.

Os dois mecanismos principais pelo qual o habito de fumar contribui para a oncogénese
cervical incluem, a exposi¢do direta do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina e a
cotidina; e a produtos metabolicos esperados a partir de reagdes com hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e aminas aromaticas, componentes da fumaga do cigarro.

As associagoes entre diferentes genodtipos de enzimas carcinogénicas-metabolizantes,
fumo e neoplasia cervical, foram alvos de alguns estudos, pelos quais se pode concluir que certas
nitrosaminas especificas do tabaco sdo substancias para a enzima detoxificante citocromo P450
fase I (CYP2D6), e por esta razdo, podem estar envolvidas na patogénese da neoplasia intra-
epitelial cervical [71].

Em 2004, autores desenvolveram estudo propondo uma relacao entre uma exposi¢ao ativa
ao tabaco e aberrante metilacdo do gene promotor pl6 em cancer de células escamosas cervicais
e displasia cervical. Concluiram que, a metilagao aberrante do gene p16 esta associada fortemente
com o uso do tabaco em pacientes portadoras de cancer cervical e de lesdes potencialmente ativas

[100].
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A imunossupressdo, como citado anteriormente € outro mecanismo que pode explicar a
carcinogénese relacionada ao tabagismo, ja que o epitélio torna-se mais vulneravel a penetragdo
viral [101]. Alteragdes verificadas no sistema imune periférico das pacientes fumantes, incluem a
elevacdo do numero de células sangiiineas, o aumento do numero de linfécitos T
citotoxicos/imunossupressores, a diminuicdo do numero de linfécitos T indutores/auxiliares,
discreta supressao da atividade de linfécitos T, significativo decréscimo da atividade de linfocitos
natural killers (NK) e baixos niveis sangiiineos de imunoglobulinas, exceto pela IgE, que ¢
elevada [71].

A possibilidade de progressao das lesdes desde NIC1 a NIC 3, bem como, a falha de
sucesso nos protocolos de tratamento, ja havia sido detectada. Em estudo prévio, Frega e cols.
(2003) [77], demonstraram que as pacientes fumantes tinham trés vezes mais chances de falhas
na resposta ao tratamento do que as ndo-fumantes.

Em pesquisa desenvolvida por Harris e cols. (2004) [92], foi verificada a associacao entre
o habito de fumar e a presenca de antigeno de proliferacdo celular, o Ki67 e HPV oncogénico.
Verificaram que o héabito de fumar, e a presenga de produtos derivados do cigarro estdo

associados com a evolugdo das lesdes de NIC1 a NIC2 ou NIC3.

1.4.3. HORMONIOS ESTEROIDES
Os hormonios esterdides influenciam a suscetibilidade e a predisposicdo a muitas
infecgdes genitais. Estes efeitos sdo varidveis, podendo modificar a severidade dos sintomas, o

risco de re-infecgdo, a persisténcia ou a probabilidade da doenca progredir, dependendo do agente

patogénico envolvido [87, 102].
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A incidéncia de infec¢des pelo HPV ¢€ variavel na evolugdo bioldgica da mulher. Rara na
infancia, freqliente durante o periodo reprodutivo e varidvel na menopausa, sendo controversa a
freqliéncia nesta fase [103], o qual parece se justificar por uma queda da imunidade nesta faixa

etaria [104].

Diferente de outras neoplasias malignas ginecoldgicas de alta prevaléncia, o cancer
cervical nao tem sido considerado como hormdnio-dependente. A acdo bioldgica dos esterdides
resulta na transcri¢do de genes-alvo [105], desencadeada pela ligacdo do hormdnio a receptores

especificos presentes.

Entretanto, estudos ja conduzidos anteriormente como o de Chan e cols em 1989 [35],
identificaram seqliéncias presentes na LCR dos HPV -11 e -18 que funcionam como elementos
responsivos a glicocorticoides e progesterona, sugerindo uma possivel participacdo destes na
regulagdo da expressao dos oncogenes virais. Dois destes elementos sdo estimulados pela agao de
progesterona e suspeita-se da existéncia de um terceiro receptor que ¢ estimulado pelo estrogeno

[102].

Estudos epidemiologicos relacionando o uso de anticoncepcionais orais € a presenga de

lesdes intra-epiteliais e o desenvolvimento de cancer vém sendo desenvolvidos [76, 106-112].

Hildesheim e cols. (1990) [106] observaram, um aumento significativo do risco relativo

(RR) em mulheres infectadas pelo HPV e usuarias de anticoncepcionais orais (ACO).

Em outro estudo conduzido por Herrero R e cols. (1990) [107], avaliaram pacientes
usudrias de anticoncepcionais injetdveis (ACI) e ndo observaram aumento de risco relativo para
as que utilizaram por menos de cinco anos, mas sim para as usudrias de ACI por mais de cinco

anos (RR=2,4; 1C95%: 1,0-5,7). Este aumento foi maior para as usuarias de ACI por mais de 10
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anos (RR=3.,4, 1C95%: 1,1-24,9). Ja, para aquelas mulheres tratadas com ACI por muitos anos
(mais de 10 anos), o RR foi particularmente elevado entre aquelas que nunca tinham sido
examinadas pelo exame de Papanicolaou ou que realizaram o exame ha mais de dois anos

(RR=6,3; IC 95%: 2,1-18,7).

Monsonego e cols. (1991) [113], verificaram a presenga de elevados niveis de receptores
de progesterona em lesdes de alto grau (NIC II/IIT) relacionadas a infec¢ao pelos HPVs 16 e 18,

assim como, Kedzia e cols. (2000) [114].

A possibilidade dos hormonios esterdides atuarem diretamente sobre o genoma do HPV ¢
ainda controversa. Segundo Pater e cols, 1990 existem no genoma do virus, locais especificos nos
quais os hormoénios atuariam induzindo maior replicacdo viral e, em conseqiiéncia, maior
producao de proteinas transformadoras [2, 115]. Contudo, a presenga de hormonios esterdides
nao seria indispensavel para a replicagdo viral, apesar de células com estes receptores poderem
apresentar algumas atipias. Este fato, se verdadeiro, € preocupante, visto a freqiiente utilizacao da
terapéutica hormonal, tanto na forma de anticoncepcionais orais, como na reposi¢ao durante o

climatério [106, 108].

Os hormonios esterdides podem favorecer a infec¢do persistente pelo HPV de vérias
formas: aumentando a expressao e a atividade de transformagdo dos oncogenes virais E6 ¢ E7,
inibindo a resposta imunologica e a expressdo de MHC I e II, além de interferirem na regressao
das lesdes causadas pelo virus [116]. Desde que a estrutura dos oncogenes virais E6 e E7 foi
descoberta e associada com o potencial oncogénico do HPV-16, o efeito do estrogénio na
transcricdo destes oncogenes, através de mecanismo sinérgico pode ter uma importancia

bioldgica na transformacao maligna das células infectadas pelo HPV-16 [76, 87, 117].
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Adolescentes, que utilizam contraceptivos orais tem uma incidéncia significativamente
menor de infeccdo por HPV em relagdo as que ndo utilizam (OR 0,54; 1C95%: 0,32-0,94). Esta
correlagdo inversa foi controversa, ja& que os hormonios esterdides tém sido considerados um
fator importante na patogénese do cancer cervical. Uma vez que adolescentes possuem uma
média mais baixa de niveis estrogénicos em relagao as mulheres adultas, ha uma possibilidade de
que, estrogénios contidos em contraceptivos orais, ativem o sistema imune [113]. Brabin (2002)
[87] confirma este relato e sugere que os hormdnios contraceptivos aumentam a imunidade ao
HPV em mulheres jovens, quando expostas pela primeira vez a infec¢do. Entretanto, uma vez
persistindo a infec¢do viral, o efeito protetor desaparece e, os contraceptivos podem ser

considerados co-fatores na carcinogénese.

Nao existem muitos dados que avaliem o mecanismo pelo qual a influéncia hormonal
pode modular o risco de progressio da doenca cervical avangada entre as mulheres

infectadas[76].

O estrogénio e a progesterona participam do processo de apoptose programado pela
proteina E2 do HPV. Acredita-se que, na presenca de E2, os hormdnios possam proteger o
epitélio contra o desenvolvimento de neoplasia cervical. Do contrario, na auséncia da proteina
E2, estes hormonios, provavelmente, atuem como co-fatores na carcinogénese, sejam por sua

acdo na expressao dos genes virais ou por outras vias ainda desconhecidas [38].

Em estudo desenvolvido, Lacey Jr e cols. (2000) [99] comparando a presenca de
receptores de estrogenos e progesterona em adenocarcinoma e carcinoma escamoso, verificaram
uma relagdo positiva entre a presenga destes receptores hormonais, a infiltragdo celular no

estroma e a reagdao peritumoral de fibrina, bem como, a presenga de um maior nimero de
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receptores hormonais em adenocarcinoma. Concluiram também, que a presenca destes receptores
poderiam servir como fator prognostico, ja que nas pacientes receptoras-positivas, a sobrevida era

maior.

Dados indicam que a mudanga hormonal ocorrida na gestagdo, poderia modular a resposta
imune ao HPV e influenciar o risco de persisténcia e progressdao da lesao [118], podendo ser
considerada um provavel fator de risco [119]. Nesta fase hormonal, ¢ verificada a producao de
um elevado numero de copias virais associada a um quadro clinico de expressdo maxima da
infeccdo genital, ocorrendo rapida regressao no puerpério. Sua relagdo esta associada com a
formacao de um complexo hormonio-receptor, o qual se liga a seqiliéncias especificas do DNA e

participa do mecanismo de transcrigdo dos genes virais [120].

A reducdo de imunocompeténcia nas mulheres gravidas ocorre devido a diminui¢do das
células NK, bem como, da resposta mediada pelas células Th, além da reducdao de
imunoglobulinas A e G (IgA e IgG) na mucosa cervical. Estes eventos, associados a acdo dos
hormonios nos receptores esterdides presentes no HPV, favorecem a replicagdo viral [119]. Os
varios estudos relacionando o niimero de gestacdes com o risco de desenvolver a neoplasia
cervical, concluiram que mulheres que tiveram mais de dois filhos possuem um risco maior,
sendo que, gravidez precoce (antes dos 18 anos) pode elevar em trés vezes o risco de desenvolver

o cancer cervical [59, 76, 93].

Pelo exposto, ainda € controverso na literatura o papel dos hormoénios esterdides na
génese do cancer cervical causada pelo HPV. Mais estudos, demonstrando esta relagdo, ainda sao
necessarios para maiores definigoes.

Poucos estudos tém relatado a importancia do uso de métodos anticoncepcionais como o

dispositivo intra-uterino (DIU) com relacdo ao desenvolvimento de neoplasias. Para uma
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populag@o de mulheres indianas americanas, o estudo demonstrou um risco aumentado para NIC
I/IIT nas portadoras do virus HPV (OR=3,1 1C95%:1,7-5,7), com o uso permanente de DIU
(OR=3,0, IC 95%: 1,4-6,1) e freqliente (OR=4,1, IC95%: 1,1-14,6), ap6s ajustamento para
fatores de confusdao. Mulheres com mais de trés partos (OR=5,2; 1C95%: 2,4-11,0) e historia de
infertilidade também estavam associadas com diagnostico de NIC II/IIT (OR=2,1; 1C95%: 1,0-

42) [121].

1.5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

1.5.1. DIAGNOSTICO CITOLOGICO

A sensibilidade e especificidade do diagnostico em esfregacos cérvico-vaginais tém sido
discutidas desde a sua introducdo, por George Papanicolaou em 1928, como forma de
rastreamento do cancer cervical. Variaveis multiplas e artefatos influenciam a presteza da
deteccdo nos esfregacos, incluindo preparagdo, fixacdo e coloracdo, bem como o adequado
método de coleta e uma interpretagdao correta [10, 122], o que pode levar a resultados falso-
positivos, como também, falso-negativos [123]. Esses ultimos sdo os mais temidos, pois podem
retardar o inicio do tratamento das pacientes.

A triagem citologica envolve diferentes graus de lesdo: Lesdo escamosa intra-epitelial de
baixo grau (LSIL) relacionada mais aos HPV 6 e 11; Lesdo escamosa intra-epitelial de alto grau
(HSIL), aos HPV 16 e 18, bem como, no diagndstico de cancer invasor. Ja os HPV 31, 33 e 35
estdo associados a um risco intermedidrio de desenvolver a lesdo de alto grau [45].

O diagnostico citoldgico de esfregagos atipicos, por vezes, gera duvidas. O sistema

Bethesda, 1988, atualizado em 2001 [124] foi proposto, como forma de reduzir resultados
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contraditorios ou duvidosos, com objetivo de descartar exames colposcopicos desnecessarios e
padronizar a nomenclatura citoldgica internacional dos esfregagos cervicais.[125, 126] .

Lonky e colaboradores [127] em 1999 demonstraram que somente a citologia nao poderia
prever quais mulheres tem cancer ou lesdes precursoras de cancer de alto grau. A demora na
colposcopia e da biopsia em mulheres com anormalidades de baixo grau acarreta o atraso no
diagnostico definitivo das lesdes intraepiteliais e o tratamento necessario.

Estudo comparando a citologia analisada pelo método convencional e preparada em base
liquida, demonstrou uma redugdo no tempo de analise da lamina 3 a 4 minutos, com melhora na
adequacao da amostra, obtendo assim, uma maior sensibilidade e especificidade do que o método
convencional [123].

Tem sido relatado que as manifestagcdes citologicas do HPV sdo mais freqiientes em
mulheres mais jovens do que nas mais velhas. Também, esfregacos obtidos nas diferentes faixas
etarias, ndo necessariamente revelam o mesmo padrio citolégico em pacientes que albergam o
virus, visto que muitas vezes, a infecgao ¢ transitoria [128].

A replicacdo viral nas células do epitélio ¢ acompanhada por alteragdes morfologicas,
resultando nas caracteristicas dos efeitos patogénicos da infeccao viral, permitindo o diagnostico
da infeccdo clinica através do esfregacgo cervical e de bidpsias, com certo grau de acurécia [51].

Morfologicamente, a infec¢do viral ativa ¢ manifestada pela proliferacdo celular
(acantose), a qual ¢ ativada por um efeito mitogénico das proteinas codificadas pelos genes
precoces. A sintese do DNA viral através das camadas para-basal e intermediaria leva ao

aumento nuclear, binucleagdo e hipercromasia (Figs n° 6 e 7).
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Os eventos tardios provocam degeneracdo nuclear, ¢ cavidade citoplasmatica,
denominada de coilocitose (Fig n° 8), alteragdo que se observa na camada superficial e

intermedidria do epitélio escamoso [45].

Figura 6: Hipercromasia
Fonte: www.pgmacline.es
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Figura 7: Binucleacao
Fonte: www.fcm.unicamp.br
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Figura 8: Coilocitos
Fonte: www.ecplanet.com/

A coilocitose ¢ considerada um efeito citopatico especifico, sendo marca da infec¢ao
clinica pelo virus HPV. Foi sugerido que em pacientes portadoras de NIC I, a presenca de

extensiva atipia coilocitica ¢ marca da infec¢do por HPV de alto risco [45, 51].

A histologia permite a identificacdo de neoplasia intraepitelial, a qual pode estar associada
a viroses potencialmente oncogénicas € que sdo de risco para a progressdo até o cancer.
Entretanto, a histologia ndao permite a predicdo do tipo de papilomavirus associado ao efeito
citopatico. A interpretacao histoldgica ¢ dificil quando existem altera¢cdes minimas associadas ao

virus; ndo permitindo a identificagdo da infecgdo latente [129].

Atualmente, o rastreamento do cancer de cérvice uterina ¢ feito através da realizagdo
periddica do exame de Papanicolaou. Apesar de seu éxito na redugdo das taxas de morbidade e
mortalidade por este tipo de cancer, o teste citolégico tem limitagdes importantes, sendo a
ocorréncia freqiiente de resultados falso-negativos, a principal delas. Além disso, mesmo com
uma especificidade de aproximadamente 98,0%, o sucesso do teste ¢ limitado pela sua baixa

sensibilidade (aproximadamente 50,0%) [130, 131].
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As taxas de falso-negativos para lesdes cervicais pré-malignas e cancer cervical ficam
entre 15,0 e 50,0%, enquanto que taxas de falso-positivos de 30,0% j& foram relatadas [132].
Essas falhas podem advir de erros na coleta da amostra, pela auséncia de células diagnosticas,
preparacdo das pacientes, fixacdo e coloragdo das laminas ou podem refletir erros de
interpretagao [122, 133].

Desta forma, como método de controle de qualidade, o Centro para Controle de Doencas
(CDC) recomenda a revisdao de 10,0% de todas as laminas negativas com objetivo de assegurar
fidelidade nos resultados. Outra forma de fazer o controle de qualidade seria comparar resultados
da citologia com a histologia [134].

Em estudo realizado, foi demonstrada a contribuicdo da colposcopia e da histologia
realizadas apds a detec¢do de alteragdes citologicas identificadas ao exame de Papanicolaou.
Verificaram que, do total de casos histologicamente confirmados como lesdo de alto grau, uma
grande proporcao (38,8% das mulheres), tinha diagnostico de ASC-US no exame citologico[135].

Assim, a citologia, apesar do baixo custo, pode ndo ser conclusiva e despertar
controvérsias no diagnostico proposto. A busca por métodos ndo dispendiosos, de boa
reprodutibilidade e especificidade, pode trazer beneficios as pacientes, prevenindo o

desenvolvimento das lesdes ja no inicio do seu estabelecimento.

1.5.2. COLPOSCOPIA:

A colposcopia ¢ um exame de imagem, o qual permite visualizar a vagina e o colo
do utero através de um aparelho, com um aumento de 10,0 a 40,0 vezes do tamanho normal. E
um exame de rotina no diagndstico precoce do cancer do colo uterino. Proporciona, sob
iluminagdo intensa e centralizada do colo e/ ou mucosa vaginal, uma visao ampliada e minuciosa

das lesdes patologicas ai presentes [136].
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E um exame indcuo e rapido possibilitando, com eficacia, realizar bidpsias nos locais
suspeitos de maior gravidade [136].

Muitos clinicos utilizam a colposcopia para todas as mulheres com diagnoéstico citologico
de células escamosas de significado indeterminado (ASC-US), resultando na inclusdo de trés
vezes mais mulheres na triagem colposcopica, quando poderiam ser incluidas somente mulheres
que apresentem lesdo escamosa intraepitelial [125].

Sherman e cols. (2002) [137], discutem em estudo randomizado, o efeito da idade ¢ da
carga viral na triagem colposcopica. Verificaram que, nas mulheres com ASC-US, o teste do
HPV apresenta elevada sensibilidade para detectar NIC 3 ou cancer, com valores dramaticamente
reduzidos para mulheres mais velhas. Somente a realizagdo do teste para DNA-HPV ou o exame
citopatoldgico repetido podem ser tteis na triagem para mulheres com diagndstico de LSIL (lesdao
intra-epitelial de baixo grau — NIC 1).

Quando a proliferagdo epitelial ¢ acompanhada pela vascularizagdo dos capilares, o
estroma se projeta, resultando numa lesdo exofitica, denominada, condiloma acumidado de

superficie papilar (Figura 13).

Hedscape & http: ' wamvemedscape com

Figura 9: Imagem colposcopica de neoplasia
Fonte: www.medscape.com/viewarticle/408861 5
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Embora a morfologia sozinha seja conclusiva na distingao das lesdes de alto e baixo grau,
o valor preditivo na definicdo dos diferentes graus das lesdes benignas, muitas vezes ¢ dificil.
Além disso, a concordancia inter e intra-observadores (reprodutibilidade) para estas lesdes sao
baixos.

Assim sendo, mesmo que a infecgdo possa ser sugerida pela citologia, histologia e
colposcopia, o diagnostico especifico requer a demonstragdo do DNA viral [138]. Para estes
autores entdo, o teste de DNA- HPV aliado a citologia aprimora a eficiéncia diagndstica de
exames citoldgicos equivocos evitando, desta forma, colposcopias e futuras intervencdes médicas

desnecessarias.

1.5.3. TECNICAS MOLECULARES

Com o inicio da biologia molecular como ciéncia, varios aportes impulsionaram a
vertiginosa revolugdo tecnologica vista atualmente. Estas incluem o uso de “enzimas de
restri¢do”, que cortam o DNA em seqiiéncias especificas, técnica de seqiienciamento de acido
nucléico e proteina, analises do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrigdo do DNA

(RFLP) e finalmente a técnica de PCR [129].

Sendo assim, o diagndstico da infec¢do pelo HPV depende de técnicas moleculares como
a hibridizagdo do DNA ou pela amplificagdo de acidos nucléicos.Varias técnicas de PCR tém
sido desenvolvidas para detectar o espectro dos diferentes tipos de HPV tréficos a mucosa,
empregando primers consenso ou degenerados. Estes métodos apresentam importantes limitagdes
como alto custo, técnicas demoradas e pouco especificas, entretanto, bastante sensiveis [139].

Testes para DNA-HPV de alto risco como a captura hibrida II, tem se mostrado muito sensivel na
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detecgdo do HPV e util para a triagem de laminas com diagnostico de ASCUS, entretanto,

apresenta baixa especificidade [140].

Técnicas normalmente usadas para deteccio do HPV/DNA em esfregagos cérvico-
vaginais podem ser classificadas em trés categorias: Métodos de amplificagdo do DNA (incluindo
varios ensaios baseados na PCR), testes de amplificagdo de sinais (teste da captura hibrida em
tubos) e métodos de nao-amplificagdo (Southern-blotting e Dot-blot). Os primeiros, de

amplificagdo, sdo normalmente mais sensiveis. [141].

A captura hibrida e a reacdo da PCR representam uma evolug¢ao no diagnoéstico e triagem
do cancer cervical e seus precursores. O uso destas novas metodologias permite maior acuracia
diagnostica, complementando os resultados obtidos através da citologia e histopatologia.
Entretanto, deve ser salientado que, a citologia tem baixa sensibilidade, variando entre 50-99%,

apresentando até 29,7% de resultados falso-negativos [11, 142, 143].

Estudos demonstram que a sensibilidade do exame de captura hibrida II (1.0 pg/célula) ¢é
muito superior a apresentada pela hibridizagdo molecular in situ (300 copias/ célula) e é similar a
reacdo em cadeia da polimerase [144].

Cox, e cols [125], bem como, Manos e cols [138], confirmaram o teste de captura hibrida
para detecgdo viral de boa acuracia e valor preditivo, em pacientes portadoras de diagndstico

citologico de ASC-US, ja que muitas vezes gera dividas na interpretagao.

1.5.3.1. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR):

A PCR, técnica de amplificacdo do DNA “in vitro”, que emprega primers
especificos, ¢ um método qualitativo com alta sensibilidade analitica, que detecta quantidades

diminutas de virus. Apds o resultado da PCR, a tipagem viral ¢ realizada, utilizando o método de
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fragmentagdo por enzima de restricdo (RFLP) do gene L1 que codifica a proteina do capsideo
viral. Esta técnica apresenta como vantagem, a possibilidade de definir exatamente qual o tipo
viral envolvido e de detectar infecgcdes mistas. Apresenta sensibilidade igual ou até mesmo
superior a captura hibrida [145-148]. A importancia de utilizar testes de HPV em programas de
rastreamento consiste em se poder detectar os tipos mais agressores com maior sensibilidade.

Esta pode ser realizada em esfregagos citologicos, lavagens, bidpsias por congelacdo ou
tecidos embebidos em parafina. O DNA alvo destes espécimes deve ser isolado, utilizando uma
digestdo nao-ioOnica detergente/protease ou por congelamento/e aquecimento do material celular.
Outros materiais como tecidos fixados em formol ou parafinados, sangue, sémen, urina, swabs
uretrais, dgua e restos teciduais em decomposicao, também podem ser usados [129], tendo com o
objetivo de detectar e caracterizar os diferentes tipos de HPV, empregando seqiiéncias de
consenso [31, 149-151].

A técnica de PCR em tempo real (Real Time PCR) tem a propriedade de distinguir
seqiiéncias proximas com base na amplificacdo e seguida pela andlise da temperatura de
anelamento do DNA, sendo uma opc¢ao rapida para a identificagdo do virus, com separacao entre
os tipos mais agressores, 16 e 18 [139].

White e cols. (1998) [79] demonstraram uma complexa relagdo entre sensibilidade e
especificidade para o teste HPV/DNA e dados clinicos como idade da paciente. Embora o teste
reflexo de DNA do HPV tenha potencial para detectar muitos casos de lesdo intra-epitelial de alto
grau, a baixa especificidade em mulheres mais jovens e a avaliacdo de esfregacos de lesdo intra-
epitelial de baixo grau sugerem que ¢ mais util para mulheres mais idosas e naqueles testes cujo

resultado de Papanicolaou apresentou resultado de ASC-US [79].
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A PCR pode ser utilizada para demonstrar a associagdo entre muitas doencas infecciosas e
o DNA de agentes contaminantes. Este instrumento diagnodstico auxilia também, em infecgdes de
lesdes orais. Resultados falso-positivos ocorrem mais comumente por contamina¢ao com acidos
nucleicos e podem advir de produtos da PCR ( amplicons) previamente realizados no laboratorio
[152].

Assim sendo, o método de amplificagdao pela PCR é empregado para o diagnostico em
funcdo da habilidade de detectar rapidamente estes agentes patogénicos sexualmente transmitidos
como Herpes simples, Chlamydia trachomatis, bem como o HPV. Para este ultimo, possibilita
também, a deteccdo de tipos de alto risco ou oncogénicos, diferenciando daqueles presentes,
normalmente, em lesdes benignas ou de baixo risco[153, 154].

Muiioz (2000) [16], avaliou mais de 1000 bidpsias provenientes de 22 paises,
categorizadas como negativas pelo IARC em 1995 e, de cada centro, foram selecionados 50 casos
de cancer cervical invasor. Inicialmente, o DNA do HPV foi detectado em 93% dos materiais
usando primers consensus da regido L1 (PGMYO09/MY11), os restantes 7%, originalmente
classificados como negativos, foram submetidos a PCR, utilizando primers mais sensiveis, com
controle na quantidade e qualidade do tecido maligno testado. Para isto, utilizando primers
consensus da regido L1 GP5+/GP6+, foram detectados 95.7% dos casos; com primers da regido
E7 de 14 tipos de HPV de alto grau, foram detectados 98,1% e, se levarmos em conta somente os
casos de malignidade, este percentual subiu para 99,7%. Desta forma, pode-se correlacionar a

presenca de DNA-HPV na quase totalidade dos casos de cancer de colo.

1.5.3.2. CAPTURA HiBRIDA:

O diagnostico de HPV pela captura hibrida ¢ de facil execugdo e rapido na obtengdo de

resultados. Apresenta elevada sensibilidade, detectando infec¢des latentes e sub-clinicas. A coleta
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para analise ¢ realizada em meio liquido e possibilita tanto avaliagdo citologica oncotica, quanto
avaliacdo de bases moleculares [155].

Em estudo desenvolvido por Roteli-Martins e cols. (2001) [51] o diagnostico da presenga
viral por captura hibrida ou por hibridizacdo “in situ” estava significativamente relacionado com
diagnostico de NIC II ou NIC III em bidpsias. O sinal emitido (unidades relativas de luz/controle
positivo) foi maior e mais intenso em casos mais graves; e, este fato foi confirmado pela
histologia [51].

A Captura hibrida de 1* geracdo foi desenvolvida ha poucos anos. Entretanto, a PCR e a
histologia apresentam maior sensibilidade, embora a especificidade ainda seja maior na primeira.
Assim, a captura hibrida de 2* geragdo aumentou o nimero de copias do DNA através da
reformulagdo dos reagentes de hibridizagdo e ampliou a detec¢do de outros tipos virais de risco
intermediario e de alto risco, além de substituir o uso de tubos por placas [125, 141, 156-158].

A captura hibrida se mostrou efetiva em estudo realizado por Cox ¢ cols. (1995) [125], o
qual verificaram as pacientes positivas para o DNA-HPV, com ASC-US ao exame citologico e
que foram examinadas por colposcopia. A sensibilidade do teste foi mantida, entretanto, o teste
foi mais especifico para aquelas que possuiam niveis elevados de DNA-HPV, associados a tipos
virais de maior risco.

Cope e cols. (1997) [141] compararam a PCR, utilizando primer L1 de consensus ¢ o teste
da captura hibrida em 596 amostras cérvico-vaginais. No geral, os dois métodos concordaram em
93% de positividade para um dos 14 tipos de HPV detectaveis. Neste estudo, a PCR apresentou-
se mais sensivel na deteccdo do DNA- HPV, entretanto, a captura hibrida pode ser mais util na
deteccao de lesOes escamosas intra-epiteliais [125]. Atualmente o teste da captura hibrida II tem

sido utilizado em vérios estudos epidemiologicos [159-163] com objetivos de verificar a
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prevaléncia dos tipos virais por faixa etaria, tipagem do DNA-HPV, apresentando valor preditivo

negativo elevado e 6tima correlacdo com achados citolégicos e histopatologicos.

1.5.3. OUTRAS TECNICAS DE DETECCAO:

A detec¢do de peptidios através do teste de ELISA — ensaio imunoenzimatico que utiliza
pequenas fracdes de epitopos lineares de proteinas, apresenta baixos niveis de sensibilidade e
especificidade. Entretanto, Meschede e cols. (1998) [164] utilizando antigenos recombinantes
altamente purificados, detectaram anticorpos contra proteinas E6 ¢ E7 dos HPV 16 e 18 de
pacientes, com cancer cervical invasor, para os quais o rastreamento através da citologia nao foi

possivel o diagnostico.

Teste como radio-imuno-precipitacio (RIPAs) com proteinas naturais pode também
detectar anticorpos contra epitopos conformacionais com maior sensibilidade e especificidade.
Entretanto, o processamento técnico ¢ complexo, requer sofisticada aparelhagem e, portanto nao

¢ acessivel para rotina [164].

Em pesquisa realizada em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, Nonnemacher e cols.
(2002) [69] verificaram a presenca de anticorpos IgG contra HPV-16 L1 VLPs (virus-like-
particles) e HPV-16,-18, -6 ¢ -11 L1 VLPs como mistura antigénica, em 976 mulheres.
Concluiram que a soropositividade para HPV-16 e para a mistura antigénica parece ser melhor
indicador de atividade sexual passada do que atual, e que, a resposta humoral frente ao HPV-16
ou HPV-6,-11,-16 e -18 ndo ¢ um indicador de lesdes cervicais em pacientes de baixo risco.

Uma vez que HPV-16 ¢ o mais prevalente HPV de alto risco, uma protegdo eficaz contra
o cancer cervical requer uma maior abrangéncia pela produgdo de anticorpos cruzados contra

multiplos tipos de HPV. Estudos recentes demonstram a neutralizagdo do HPV 16 através da
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formagao de anticorpos contra a fragdo L1 do capsidio viral. Além disso, estudos cruzados de
prote¢do contra HPV de alto e baixo grau, tém sido testados [165, 166] com a finalidade de
verificar a capacidade de particulas especificas virais neutralizarem a infec¢do através da

formacao de anticorpos e possibilitar a vacinag¢ao contra varios tipos de HPV [79].

1.5.4. IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ):

A 1identificagdo de alteragdes genéticas pode ser efetuada através da técnica de imuno-
histoquimica, técnica de coloragdo que utiliza anticorpos monoclonais em rea¢des imunologicas,
empregando marcadores especificos, a qual vem ocupando lugar de destaque no estudo de varios
tipos de tumores. Busca identificar antigenos especificos em células ou tecidos neoplasicos [167].

E baseada, na conjugagdo de marcadores distintos com moléculas de imunoglobulinas
(anticorpos mono ou policlonais). Logo que produzida a unido antigeno-anticorpo, o marcador ¢
localizado por uma reagdo tintorial e desta maneira pode ser detectada a estrutura em que se
localiza o antigeno. Nos métodos de imuno-histoquimica se utiliza uma reagdo enzima-substrato

que transforma um cromdégeno incolor em um produto final corado [129].

A reagdo antigeno-anticorpo pode ser identificada a microscopia Otica de transmissao,
através de varios procedimentos, em que se incluem imunocomplexos enzima-anti-enzima e
métodos com marcagdo prévia, como avidina — biotina- peroxidase [168]. Através da alteragdo na
expressao ¢ intensidade das coloragdes, observa-se a inativagdo ou super-ativagao do gene,

dependendo do seu papel no ciclo celular [169].
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2. A CARCINOGENESE E O PAPILOMAVIRUS HUMANO:

2.1. CICLO CELULAR

O cancer ¢ uma desordem do ciclo celular e, entender como este processo € controlado ¢
fundamental para compreender os mecanismos que estdo envolvidos na proliferagdo celular.

Os eventos do ciclo celular ocorrem em uma ordem fixa: iniciam pela replicacdo do DNA
(fase S), seguem pelo intervalo (fase G2, gap), mitose e citocinese (fase M) e outro intervalo (fase
G1), seguindo novamente, pela replicacdo do DNA, e assim por diante. As células podem sair do
ciclo e entrar na fase GO, que € o seu estado quiescente [167] (Figura 16).

O inicio da replicagdo do DNA marca a transicao da fase G1 para a fase S e esta, encerra-
se, quando todo DNA tenha sido replicado. Durante a fase S, o conteido de DNA aumenta de um
valor dipléide de 2n para o valor completo de replicacao 4n.

O periodo compreendido desde o final da fase S (sintese) até a mitose ¢ chamado de G2; e
neste, a célula apresenta dois conjuntos dipléides completos de cromossomos [170, 171].

Quando ocorre dano ao DNA, este necessita ser reparado, o que pode atrasar a mitose € a
divisdo celulares. O sistema-controle do ciclo celular consegue controlar tudo por meio de freios-

moleculares, que podem parar o ciclo nos pontos de checagem, em G1 e G2.
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A relagdo entre a presenca do DNA de certos tipos de HPV e a progressao das lesdes até o

cancer cervical tem sido descrita por muitos autores [13, 34, 39, 172].

A ativagdo da infecgdo que estd latente, epissomal, resultando na manifestagdo

sintomatica, se da em funcao das intera¢des do virus na célula, pela suscetibilidade do hospedeiro

e pela presenca de varios co-fatores envolvidos.
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O Papilomavirus Humano contribuiu para o conhecimento da carcinogénese, através do
bloqueio das proteinas celulares que prevéem o controle da divisdao celular; assim como,
compromete a resposta imune permitindo, o estabelecimento da infecgdo [34, 164].

Dois oncogenes virais, E6 e E7, estdo consistentemente expressos no cancer cervical HPV
positivo e, sua expressdo ¢ essencial para iniciar € manter o fendtipo celular neoplasico. A
instabilidade genomica contribui para a formacdo dos tumores e, pelo menos de seis a oito

mutagdes sdo necessarias para o desenvolvimento do cancer.

2.2. INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR: K167 (MIB-1)

Ki-67 (MIB-1) ¢ um antigeno de proliferacao celular, ndo-histona, presente no nucleo da
célula que é expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO e a positividade deste
marcador tem sido usada como indicador promissor nas lesdes cervicais displasicas. MIB-1 ¢ um
anticorpo monoclonal ndo-histona que reconhece a proteina Ki-67.

Virios estudos imuno-histoquimicos empregando o anticorpo monoclonal anti-Ki-67
[173-177] tem mostrado uma relagdo entre o Ki67, o grau histolégico € o comportamento do
tumor, sugerindo que a expressao deste marcador, fornece informagdes prognosticas em doencas
do tecido conectivo, doengas linfoproliferativas e, em alguns casos de carcinomas [174].

A expressao de Ki67 foi estudada também, em relacdo a presenga e atividade das células
Natural Killer (NK), uma vez que estas estdo envolvidas com a defesa imunoldgica, no
desenvolvimento e sobrevivéncia tumoral, bem como na ocorréncia de metastases em carcinoma
cervical. Foi verificada uma relacdo inversa entre a atividade das células NK e a expressao de
Ki67. J4, com relagdo a infiltracdo de linfonodos e a capacidade de formar metéstases, a relagao

foi positiva para Ki67 [174].
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Estudos prévios [178, 179] tém verificado que o padrdo assim como, a quantidade de
expressao de MIB-1 e a atividade mitotica, demonstrada através da técnica de hematoxilina-
eosina (H&E), se apresentaram uteis na distincdo de condiloma e/ou displasia das alteracdes
inflamatorias, metaplasia escamosa imatura e atrofia do colo uterino.

Analisando a questdo hormonal, através dos receptores de estrogénio e progesterona, foi
detectada uma correlagdo positiva entre a expressao destes marcadores hormonais e a presenga do
Ki-67 em lesdes HPV positivas do colo uterino. Foi verificado que as pacientes com lesoes pré-
cancerosas, apresentavam sinais clinicos de hiperestrogenemia, o qual levou a proliferagdo de
células parabasais, sensiveis a concentragdo de estrogénio [180].

Tem sido relatada também, a expressdo de Ki-67 na diferenciacdo de modificacdes
pseudo-coilociticas e atroficas daquelas de displasia, bem como, na avaliagdo de margens
cauterizadas em cones biopsiados [177]..

Segundo Propioleck e cols. (2004) [179], no colo uterino, o numero de nucleos positivos
na extensdo da membrana basal e o indice de estratifica¢do (a distancia dos nucleos positivos da
membrana basal, divididos pela espessura do epitélio) sao fortes indicadores dos diferentes graus

de displasia (Figura 11).
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Figura 11: Expressdo Nuclear Forte de Ki67 (400x)

Segundo Kruse e cols. (2004) [181], a expressao e a analise quantitativa de Ki-67 pode ser
utilizada na avaliagdo de bidpsias que tem forte indicagdo de progressdo, sendo considerado um
marcador reprodutivel com consideravel valor progndstico.

Em outra analise desenvolvida também por Kruse e cols. (2004) ao avaliar Ki-67 em
conjunto com outros parametros de prolifera¢do, tais como Rb (retinoblastoma), p53, ciclina A, E
e D, pl6, p21, p27 e telomerase; bem como, marcadores de diferenciagdo, os quais sejam
involucrina, CK13 e CK14 em diferentes locais no epitélio, foi demonstrado que a combinagao
de Ki-67, Rb, CK13 e CKI14, forneceu informagdo acurada acerca do risco das lesodes

intraepiteliais cervicais progredirem [182].
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Estudos demonstram que a imunoquantificacdo pelo antigeno nuclear Ki67 ¢ um
marcador sensitivo do grau, presenga ou auséncia de HPV oncogénicos e, possivelmente do seu
comportamento biolodgico. A avaliagdo imuno-histoquimica quantitativa de Ki67 ¢ importante
também, para esclarecer diferengas interobservadores nos graus mais severos [50, 169].

Em estudo empregando a imuno-histoquimica para Ki67 e pl6™** Walts e cols. (2006)
[183] confirmaram que, quando analisados em conjunto com a coloragdo para H&E
(hematoxilina e eosina) estes marcadores sdo Uteis na graduacdo das lesdes de neoplasia
intraepitelial anal também .

Desta forma, a imuno-histoquimica para Ki67, tem se mostrado um potente auxiliar na

confirmacao das lesdes potencialmente ativas a progressao.

2.3. GENES SUPRESSORES TUMORAIS

Os pontos de controle do ciclo celular tém uma fungdo importante na manutencao da
fidelidade e integridade da replicacdo e reparo do genoma. A dindmica do ciclo estd regulada por
estes pontos de controle que atuam na transcricdo dos genes que codificam sinais positivos, as
CDK (quinases dependente de ciclina) e das ciclinas. Os processos de regulagdo por retro-
alimentacdo positiva e negativa, também contribuem para o progresso no ciclo celular [184].

Os controles negativos, nesta progressdo, estdo presentes durante a proliferagao,
diferenciagdo, senescéncia e morte celular e sdo importantes na génese do tumor. Os pontos de
controle aparecem em duas ocasides: o primeiro no final da fase G1 e entrada na fase S do ciclo
celular e o outro, na transi¢ao da fase G2 até a fase M [167].

De maneira geral, a interrup¢ao da proliferagdo celular ocorre quando a integridade do
genoma foi comprometida [167]. Alteracdes no processo de interrupgao do ciclo permitem que as

células, com genomas instaveis progridam até células cancerosas. Tais circunstancias poderiam
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incluir: a senescéncia celular, onde os telomeros sdo perdidos ou se encurtam e se formam, entdo,
os cromossomos dicéntricos instaveis; a morte celular por apoptose, onde as nucleases que
degradam o DNA estdo alteradas, bem como, a natureza da resposta imune do hospedeiro [185].
A maior parte dos tumores alberga uma ou mais anormalidades nos genes supressores
tumorais. Estas alteragdes incluem mutagdes, translocagdes, ou delegdes. Além disto, pelo menos
dois mecanismos epigenéticos, a hipermetilacao da ilha CpG na regido promotora do gene ¢ a
aberrante acetilacdo de histonas (especialmente a histona H4), podem silenciar genes supressores

tumorais numa variedade de tumores [186, 187]

Os produtos de trés genes supressores tumorais importantes, RB (retinoblastoma), p53 e

pl6 estdo inter-relacionados bioquimicamente.

O gene RB caracteriza o cromossomo 13ql4 e possui varios efetores que controlam o
ciclo, entre os quais o fator de transcricao E2F. [187]. RB ¢ um ponto de restri¢do importante no
ciclo celular; e, ndo s6 pode estar mutada em muitos tumores, como também, pode ser alvo de

alguns virus, como antigeno T SV-40 (simian virus 40), adenovirus E1A e HPV E7 [188].

O gene p53 ¢ considerado “guardido” do genoma, devido ao fato de transmitir sinais a

partir de varias formas de dano ao DNA, levando ao retardo no ciclo ou a apoptose [189].

Mutacdes em pl 5INK4B, pl 4ARF/p 16MAA

sdo raras, e se presentes, podem interferir com

sua expressao ou fungdo supressora, sendo, portanto, um importante passo na evolucdo das

doencas malignas [187]. Todas as delecdes caracteristicas ao cromossomo 9p21 atingem o locus
INK4A ARF 3 ¢~

da pl6 /p14™"". Ambas as proteinas atuam como supressoras na transi¢ao G1-S, mesmo em

INK4A
6

rotas diferentes: a pl atua como um inibidor do complexo da ciclina D1/CDK4/6, enquanto

p142%F estabiliza a p53, pela inibicio de MDM2 [190].
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Portanto, o l6cus das proteinas p15™<*8/p16™K44

no cromossomo 9p21 € um ponto forte
no desenvolvimento de tumores humanos e, aproximadamente, 50,0% das doencas malignas

apresentam anormalidades em, pelo menos, um destes genes supressores tumorais.

3. HPV, CICLO CELULAR E A PROTEINA P16 "N

O genotipo do cancer parece resultar de alteragdes no mecanismo de defesa
celular, o que confere a célula auto-suficiéncia para o crescimento, insensibilidade aos sinais
inibitorios, evasdo dos programas de morte programada, manutencdo da formagdo celular,
invasao tecidual e metastases [191].

A identificacdo de quatro fases distintas do ciclo celular (fase S, fase M, G1 e G2), e, dos
locais onde ocorrem os denominados “pontos de checagem”, contribuiram enormemente para as
pesquisas sobre os eventos que controlam o ciclo celular [188].

Quando ativadas, através da agdo do ATP, as CDKs fosforilam proteinas-chave na célula.
Diferentes complexos de ciclina-cdks desencadeiam estagios do ciclo: MFP — fator promotor de
mitose, complexo ciclina-cdk mitético e o complexo ciclina—cdk de fase S, que promovem a
progressao para a fase S, no ciclo celular [167].

A concentragdo de cada tipo de ciclina aumenta e logo diminui rapidamente em um
determinado momento do ciclo, devido a degradacdo, pela agdo da ubiquitina. A elevagdo da
quantidade de ciclina auxilia na ativagdo da CDK correspondente, e a queda, faz com que a

mesma se torne inativa [167].

As CDKs sdo ativadas por fosfatases, entre elas a Cdc25 responsaveis pela desfosforilagao e

por quinases, a CAK (CDK activating kinase= cyclina H/CDK?7, pélo K, indireto) responsaveis
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pela fosforilagdo. As CDKs sao inibidas por proteinas inibitérias, as CKI (inibidoras de CDK,

entre elas, pl6, p21, p27, que agem sobre o complexo CDK/ciclina.

As células sdo induzidas a entrar no ciclo pela adicdo de fatores de crescimento,
respondem pela imediata produgdo de ciclina D, a qual complexa-se com CDK4 ou CDK®6, para
progressao a fase G1 [192].

O complexo ciclina E/CDK2, atua em conjunto com a ciclina D/CDK4/6, controlam a
passagem pelo ponto de restri¢do e assim, inicia-se a fase S e sintese de DNA. Os dois complexos
da fase G1 favorecem a expressao da ciclina A que, acoplada a CDK2, permite o inicio da fase S
e a entrada em G2.

A ciclina A também associa-se 8 CDK1 para promover a progressao na fase G2; enquanto
o complexo ciclina B/CDK1 (MFP), leva a célula a mitose, com destrui¢do da ciclina B,
sinalizando a transi¢do da metafase a anafase e, eventualmente, o inicio de um novo ciclo [167,
188].

Os dois pontos de checagem ou de restricao na célula garantem que o proximo estagio do
ciclo ndo comece sem que o anterior termine. O 1° ponto ocorre em G1, no qual se da a sintese de
RNAs e proteinas e ap0s, a célula entra na fase S do ciclo celular, na qual o DNA ¢ sintetizado. O
2° ponto de restri¢ao ¢ no final da fase G2, antes de entrar em mitose, fase na qual a célula sera
dividida em duas células—filhas [193].

Células podem atrasar o ciclo celular nos pontos de controle, para reparar o DNA
danificado. Caso ndo ocorra o reparo, os sinais nos pontos de controle do ciclo celular ativam a
apoptose. A perda da integridade nestes pontos de controle leva a propagagdo de DNA,

resultando em alteragdes permanentes do genoma.
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Os pontos de controle que regulam a progressao do ciclo celular s3o rompidos com
freqliéncia nas células tumorais [193] e sdo:

a) as proteinas inibidoras de CDKs , as quais podem bloquear a unido ou a atividade de
um ou mais componentes do complexo CDK-ciclina,

b) suspensao da produgdo de componentes do sistema—controle do ciclo.

As quinases dependentes de ciclina sdo negativamente controladas por um grupo de
proteinas relacionadas chamadas inibidores de CDK (CDKIs), com duas familias: INK4 e
CIP/KIP.

A inibicdo na fase Gl do complexo cdk-ciclina representa papel chave no ponto de
controle do ciclo celular. As cdks—ciclinas, complexam o pRB, causando a liberagao do fator de
transcricdo E2F, o qual ativa genes, cujo o produto ¢ importante para a fase S do ciclo [167, 170,
171]. O gene do Retinoblastoma (RB) ¢ o alvo em muitas rotas de inibi¢do do crescimento e ¢ a
forma pela qual os sinais inibitérios ocorrem, mantendo a célula na fase G1. Muitos destes sinais
incluindo o fator inibitdrio do crescimento (TGFf) atuam através de inibidores de CDKs-ciclina e
sdo chamados CKIs, os quais sdo encontrados ligados ao dimero CDK-ciclina em complexos
inativos que evitam a fosforilagdo de Rb, impedindo a entrada na fase S do ciclo. Trés CKls estao
bem caracterizadas: p15/p16 (INK4), p21 (cipl/WAF1) e p27 (KIPI).

A proteina p16™K#

¢ expressa no locus 9p21 do gene CDKN2A (cromossoma 9). Esta
proteina interage e inibe a quinase dependente de ciclina (CDK4 e CDKO6), na transi¢do de
GO/G1. p16™** ndo pode inibir a proliferagio de células na auséncia de RB, pois sua fungio é

prever a a¢do da quinase cdk-ciclina utilizando RB como substrato. A ligacao especifica de pl6 a

CDK4 ou CDKG®6, inibe a fosforilacdo de Rb através do complexo CDK-ciclinaD- Rb, resultando
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na retencao de Rb a E2F. Falhas na liberacao de E2F ao final do ponto G1, bloqueia a entrada da

célula para a fase S [167, 171, 194].

Conforme apresentado na figura 12, no caso do HPV, as oncoproteinas E6 e E7, exercem
funcdo importante na génese das alteragdes neoplésicas. O oncogene E6 promove a degradacao
prematura da p53. Sendo esta, um fator de transcri¢do génica, todos os genes por ela ativados
deixam de ser codificados, como a proteina p21, inibidora de outro complexo CDK.

A oncoproteina E7 se liga a proteina supressora tumoral pRB, e favorece a liberagdo do
fator de transcricdo E2F. Como conseqiiéncia, a transcri¢do do gene regulador de pRB ¢ ativada e
promove a passagem de Gl a fase S do ciclo celular [195, 196]. Além disso, E6 previne a
apoptose, a qual ¢ induzida pelos elevados niveis de E2F e E7 reforga a agdo pela inibi¢ao da

p16™ 44 1196].
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Figura 12: Alteracdes nos genes celulares nas infec¢oes HPV induzidas

Fonte: www.proteinlounge.com

Em estudo desenvolvido por Kang e cols. (2005), foi identificada uma associagao positiva
entre algumas alteragdes genéticas como a hipermetilagdo da ilha CPG de 15 genes, entre eles a
pl6™* ¢ o polimorfismo do folato e de enzimas que metabolizam a metionina, como

contribuintes para o desenvolvimento de cancer do colo uterino [197].

6 INK4a

Portanto, a expressao de pl modula o controle de feed- back negativo através da

pRB, sendo que a perda ou inativagdo de pRB, através da oncoproteina E7 do HPV, resulta em

. ~ . o INK4
aumento nos niveis de expressdo de pl6 nas células. Isto sugere que os niveis de pl6

b
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podem representar um especifico e sensitivo marcador das células com expressdo ativa nas
infecg¢des pelo HPV [198].

Em tecido normal, a hipofosforilagdo de pRb regula negativamente o ciclo, através de
associagao direta, a atividade de varios fatores de transcri¢ao, incluindo membros da familia E2F;
desta forma, a atividade de CDK4 e CDK6 ¢ controlada por varios inibidores da kinase

dependente de ciclina, incluindo p16™** [199, 200].

3.1. ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE O PAPEL DA p16 " E SUA

IMPORTANCIA NO COLO UTERINO

Estudos enfatizando a importancia de identificar a p16™<*

como fator prognostico para
alguns tipos de neoplasias, intensificaram-se nos Gltimos anos [201-204] .

Entretanto, ja em 1994, Nabori e cols.[205], em publicagdio na revista Nature,
descreveram a inibi¢ao do gene p16 em tumores de pulmao, gliomas, melanoma e leucemia, bem
como, as alteracdes citogenéticas no cromossomo 9p21.

A partir dai, outras pesquisas esclareceram o papel do gene do retinoblastoma e a
associa¢do do fator de transcrigdo E2F na indugao da atividade inibitéria da CDK [206, 207].

Em 1998, Sano e cols. [208] verificaram a detec¢do do gene P16 através da expressdao do
mRNA (RNA mensageiro) empregando a técnica da transcriptase reversa (RT-PCR) e, pela
coloragdo através da técnica de imuno-histoquimica em cortes teciduais. Detectaram claramente,
uma diferenga no padrao de expressdo da proteina nas lesdes de baixo e de alto risco.

Da mesma forma, Munirajan e cols. (1998) [209], em estudo epidemioldgico realizado na

India, verificaram a presenca do DNA-HPV, a expressio de p53 ¢ da p16™~** em carcinomas de
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colo uterino em mulheres indianas. Detectaram um predominio de HPV 16 (53,0%), a infecgao
viral e a mutacao do gene p53 ndo foram eventos exclusivos na génese das lesdes, bem como, a

expressdo da pl16™

, parece ndo desempenhar papel importante nestas mulheres.

As alteragdes genéticas no gene P16 foram intensamente buscadas a partir de 1999, em
estudos realizados [210-213]. A inativacdo do gene P16 pode ocorrer, tanto por delegdo,
homozigose, mutagdo, hipermetilagdo ou perda de expressdo da proteina e, estas modificagdes
genéticas, sdo um fator presente nos tumores de cérvice uterina [194].

Wong e cols. (1999) [210] demonstraram que, a metilagio do gene pl6™"** e, sua
subseqiiente perda de fungdo, representa papel importante na origem de 196 tumores
ginecologicos primarios.

INK4B
eexons 1,2 e 3

Para detectar delecdes e pontos de mutagdes no exon 2 do gene pl6

INK4A . . .. . .
do gene pl6 , Kim ¢ cols.(1998) [214] examinaram 57 tumores cervicais, tecidos normais e
trés linhagens celulares através da reagdo da polimerase em cadeia e seqlienciamento. Nao foram
observados dele¢des ou pontos de mutacao, indicando ndo serem estes, eventos necessarios para

o desenvolvimento de neoplasia em pacientes HPV positivas.

Entretanto Nakashima e cols. (1999) [194] examinando tumores cervicais € endometriais

INK4B INK4A

através da transcriptase reversa (mRNA), detectaram a inativagao dos genes p15 epl6 ,
tanto por delecdo ou mutacao, com perda da expressao em alguns tumores.

A perda de heterozigozidade (LOH) de Rb foi detectada em 29,0% das amostras de
carcinoma de células escamosas de pacientes HPV positivas, bem como, alteragcdes genéticas.

Neste estudo, das 34 amostras analisadas, 24 (80,0%) das pacientes eram portadoras de HPV 16 e

em 2 casos havia co-infec¢do com HPV-18 [211]..
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Apesar de estudos [194, 198, 208] apontarem uma elevada expressio da proteina pl6™<*
(coloragao forte) em lesdo intra-epitelial escamosa causada pelo HPV-16, no estudo conduzido
por Keating e cols. (2001) [46], essa associagdo ndo foi absoluta. Os autores acreditam que nem
todos os tipos de HPV possuem o mesmo potencial de interromper o ciclo celular ou modificar a
expressdo do gene pl16™ .

Ainda em 2001, outras analises epidemioldgicas e genéticas realizadas [198, 212, 215],
identificaram a expressio do gene pl6™** em células displisicas e em eventos de
hipermetilagdo. Comparando a hipermetilacio em genes de adenocarcinomas e carcinomas
epidermoides, a alteragao nos genes pl6 e DAPK (death-associated protein kinase), sdo mais
freqiientes em carcinoma de células escamosas do que nos casos de adenocarcinoma (p16, 39,0%
versus 18,0%; DAPK, 61,0% versus 36,0%, p<0,05); ja, para estes, a hipermetilagdo foi mais
comum nos genes APC e HC-1 (APC, 60,0% versus 13,0% (p<0,001), HC-1, 63,0% versus
32,0% (p<0,03). Nenhum dos tecidos cervicais normais apresentaram metilagdo em algum gene
[215].

Em 2002, uma revisdo importante foi publicada por Ortega e cols.[199], abordando o
papel da quinase dependente de ciclina D, especialmente o papel da CDK4 na fase G1 do ciclo,
sua regulagdo pelos inibidores INK4 e desenvolvimento de tumores. A atividade da CDK6
também foi comentada, bem como, a rota INK4/CDK4 como alvo para terapéutica.

Outros autores interessados na concordancia entre observadores no diagnostico das lesdes
cervicais desenvolveram um estudo comparando o indice kappa entre patologistas na avaliagdo
de laminas coradas através da técnica de hematoxilina-eosina (kapa 0.60), bem como, pela

INK4A

imuno-histoquimica para pl6 (kapa 0.91). Foi constatada uma redugdo na discordancia de
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interpretagdo interobservadores pelo uso na rotina da p16™"** na detec¢do das lesdes de alto grau,
bem como, nos casos de NIC I associados com a infec¢ao por tipos virais de alto risco [216].
Também em 2002, alguns trabalhos pioneiros foram desenvolvidos detectando este
marcador em ladminas de esfregagos vaginais, sendo que, Bibbo, M e cols. [217] propdem como
procedimento de deteccdo do antigeno, o material colhido no meio liquido, com boa

INK4A
6

concordancia na expressao da pl em citologia, com relagdo a histologia.

6™ ** através da imuno-histoquimica pode ser analisada no niicleo e no

A expressdo da pl
citoplasma das células e produz padrdoes de coloragdo definidos; de forma focal ou difusa,

conforme exemplificam as figuras 13 e 14.

L

INK4A
6

Figura 13: Expressao forte e focal da pl em limina de citologia (nuclear e

citoplasmatica)
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6INK4a

Figura 14: Expressao forte e difusa da p1 (100x) em corte histologico de colo

uterino com HSIL.

Agoff e cols. (2003) [140], verificaram a expressdo da p16™<** ¢ de Ki67, em estudo
de bidpsias cervicais. A expressdo da p16™*, bem como, a expressio de Ki67, correlacionaram-
se significativamente (p<0.001) com a presenga de HPV de alto risco € com o grau da neoplasia
cervical.

Masumoto e cols. (2003) [202] estudaram a relagdo da expressdo da pl6™<* com dez
casos de carcinoma de células pequenas, um tumor mais raro e mais agressivo do que o tumor de

células escamosas. Dos casos estudados, todos eram positivos para o virus, nove eram do tipo
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HPV-18. Destes, cinco apresentavam a forma integrada do virus, o que corroborou ainda mais,
com a elevada expressao da proteina.
Empregando esta mesma técnica, Yoschida e cols.(2004) [218], verificaram que a

deteccdo da proteina ple™

, por imuno-histoquimica ¢ mais sensivel e especifica no
diagndstico de lesdes cervicais ativas, do que a deteccao do tipo de HPV envolvido, empregando
: . o . . ~ INK4A 1
a citologia de base liquida. Concluiram também, que a expressdo de pl6 deve ser utilizada
como marcador no rastreamento inicial para citologia cervical.
Também neste ano, Kanao e cols. (2004) [13], estudaram a correlacdo entre dois genes
. . I ARF INKA
supressores tumorais codificados pelo locus CDKN2A, cromossomo 9p21, p14™" /pl6 em
cancer cervical de pacientes HPV positivas, os quais atuam sobre a p53 e RB, respectivamente.
Encontraram uma correlacdo estatisticamente significativa (p<0.03), concluindo que ambos os
genes apresentam-se superexpressos em cancer cervical de pacientes HPV positivas como
conseqiiéncia da acdo das oncoproteinas E6 e E7 que inibem a agdo dos genes supressores.

Entretanto reforcam a necessidade de esclarecer quatro casos de cancer cervical que apresentaram

diferentes padroes de expressao nestes marcadores, sendo dois casos com reduzida expressao dos

ARF INK4A

dois genes, um caso com aumento de expressdao de pl4™" e outro com aumento de p16

Nieh e cols.(2005) [219] realizaram estudo com objetivo de comparar o teste DNA-HPV

INK4A
6

com a expressao da pl em laminas contendo células atipicas de significado indeterminado

(ASC-US) e no seguimento das pacientes que necessitaram bidpsia. Encontraram uma forte

6™ nos casos de HSIL, como também, naquelas laminas contendo ASC-US

expressao da pl
com lesdes que necessitaram ser biopsiadas. Concluiram que a expressio da pl16™* nio so,

pode indicar atividade patogénica de HPV de alto risco para esclarecer laminas categorizadas

como ASC-US, como também, a visualizagdo direta do padrdao e da intensidade de expressao,
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parece ser até mais eficaz do que a deteccdo do tipo viral associado, na identificagdo de
modificagOes celulares reativas.
Estudos recentes [220-222] tém confirmado a importancia de utilizar a imuno-

histoquimica para a deteccdo da pl16™<*

como teste complementar, com intuito de aumentar a
sensibilidade do rastreamento citoloégico, bem como a especificidade do teste DNA-HPV para
estabelecer e confirmar o valor prognéstico deste marcador em tumores ginecoldgicos, sejam
eles, cervicais, glandulares, ovarianos ou outro.

Em estudo realizado em 2006, Benévolo e cols. [223], investigaram paralelamente a
expressio de p16™** ¢ 0 DNA-HPV em 100 bidspias (17 normais, 54 casos de NIC 1, 10 casos
de NIC 2, 11 casos de NIC 3 e 8 casos de carcinoma invasor. Os resultados demonstraram que
nenhum dos tecidos normais avaliados por imuno-histoquimica, expressaram a proteina,
enquanto que, os casos de NIC 1, NIC 2, NIC 3 e carcinoma invasor, expressaram, 31,0%,
90,0% e 100,0% para NIC 3 e carcinoma invasor, respectivamente, em constante crescimento
(p<0,001).

Foram evidenciadas também neste estudo, uma elevada sensibilidade (84,0%) e
especificidade (98,0%), em detectar casos de HPV de alto grau, com elevado valor preditivo
positivo (VPP) de 97,0% e valor preditivo negativo (VPN) de 86,0%. Outro dado interessante, ¢

que 93,0% das pacientes com NIC1 e p16™**

positivas, eram portadoras de infec¢do por HPV de
alto grau.

O padrao de expressao em células escamosas e glandulares displasicas, em laminas de
secrecao vaginal e em tecidos, t€ém sido investigados extensivamente. Tecido epitelial normal,

, . . , . . . - . - INK4A
metaplasico, inflamatorio, reativo e endocervical ndo exibem expressio de pl6™<** nem no
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epitélio normal adjacente a lesdo. Em tecido displasico, a pl16™*** identifica a alteragio com
sensibilidade de 99,9% e especificidade de 100,0% [224].

INK4 .
NK4a como um marcador de severidade, trabalho recente

Relacionando a expressdo de pl16
de Albrecht e cols. (2007) verificaram uma forte e difusa expressdo deste marcador em paciente
de 70 anos portadora de HPV83 (HPV de grau intermediario) com citologia de NIC III. Analise
molecular do peptidio E6 verificou mutacdes caracteristicas de inibi¢do da atividade da p53, um
gene supressor tumoral.

A expressio de pl16™<* também tem sido estudada em outros tipos de neoplasias. Em
tumores de mama, a presenca aberrante no citoplasma foi observada em estudo prospectivo de
368 tumores invasivos, em 52 tumores ndo-invasivos, assim como, em 88 tumores recorrentes
localizados e em trés linhagens celulares. Esta intensa expressao ¢ caracteristica do pequeno grau
de diferenciagdo, perda dos receptores de estrogénio e progesterona e uma intensa manifestagao
da proteina p53. Neste estudo [225] também foi observada uma elevada atividade proliferativa,
através da expressao do anticorpo nuclear Ki67.

INK4
NK42 om tumores de

Milde-Langosch e cols. (2001) [226] verificaram a expressao da pl6
mama, empregando o método Western—blot seguido de densitometria e, através da técnica de
imuno-histoquimica. Observaram maior positividade de expressao utilizando o segundo método
como diagndstico e esta, foi indicativa de um fenotipo maligno mais intenso.

Jung e cols. (2005) [227], identificaram em 13 bidpsias de carcinoma de células
escamosas de conjuntiva, a expressdao de alguns marcadores do ciclo celular, tais como: KI67,

pl6, p5S3 e p63. Constataram que a expressao da p53 e p63 foi consideravelmente maior (p<0.01).

No Brasil, estudos que investigam a p16™<* sdo recentes [5, 70, 228].
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Em pesquisa realizada na cidade de Ribeirdo Preto em 2005, por Guimaraes e cols. [228]

foi avaliada a expressdo de bcl-2 e pl™<*

em 65 bidpsias cervicais HPV positivas como
marcadores prognosticos de evolucdo das lesdes intraepiteliais escamosas (SIL). Estratificaram
em dois grupos, de acordo com a 2? biopsia: 27 se mantiveram com diagnostico de lesdo de baixo
grau (LSIL) e 38 progrediram para lesdo de alto grau.(HSIL). No grupo com LSIL na 2? bidpsia,
ndo foi encontrada associagdo entre a pl6™~ e bcl-2 e a presenga de HPV 16 ou HPV 18. No
grupo em que a lesdo evoluiu, observou-se associagdo significativa entre a expressio da pl16™
e a presenca de HPV 16 ou HPV 18 (p<0,02), mas ndo com a expressao de bcl-2. Concluiram que
a imuno-histoquimica para bcl-2 ndo € util para prever a progressao de pacientes HPV positivas

INK4a

com lesdo intraepitelial. Ao contrario, a pl6 parece estar associada aos tipos virais mais

agressores, sendo um bom marcador para prever a progressao.

INK4 .
6 " associada ao

Também em 2005, Longatto e cols. [70] estudaram a expressdo de pl
antigeno de proliferacao nuclear Ki67, em pacientes com diagnostico citologico negativo, ou com
diagnodstico de ASC-US, negativas para o HPV. Os autores sugerem que pacientes positivas para
DNA-HPV de alto risco, com diagnostico de ASC-US e positivas para pl6™* ¢ Ki67, devam
ser cuidadosamente acompanhadas. Estes dois marcadores, juntos, parecem ser uteis no manejo
diagnostico das pacientes.

Outro estudo conduzido no Brasil por Lambert e cols.(2006) [5], em 54 mulheres com
resultados histologicos de LSIL, 06 casos, HSIL, 21 casos e carcinoma, 27 casos (sendo destes,
23 de carcinoma escamoso ¢ 4 de adenocarcinoma), foi observada uma maior freqiiéncia de HPV
16, sendo que destas, 59,1% tinham diagnostico de cancer. A expressdo da p16™~* foi observada

em 4/6 LSIL (66,0%), 18/21 (85,7%) de HSIL e em 27/27 (100,0%) casos de cancer, sugerindo

uma boa correlagdo entre o grau da lesdo e a expressao do marcador. Observaram também, uma
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expressio elevada de p16™<** em 5% das lesdes HPV negativas, e ponderam que, a expressdo da
proteina nestes casos, foi resultado da inativagdo de Rb, HPV-independente. Entretanto, sugerem
que novos estudos devem ser realizados para confirmar os resultados..

Andlise realizada em 2006, Queiroz e cols. [229] relacionaram a expressao da p16INK4a e

m
tecido cervical normal, lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas com a infec¢do pelo virus do HPV e
com a presenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Detectaram a presengca do DNA-
HPV em pacientes HIV positivas independente do grau histologico, mas crescendo com a
severidade da doenca, nas pacientes HIV-negativas. Nao foi observada nenhuma diferenca na

INK4a

expressao da pl6 em relacdo a infec¢do simultanea de tipos virais na amostra. Os autores

. ~ . ~ INK4
reforgam a importancia da expressdo da pl6=

nos casos de NIC1, ja que estes, t€ém regressao
espontanea e, em 70,0% dos casos ndo necessitam tratamento. Estas lesoes tém, muitas vezes

discrepancias diagnoésticas intra e inter observadores, podendo ser util, a investigagdo de um

marcador mais sensivel e especifico, nestes casos.
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4. RELEVANCIA:

O cancer cervical ocorre, mais freqiientemente, em paises em desenvolvimento como o
Brasil, por motivos que incluem a caréncia na organizacdo de rastreamento, falta de
conscientizagdo das mulheres, habitos e educacdo inadequados, desnutri¢ao e o dificil acesso a
atencdo médico-social.

A presenca do Papilomavirus humano (HPV) de alto risco tem sido relacionada como
fator importante e decisivo nas lesdes cervicais precursoras ¢ no desenvolvimento de cancer
cervical [169]. Isto se deve, como ja demonstrado, a presencga dos oncogenes E6 e E7 codificadas
no genoma viral, que interferem no mecanismo de multiplicagdo celular, caracterizando
instabilidade genética [179].. Além disto, a persisténcia viral causada por alguns tipos mais
agressivos, aliada a resultados falso-negativos, reforcam a permanéncia ¢ o agravamento da
infecgao.

Assim, a infecgdo viral € essencial, mas ndo € suficiente para causar o cancer cervical. Em
vista deste fato, ¢ de extrema importancia a avaliacao de fatores epidemiologicos que definam o
perfil das mulheres portadoras da infec¢do; como, comportamento sexual, paridade, uso de
medicamentos, fumo, infecgdes prévias e outros.

A citologia ¢ um método diagnostico simples, de baixo custo, com boa especificidade e
razoavel sensibilidade. Entretanto, a possibilidade de resultados falso-negativos pode ter causas
importantes, como o local inapropriado para coleta, a ma fixacdo do material, a falta de
orientagdo prévia para uma coleta eficiente e o treinamento técnico deficiente.

INK4:
* ou de

Portanto, o estudo de marcadores promissores do ciclo celular, como a p16
indicadores de proliferagdio como o antigeno nuclear Ki67, através datécnica de imuno-

histoquimica, podem proporcionar uma opg¢do eficiente para confirmar resultados até entdo,
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indefinidos. Além disto, a pesquisa e deteccdo de dados epidemioldgicos, que representem
habitos de nossa populagdo, que possam facilitar e acelerar a evolugdo de lesdes precursoras €

sem duvida, uma contribui¢do importante em nosso meio.
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5. OBJETIVOS:

GERAL:

Verificar a expressao de marcadores imuno-histoquimicos em cérvice uterina em uma
amostra de mulheres assintomaticas, submetidas a biopsia de colo uterino em Porto

Alegre, RS.

ESPECIFICOS:

INK4 ~ . .
* em lesdes cervicais de mulheres

Verificar a presenca da proteina pl6
assintomativcas submetidas a biopsia de colo de ttero;

Verificar a associagdo da proteina pl16™~* com caracteristicas clinicas de infecgdo
pelo HPV, com tipo especifico de HPV e com caracteristicas epidemioldgicas da
populacdo estudada (idade, comportamento sexual, varidveis reprodutivas,
escolaridade, dieta e outros);

Verificar a expressdo do marcador de proliferacdao celular Ki67 e de receptores

hormonais (estrégeno e progesterona) nestas pacientes.
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6. CONSIDERACOES ACERCA DOS RESULTADOS APRESENTADOS NESTA

TESE DE DOUTORADO

Os dados aqui apresentados originaram-se de um estudo de coorte envolvendo mulheres
que buscam atendimento em um Posto de Saude da zona Norte de Porto Alegre-Posto Jardim
Leopoldina, pertencente ao Grupo Hospitalar Conceicao, Porto Alegre-RS, conforme fluxograma
apresentado (Anexo I). Este estudo teve inicio no final de fevereiro de 2003 e atualmente
encontra-se em fase de analise dos dados.

Estas informagdes foram obtidas apds aprovacao do Projeto de Pesquisa “Infec¢io pelo
Papilomavirus Humano — HPV e alteracoes no gene P16 em cincer de cérvice uterina.
Relacdo com Aspectos Clinicos e Epidemiologicos” o qual estava vinculado a um projeto-
chave denominado: “A distribuicdo de Papilomavirus Humano oncogénicos e sua associacao
com lesdes do colo cervical”, coordenados pela Dra Mary Clarisse Bozzetti. Ambos os projetos
foram aprovados pelos comités de ética do hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA (anexo
IT) e do Hospital Conceigao (anexo III).

Desde o inicio do estudo em fevereiro de 2003 até dezembro de 2006, foram arroladas
nesta pesquisa, 1500 mulheres que realizaram o exame preventivo do cancer do colo uterino, ndo
haviam sido histerectomizadas e que relataram serem sexualmente ativas, sendo estes, 0s critérios
de inclusdo do estudo.

Todas as mulheres que eram convidadas a participar e aceitavam, assinavam um termo de
consentimento informado (anexo V), aprovado pelos comités de ética de ambos os hospitais, no
qual eram esclarecidos os objetivos do estudo, sua importancia, os beneficios e prejuizos que por

ventura as mesmas pudessem sofrer.
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Apds o aceite da paciente, era aplicado um questionario através do qual forameram
colhidos dados epidemiologicos, realizagdo prévia de exame citologico, presenca de outras
patologias, etc. (Anexo V).

A paciente era convidada a prestar exame ginecoldgico com coleta de secrecdo vaginal
para exame citologico e pesquisa de DNA-HPV. Apresentando alteracdes citologicas e/ou
positividade para DNA-HPV, este era testado para ostipos oncogénicos HPV-16, -18 ¢ -31 ¢ a
paciente era encaminhada a realizacdo de exame colposcopico. Na presenga de alteragdes
colposcopicas, a paciente era biopsiada e o fragmento de biopsia examinado histo-
morfoldgicamente e testado, por imuno-histoquimica, para os marcadores pl6™ * Ki67,
receptores de estrogénio e de progesterona, os quais fazem parte dos resultados aqui

apresentados.
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Artigo 1: EXPRESSAO DE p16™** Ki67, E RECEPTORES HORMONAIS:
RELACAO COM PAPILOMAVIRUS HUMANO E CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS.

Mylius, L.C.Ml’z., Edelweiss, M.I.A.1’4, Meurer, L4., Igansi, C.N.3; Medeiros, L’ & Bozetti,
MC!3

1. Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Médicas, 2.Faculdade de Farmacia, 3. Programa de
Pos-Graduagao em Epidemiologia, 4. Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

Fonte Financiadora: Fipe, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS- Brazil

GYNECOL ONCOL

Resumo:

A expressdao de marcadores do ciclo celular pode auxiliar na identificacdio e na

caracterizacao de lesdes cervicais. O objetivo deste estudo foi verificar a freqiiéncia de infecgdo

INK4A

pelo Papilomavirus Humano (HPV) e a expressdo de p16 , antigeno nuclear Ki67, receptores

de estrogénio (RE) e progesterona (RP), em 89 bidpsias de colo uterino. A presenca de DNA-
HPV foi identificada em 83,0% das bidpsias, sendo que 46,0% destas eram portadoras de

HPVAR (alto risco) 16, 18 e/ou 31. Quanto ao anatomopatoldgico (AP), 7,0% eram lesdes de alto

grau, 59,0% de baixo grau e em 34,0% nao foram observadas alteragdes. A expressdo de p16INK43

foi observada em 85,3% das mulheres positivas para HPV-DNA-AR e esta associacdo foi

significativa (p=0,02), sendo que 100,0% eram positivas para HPV-16 (p=0,01). A associacao

INK4a

entre a expressao de pl6 e HPV-DNA foi significativa entre fumantes (p=0,03), com historia
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prévia de DST (p=0,01) e com sexarca entre 17-19 anos (p=0,04; OR: 8,500 1C95% 0,971-
74,424), trés ou mais parceiros sexuais ao longo da vida (p=0,02). O Ki67 foi expresso em
100,0%, 31,0% e 32,0% das lesdes de alto grau e baixo grau e das biopsias sem alteragdes
(»<0,003). Nao foi observada associagdo significativa entre a expressao do RE e os desfechos
estudados. O RP foi expresso em 42,0% e, 26,5% eram positivas para HPV-AR.(p=0,023). A
expressdo do RP foi maior em ndo-fumantes (p=0,02), nas que utilizavam anticoncepcional oral
(p=0,03) e que tinham menor escolaridade (p=0,04). A associag¢do dos aspectos epidemioldgicos
com a expressio de pl6™<* e de Ki67 parece ser de grande relevancia no diagndstico e

acompanhamento de lesdes potencialmente ativas.
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I INTRODUCAO

O cancer cervical ¢ um importante problema de saude publica que acomete mulheres no
mundo inteiro (cerca de 471.000 casos novos), sendo no Brasil, a terceira causa de morte por
neoplasias, precedido pelos tumores de pele e de mama [1, 2].

Embora apresente elevada taxa de cura, ja que seu periodo de laténcia € longo e, se
detectado precocemente, o tratamento ¢ efetivo; a prevaléncia elevada sugere que um grande
numero de mulheres parece ignorar o problema ou nao tem acesso aos programas de rastreamento
[1].

Os programas de rastreamento, baseados na avaliagdo das amostras citologicas tém
reduzido a incidéncia e as taxas de mortalidade. No entanto, uma Unica avaliagdo citologica €
pouco sensivel, principalmente em virtude da coleta que, muitas vezes, abrange areas nao
representativas ou tem uma interpretacao equivocada. Além disso, algumas alteragdes precoces,
podem ndo ser facilmente detectdveis, apresentando limitacdes com relacdo a sensibilidade e
especificidade[3]. As taxas de falso-negativos variam de 15 a 50,0% e de resultados falso-
positivos chegam a 30,0% [4, 5].

Este fato refor¢a a necessidade de estabelecer novos marcadores para detectar alteragdes
em células epiteliais que possam auxiliar no diagndstico, no progndstico € na monitoracao de
tratamentos.

O Papilomavirus humano (HPV) esta fortemente associado ao cancer cervical. Dos mais
de 100 tipos identificados, classificados em alto e baixo risco, aproximadamente 40 podem ser
causa de neoplasias do trato urogenital [6, 7].

Sabe-se que, o genoma viral permanece extra-cromossomal em infecgdes benignas e,

quando integrado ao DNA do hospedeiro, provoca uma quebra na regido E2 do virus e uma
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superexpressao das oncoproteinas E6 e E7, causando infec¢do persistente e progressao
neoplésica. Estas oncoproteinas interagem com proteinas que regulam o ciclo celular e causam a
inativacao de genes supressores tumorais [8-11].

A oncoproteina E6 induz uma degradagdo prematura da proteina supressora tumoral p53
através da rota da ubiquitina. A oncoproteina E7 se liga a proteina supressora tumoral pRb, a
qual normalmente inibe a progressdao do ciclo celular até a fase S, complexando-se ao fator de
transcri¢do E2F [10]. A oncoproteina E7 do HPV interage e neutraliza a fun¢do de proteinas
semelhantes a Rb, p107 e p130. Esta interacdo, analoga a da quinase dependente de ciclina,
possibilita a fosforilagdo, induz a degradagdo de pRB, resultando na liberagdo do fator de
transcricdo E2F. Desta forma, estimula a célula infectada a entrar na fase S do ciclo celular,

provocando aumento na concentragdo do inibidor da quinase dependente de ciclina, p16™<** [12

13]. A indug@o desta proteina se da durante a imortalizagdo nas lesdes pré-neoplasicas, um evento
precoce que resulta na génese tumoral [12].

Estudos tem demonstrado uma super-expressio da pl6™"* em lesdes HPV positivas e
ressaltam a importancia deste marcador na deteccao de lesdes pré-neoplasico e neoplasico da

L, . . .. INK4
cérvice uterina, entretanto a negatividade para p16 Nida

nao ¢ suficiente para excluir pacientes do
grupo de risco [14-18].

Células em proliferagdo expressam em seu nicleo uma proteina nao-histona, com meia-
vida curta, denominada Ki-67 ou MIB-1 e, o anticorpo monoclonal Ki-67 detecta o antigeno
nuclear que é expresso em todas as fases do ciclo celular (G1,S,G2,M), exceto na fase GO [19-
23].

A expressao imuno-histoquimica do Ki67 tem mostrado a relagdo entre a intensidade de

expressao do mesmo, o grau histologico e o comportamento do tumor, sugerindo que a sua
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intensidade ¢ um marcador util no prognodstico de lesdes em doengas de tecidos moles, em
doencgas linfoproliferativas e, em alguns carcinomas menos diferenciados e com alto indice
mitotico [20]. Tem valor no diagndstico como marcador de proliferagdo, principalmente em
patologias ginecoldgicas, sendo que lesdes cervicais escamosas aumentam o indice de
proliferacdo desde camada basal do epitélio normal até em casos de Neoplasia epitelial cervical
grau 3 (NIC 3)[20].

O desequilibrio entre a proliferacdo causada pelo virus e apoptose, parece nio ser
suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical invasivo. A exposi¢do a varios co-fatores
incluindo hormonios esterdides e progesterona pode contribuir para o desenvolvimento desta
doenga [24-26].

A presenca de receptores de estrogénio e progesterona na cérvice e nas lesdes causadas
pelo HPV sugere que o epitélio cervical deva responder aos hormonios exogenos € que estes
contribuem para o desenvolvimento das lesoes, podendo levar ao carcinoma cervical [27].

O efeito do estrogénio tem sido associado a rota especifica do metabolismo hormonal
oxidativo. Portanto, a infeccdo pelo HPV pode facilitar a formagao de metabolitos de estrogénio
potencialmente carcinogénicos [28].

A reposic¢ao hormonal ou o emprego de anticoncepcionais orais tem sido usado por muitas
mulheres nos dias atuais e, poucos estudos t€ém se preocupado em esclarecer a associagao destes
fatores com a infeccao genital pelo HPV e suas conseqiiéncias.

Este estudo verificou a expressdo imuno-histoquimica de p16™~**, antigeno nuclear Ki67,
receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP), em bidpsias de colo uterino de pacientes com

lesdo cervical, portadoras ou nao de DNA-HPV e ou DNA-HPV-AR..
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Material e Métodos:

Entre fevereiro de 2003 e janeiro de 2006 foi conduzido um estudo transversal para
verificar a prevaléncia de infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV) envolvendo mulheres
assintomaticas que buscavam atendimento em Unidade de Atengdo Primaria em Porto Alegre-
RS, Brasil.

Fizeram parte desta analise, as participantes que realizaram bidpsia do colo uterino,
perfazendo um total de 89 mulheres. Todas as participantes assinaram termo de consentimento
informado e responderam a um questionario epidemiologico padronizado sobre as caracteristicas
demograficas, habitos pregressos, historia reprodutiva e comportamento sexual.

Imuno-Histoquimica:

Cortes de bidpsias (4um de espessura) embebidas em parafina e fixadas em formalina
(representativas da lesdo) foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica empregado na
rotina do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS- Brasil,
descrito por Mills em 1992 e Santos e colaboradores em 1999 [29, 30], o qual consiste nas
seguintes etapas: desparafinizacdo e rehidratagdo, recuperacdo antigénica, inativacdo da
peroxidase enddgena e bloqueio de reacdes inespecificas. O anticorpo primario foi incubado por
12 hs a 4°C, conforme diluicao padronizada pelo fornrcedor, seguido da aplicagdo do complexo-
estreptavidina-biotina-peroxidase = (LSAB, Dako), revelagdo com diaminobenzidina
tetrahidroclorido (Kit DAB, Dako) e contrastado com hematoxilina. A descricdo dos reagentes e
dilui¢des encontra-se no Quadro 1.

Para a detecgdo de pl16™"*, foi utilizado como controle positivo, 1amina corada com
lesdo intraepitelial de alto grau, sabidamente positiva para HPV. Como controle negativo, lamina

sem o anticorpo primario.
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A reagdo apresentou como controle positivo para Ki67, corte contendo um linfonodo com
hiperplasia reacional, sendo o controle negativo realizado no mesmo tipo de amostra sem o
anticorpo primario.

Controles negativo e positivo para receptores hormonais (estrogénio e progesterona)
foram empregados. Em todos os casos, de 100 a 200 células foram contadas e, os resultados

foram expressos em percentual.

Quadro 1: Descricio dos reagentes empregados

Gene P16
Neomarkers,CA,USA

p1eNK4 16P07 1:75

Ki67

DAKO,Glostrup, Anti-Ki67 MIB-1 1:30
Denmark

RE

DAKO Cytomation

RP

DAKO,Glostrup, Anti PR PgR636 1:50

Anti- ER alfa 1D5 1:50

Denmark

RE- Receptor de Estrogénio
RP- Receptor de Progesterona

Duas patologistas (MIE e LM) foram cegadas para informagdes histopatoldgicas e
clinicas para andlise das laminas O resultado final foi obtido pelo consenso entre os dois
profissionais.

Interpretacio de p16™"*, Ki67, Receptores de Estrogénio e Progesterona:
P p P g
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Ambas as coloragdes, citoplasmatica e nuclear, foram consideradas positivas para as
células que expressaram pl6™~*. A intensidade de expressio para pl6™~** nas neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) foi graduada como: negativo (-) se nenhuma das células
expressaram coloracdo, positivo (+) se o percentual de células que expressaram variou de 1-
25,0%, positivo(++) se o percentual variou de 26-75,0% e positivo (+++) se mais de 75,0% das
células foram coradas [31]. O padrao de expressdo das células foi dividido em focal se a
expressdo estava concentrada em algumas areas e difuso se a expressdo estava distribuida por
toda a lamina.

Ki67 foi considerado positivo somente se o nucleo das células estava corado e
determinou-se o percentual de células que o expressavam.

Para detectar os receptores de estrogénio e progesterona, a coloracao foi dividida em 4
escalas de zero a 3 cruzes, de acordo com o percentual e intensidade de coloragdo nuclear no
epitélio, tecido normal e epitélio displasico (NIC 1, NIC 2 e NIC 3).

Extracao do DNA e Analise do HPV:

Amostras citologicas foram coletadas para a realizagdo do exame citopatoldgico
convencional e para o teste da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O material coletado em
meio liquido foi estocado a -20°C até a extracdo do DNA pela técnica de PCR.

As amostras foram centrifugadas a 7000 rpm por 10 minutos, ressuspendidas e, digeridas
em 200 pg/ml de proteinase K (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) e incubadas por
18h a 37°C. O DNA foi submetido a 94°C por 10 minutos para inativagdo da proteinase e o
mesmo fora usado na reacdo de PCR. A amplificagdo foi direcionada para o gene L1 e os primers
empregados foram MY09 (5°-CGT CC*/c AA%s GGA */tAC TGA TC-3’) e MY 11 (5°-GC"/c

CAG GG"/r CAT AAS/r AAT GG -3°). As condigdes de estudo da PCR foram descritas por
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Bauer et al (1993) [32] e Coutlée et al (2002) [33]. Para o controle da reagdo de PCR, primers de

beta-globina foram desenvolvidos e testados em todas as amostras.

Pesquisa dos tipos oncogénicos mais freqiientes

Todas as amostras positivas na triagem DNA-HPV foram tipadas para AR (HPV-16, -18 e -
31), utilizando-se primers especificos correspondentes a regido E6 ¢ E7 do genoma viral. As
condi¢des de amplificacdo e os primers utilizados estdo baseados na metodologia descrita por

Cuzick et al (1994) [34] (Quadro 2):

Quadro 2: Condi¢des de Amplificagcdo e Primers Utilizados

Tipos Virais Seqiiéncia Ta” (°C)
5’...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)
HPV-16 54°C
5’...AAG GCC AAC TAA ATG TCA C...3’ (antisense)

5°..TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense)

HPV-18 e
5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)
31A 5. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)

HPV-31 52°C
31S  5°..AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense)

"Temperatura de Anelamento

Para o controle das reagdes, foi ensaiado para cada PCR de DNA de amostras clinicas, um
controle positivo de reacdo, que consistiu em um fragmento de 450pb correspondente as células
Caski e SiHa (células infectadas com o virus HPV) e um controle negativo de reagdo sem a
presenca de qualquer DNA. Em todas as amostras clinicas foi realizado um PCR multiplex

utilizando primers My09/My11(correspondente ao gene L1 do do genoma viral do HPV e
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primers complementares ao gene da P-globina humana (gH20 e PC04) [32]. Os primers de (-
globina foram empregados nestas reagdes para verificar a viabilidade do DNA testado.

O resultado do estudo anatomo-patologico foi categorizado e analisado como normal, LSIL

(NIC ) e HSIL (NIC II, III e cancer invasor).

Variaveis do Estudo:
Os desfechos do estudo foram o diagndstico histo-patologico das lesdes do colo uterino, a
pesquisa do HPV-DNA e dos tipos de alto risco (HPV-AR) 16,18 e 31. Os marcadores biologicos

6™ % Ki67 e Receptores de estrogeno e progesterona foram relacionados com estes

pl
desfechos. As varidveis independentes incluem os dados demograficos, de comportamentos
sexuais, reprodutivos e morbidades pregressas.

Controle de Qualidade dos Dados:

Todas as informagdes foram armazenadas em um banco de dados com dupla digitagao.
Um total de 20,0% dos questionarios foi selecionado aleatoriamente e conferidos com os
originais para verificar possiveis erros e incongruéncias.

Analise Estatistica:

Os dados foram analisados utilizando o teste Qui-quadrado de Pearson e Mantel-Hansel
na estratificacdo para os potenciais variaveis de confusdo. A razdo de chance (OR) com seu
respectivo intervalo de confianga de 95,0% foi estimada para cada varidvel. O valor de p para

significancia estatistica foi < 0,05.

Consideracoes Eticas:
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Este protocolo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar
Conceigao (N° 112/2002) e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (N° 03-083). Todas as

participantes assinaram termo de consentimento informado.

Resultados:

Um total de 89 mulheres realizou bidpsia de colo uterino e foram incluidas neste estudo.
Na tabela 1 estdo descritas as caracteristicas demograficas das pacientes estudadas. Observa-se
que a maioria (57,3%) tinha 35 anos ou mais, era caucasianas (83,2%), sendo que 43,8%
iniciaram vida sexual aos 17 anos ou mais jovens e 46,1% tiveram pelo menos trés parceiros
sexuais ao longo da vida. Em torno de 75,0% utilizavam anticoncepcional oral (ACO), 25,0%

eram fumantes e 68,0% tinham historia prévia de doenga sexualmente transmissivel (DST).
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas da populacio estudada (n=89).

Caracteristicas das variaveis N (%)

Idade (em anos)

<35 38 (42,7)
>35 51 (57,3)
Estado marital

Casada 45 (50,6)
Nao casada 44 (49,4)
Escolaridade

Até o 1° grau incompleto 24 (27%)
1° grau completo ao 2° incompleto 26 (29,2%)
2° grau completo ou mais 39 (43,8%)
Cor

Branca 74 (83,1%)
Nao-branca 15 (16,9%)
Menarca

<12 anos 27 (30,3)
>12 anos 62 (69,7)
Sexarca

<17 anos 39 (43,8)
>17 a 19 anos 25 (28,1)
20 anos ou mais 25 (28,1)
N° parceiros na vida

Até 1 parceiro 29 (32,5)
2 parceiros 19 (21,3)
3 ou mais parceiros 41 (46,1)
Numero de filhos

< 3 filhos 51 (57,3)
> 3 filhos 38 (43,7)
idade 1* gestacao 20 22,5)
<17 anos 51 (57.3)
>17 anos ’
Uso de Anticoncepcional Oral

Nao 22 (24,7)
Sim 67 (75,3)
Fumo

Nao 67 (75,3)
Sim 22 (24,7)
DST

Nao 28 (31,5)
Sim 61 (68,5)
Co-Infeccdo HPV e Chlamydia

Nao 73 (82)
Sim 16 (18)
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A presenga de DNA-HPV foi identificada em 83,0% (74/89) das biopsias. Entre as
mulheres HPV positivas, 46,0% (34/74) eram portadoras de HPV de alto risco (16, 18 ou 31).

No diagnostico anatomopatologico (AP) observou-se lesdes de alto grau (HSIL) em 7% das
biodpsias, e de baixo grau (LSIL) em 59,0%. Em 34,0% ndo foram observadas alteragdes ao AP.

A Tabela 2 nostra a distribuicao dos resultados do AP de acordo com a presenga ou nao de
DNA-HPV. Todos os casos de HSIL, 88,0% dos LSIL e 72,0% dos normais eram HPV positivos
(p=0,08).

Tabela 2: Associacio entre o resultado anatomo-patologico e DNA-HPV

Anatomopatologico N HPV + HPV- p*

Normal 32 23 09
LSIL 51 45 06 0.08
HSIL 06 06 00

* p para o teste 2 de Pearson

Observou-se que 85,3% (29/34) das mulheres positivas para os HPV-DNA-AR testados

’ INK4:
expressaram a proteina plé

e esta associagdo foi estatisticamente significativa (p=0,02).
Todas as bidpsias, positivas para HPV-16 (16/34), expressaram a proteina p16™~" (p=0,01).

A anélise da intensidade de expressdo de p16™* sugere que, quanto mais grave a lesdo,
mais forte € a expressdo da proteina. Houve uma associagdo estatisticamente significativa entre a
intensidade de expressdo forte (+++), moderada (++), fraca (+) e o grau de lesdo. Também se
observou uma associacdo estatisticamente significativa entre o padrdo de expressdo de pl6™ *e
o grau da lesdao (p= 0,001). O padriao difuso esteve presente em 100,0% das amostras cuja

intensidade era forte, 76,0% dos casos com intensidade moderada ¢ em 50,0% daquelas com

intensidade fraca.
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Entre as variaveis epidemioldgicas estudadas algumas se mostraram associadas a presenga
de DNA-HPV e DNA-HPV-AR como também, relacionadas a expressdo dos marcadores
pl16™%* Ki67 e o receptor de progesterona. Nenhuma das variaveis independentes modificou a

INK4 r ros
NK42 6 o exame anatomopatoldgico, bem como, o receptor de

associacdo entre a expressao de pl6
estrogénio.

A associagdo entre a expressdo de pl6™ " ¢ HPV-DNA se mostrou estatisticamente
significativa entre fumantes (p=0,03; OR: 11,25 1C95%:1,11-114,4), entre mulheres com historia
prévia de DST (p=0,01; OR: 6,82 1C95% 1,53-30,3), naquelas com sexarca entre 17 ¢ 19 anos
(p=0,048; OR:8,500 I1C95%: 0,971-74,424) e em mulheres com trés ou mais parceiros sexuais ao
longo da vida (p=0,02; OR: 8,12 1C95%: 1,31-50,2). As varidveis, escolaridade e uso de
anticoncepcional oral nio modificaram a associacio entre p16™~"* ¢ HPV-DNA.

Quanto ao Ki67, observou-se a presenca deste marcador nuclear em 100,0%, 31,0% e
32,0% das lesdes de alto grau e baixo grau e dos fragmentos classificados como normais, ao
anatomopatologico, respectivamente. Esta associacdo foi estatisticamente significativa
(p=0,003).

Nenhuma das varidveis estudadas interferiu na associacdo entre a expressao de Ki67 e a
presenca de HPV-DNA. No entanto, houve uma associagdo significativa entre este marcador e o
exame anatomo-patologico, entre usudrias de anticoncepcional oral (p=0,005; OR:3,9
1C95%:1,67-7,13), com historia prévia de DST ( p=0,04; OR: 12,0 IC95%: 11,62-34,77) e as que
tiveram pelo menos dois parceiros sexuais ao longo da vida (p=0,03; OR: 2,6 1C95%: 1,5-5,7).

Observou-se uma associa¢ao protetora naquelas mulheres que tiveram a sexarca com 20 anos ou

mais (p=0,03; OR:0,10 1C95%: 0,01-0,97).
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Sendo Ki67 e pl16™ ** marcadores de proliferagio e de oncogenicidade, analisou-se a

expressdo de Ki67 em relagdo a quantidade de expressdo de p16™~*. Observa-se que 69,7% das

INK4a

biopsias com percentual maior de expressdo de pl6 (>50,0% das células), expressavam

também, o marcador de prolifera¢dao Ki67 (p=0,012) (tabela 3).

Tabela 3: Associacdo entre a expressiao de Ki67 e p16INK4a nas biopsias cervicais

N (%) p*
Expressao de Ki67 Sem Expressao >1e <10 >10 e <50 >50
Positivo 06 (23,1%) 0 (0%) 4 (25%)  3(53,5%) 0.012
Negativo 20 ( 76,9%) 4 (100%) 12 (75%) 20 (46,5%)

* Valor de p para o teste 2 de Pearson

Nao houve associacao entre a presenca ou nao de HPV, independente de ser de alto risco,
com a expressdo do receptor de estrogénio (p>0,05). Somente 18,0% (6/34) das mulheres com
HPV de alto risco, expressaram este receptor. Em relagdo ao estroma, o comportamento foi
semelhante, o receptor foi expresso em apenas 12,0% (4/34) dos casos e em 2,9% (1/34) do
epitélio normal, ndo apresentando associagdo com HPV de alto risco.

Nao foi observada associacdo estatisticamente significativa entre a expressao do receptor
de estrogénio e os desfechos estudados.

O receptor de progesterona foi expresso em 42,0% (37/89) dos casos estudados. Entre as
37 bidpsias positivas para o receptor de progesterona, 26,5% (9/37) eram positivas para os tipos
virais de alto risco estudados (p=0,023). Em relagdo ao estroma, o receptor foi expresso em
36,0% (32/89) das amostras.

Ao analisar-se a expressdo do receptor de progesterona em relagdo as variaveis

epidemiologicas, alguns aspectos merecem destaque. Entre as mulheres com pelo menos trés
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parceiros sexuais ao longo da vida, observou-se uma associacao com significancia limitrofe entre
este receptor e a presenga de HPV-DNA-AR (p<0,06).

A expressao do receptor de progesterona foi maior em nado-fumantes (p=0,02),
independente do tipo de HPV-DNA presente. Entre as mulheres que utilizavam anticoncepcional
oral (p=0,03) e que tinham uma menor escolaridade (p=0,04) também foi observado uma maior

expressdo deste receptor.

Discussao:

Neste estudo, determinou-se a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores celulares
pl16™%4% Ki67, receptores de estrogénio e progesterona de pacientes biopsiadas por lesdo do colo
uterino portadoras ou ndo de HPV, bem como a associacao destes marcadores com as varidveis
epidemiologicas estudadas.

A importancia da infec¢@o persistente pelo HPV nas lesdes cervicais em diferentes graus
histologicos tem sido demonstrada em varios estudos [35-38]. A atividade transformadora do
virus esta de acordo com sua capacidade de replicacao e de diferenciagdo no epitélio apos a sua
integracdo. Os tipos virais de alto risco sdo agentes etioldgicos essenciais do cancer cervical [39]

Enquanto a infecgdo ¢ pré-requisito para o desenvolvimento do cancer cervical, somente
pequena propor¢ao das mulheres com infecg¢do viral, desenvolve neoplasia. A variabilidade
genética do hospedeiro e co-fatores ambientais, entre eles, o fumo, hormonios esterdides, fatores
de comportamento sexuais e a presenga de outros agentes infecciosos t€ém sido identificados nas
diferentes etapas de evolugdo da patogénese cervical [40, 41].

Tem sido sugerido por alguns autores que a integragdo viral leva a um descontrole na

expressao dos oncogenes E6 e E7, provocando proliferacdo celular desordenada. No entanto,
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métodos que detectem estas alteragdes exigem metodologia sofisticada, o que muitas vezes, nao €

acessivel na rotina [42]. A expressdo de pl6™~*

, um inibidor da quinase dependente de ciclina
(CDK4/6-ciclina D) se da devido a inibi¢do de pRB (proteina do retinoblastoma), um gene
supressor tumoral que ¢ depletado pela oncoproteina E7 de HPV de alto risco. Este marcador tem
sido citado em alguns estudos como promissor na deteccdo de lesdes pré-neopldsicas e
neoplasicas do colo uterino [43-45].

Neste estudo, a freqiiéncia de infec¢do pelo virus do HPV nas bidpsias cervicais foi de
83,0%, sendo que, 46% eram portadoras de HPV de alto risco. Observou-se uma associacao de

1 6INK4a

p com a presenca de HPV-DNA-AR. Estes achados corroboram os resultados de outros

investigadores [9, 12, 37, 46-48]. Além disto, observou-se que todas as amostras positivas para
HPV-16 expressaram esta proteina. Outros estudos também relatam maior expressio de pl6™
em mulheres infectadas pelo HPV-16, demonstrando uma maior agressividade deste tipo viral.
[10, 12, 37, 46].

Os diferentes graus histologicos encontrados neste estudo sugerem a presenga da infecgao,
entretanto a integracdo cromossomica do DNA viral parece ndo estar presente na maioria dos
casos, uma vez que grande parte das biopsias foi classificada como lesdo de baixo grau. Uma vez
integrado ao DNA, ocorre quebra no genoma entre as regidoes E1 e E2, um descontrole da
expressao dos oncogenes E6 e E7, causando proliferagdo celular, aumentando assim, o risco para
lesdes de alto grau [42].

Quanto & expressdo de pl6™<*

, 0s achados sugerem uma associacdo entre o aumento de
expressao desta proteina e o agravamento da lesdo. O tipo de lesdo predominante neste estudo,

LSIL (baixo grau) sugere uma lesdo inicial. Normalmente nestes casos, as proteinas E6 ¢ E7 ndo

sao capazes de induzir anormalidades no centrossomo ou defeitos mitdticos. Em muitos tumores,
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anormalidades no centrossomo aparecem como conseqiiéncia de citocinese, problemas na divisao
celular que acontecem em células que acumulam também, anormalidades nucleares [49]. Esta
poderia ser uma possivel explicacao para alguns dos achados observados no presente estudo.

Nas infec¢des por HPVs de baixo risco, as oncoproteinas E6 e E7, contribuem para o
ciclo viral, no entanto, a atividade transformadora ¢ baixa e nao induz a instabilidade genética,
representando baixa eficiéncia na desestabilizacdo da ligagdo da oncoproteina E7 a pRB. Em
relagdo a oncoptroteina E6 de HPV de baixo risco, a interagdo a p53 também ndo ocorre de
maneira eficiente, portanto, a degradagdo da mesma nao ¢ completa [49, 50].

Assim, infecgdes causadas por HPV de alto risco sao um fator chave no desenvolvimento
das neoplasias intraepiteliais cervicais, causando um descontrole na expressao dos oncogenes
virais e na ligagdo da oncoproteina E7 a pRb, com liberagdo do fator de transcri¢ao E2F [12].

A idade precoce da primeira relagdo sexual, o nimero de parceiros ao longo da vida, a
historia de doengas sexualmente transmissiveis, o uso de anticoncepcionais orais e fumo t€ém sido
considerados co-fatores no desenvolvimento do cancer cervical em alguns estudos [51-54]. Os

INK4 .
? nas mulheres com coitarca

achados deste estudo sugerem uma maior expressao de pl6
precoce e naquelas com mais parceiros sexuais na vida (trés ou mais). Uma possivel explicacao
seria que por iniciarem a vida sexual mais precocemente estas tendem a ter um nimero maior de
parceiros, se tornam mais expostas € mais vulneraveis a infec¢dao. Ressalta-se aqui também, a
falta de acesso a conhecimentos sobre a patogenicidade de alguns agentes sexualmente
transmissiveis, educagdo para saude ¢ a dependéncia de servigos publicos de saude, as vezes, nao

tao eficientes [55]. Assim, aumentam a possibilidade de exposi¢do a HPVs oncogénicos que por

sua vez estimulam a proliferagdo celular, justificando a expressdo de p16™~<* [52-54, 56, 57].
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Torres et al. (2006) em seu estudo nao verificou associagdo significativa entre a infec¢ao
viral e o nimero de parceiros, entretanto a sexarca precoce (abaixo de 17 anos) esteve associada,
sugerindo a existéncia de um periodo de laténcia ao potencial oncogénico viral. Justifica-se
também, ser a cérvice uterina mais vulnerdvel na menacme, quando o tecido sofre metaplasia, a
infeccdo pode alcangar a camada basal e estabelecer uma infecgao persistente [38].

Embora outros estudos tenham relatado associagdo destes fatores com a presenca de

6INK4a

infec¢ao pelo HPV, nao foi encontrado estudo que relacionasse a expressao de pl com estes

achados.

Foi verificada neste estudo uma associacio significativa da expressdo de pl6™* com a
presenca de HPV-DNA em fumantes. Em relacdo ao fumo, sabe-se que o mesmo pode facilitar a
integracdo viral do HPV-18, bem como, diminuir a capacidade de apoptose para infecc¢des
causadas pelo HPV-16 justificando a maior expressao desta proteina. Além disto, constituintes do
cigarro como a nicotina, cotidina e N-nitrosaminas tem sido detectados no muco cervical de
fumantes, o que contribui com a formagao de produtos toxicos ao DNA celular [40]. Este achado
corrobora os descritos por Lea et al. (2004) [58], onde os autores detectaram hipermetilagcao de

INK4 . o ~ . .
16" evento epigenético e sua superexpressdo em fumantes portadoras de displasia de alto

p
grau e carcinoma do colo uterino. Wright et al.( 2005) [40] observaram que a presenca de HPV
18 ou 45 esta associada com menor tempo de sobrevida, principalmente quando relacionada ao
uso do tabaco.

Em estudo conduzido por Rombaldi et al. (2006) [55] em homens portadores de infecgao
pelo HPV, ndo foi verificada associagdo com o fumo e comentam que a associacdo ja

demonstrada em mulheres poderia ser justificada pela imunidade local, diferengas estruturais do

tecido epitelial feminino que favoreceria a infec¢do e, sua permanéncia.
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Alguns agentes sexualmente transmissiveis tém sido associados a etiologia neoplasica,
relacionados ou ndo a infec¢do pelo HPV, como Chlamydia trachomatis e Trichomonas vaginalis
[59-64]. Este estudo sugere uma associagdo significativa entre a expressio de pl6"™ " ¢ a
presenca de DNA- HPV nas mulheres com historia prévia de DST, o que pode sugrir uma maior
expoesi¢ao destas. Para Kanjanavirojkul et al. (2006) [65], possuir mais do que um parceiro, ter
historia de doenca sexualmente transmissivel e ser multipara foram considerados importantes
fatores de risco para a infeccdo viral e, conseqiientemente a carcinogénese.

A expressao de Ki67 vem sendo empregada em alguns estudos como ferramenta auxiliar
no diagnostico de lesdes potencialmente ativas. No presente estudo, houve associagdo entre a
expressao de Ki67 e a avaliagdo anatomopatoldgica das lesdes, sendo esta mais expressa em
lesdes mais graves. Em relacdo ao Ki67, apesar das biopsias conterem DNA-HPV, a auséncia ou
a minima expressao (<5%) nao excluiu casos de lesdo de baixo grau. Em contrapartida, em
situacdes de epitélio normal ou metaplasico, a expressdo do marcador pode também refletir a
atividade do ciclo celular. Nestes casos, se verifica a baixa especificidade deste biomarcador em
confirmar ou excluir lesdes pré-invasivas [66].

Cabe salientar que o emprego de biomarcadores apresenta evidéncia de forga, como
também, de falhas diagndsticas. Este efeito pode ser verificado através da analise de expressao de
Ki67 a qual se apresenta superexpressa nestas lesoes [42].

Keating et al., em 2001 [66] verificaram uma forte associacao entre o grau histologico e a
expressao de Ki67. A expressdao foi suprabasal em 18 dos 19 casos de HSIL. Um numero
significativo de casos de HSIL exibiu a coloragdo de Ki67 em toda a camada (12 dos 19 casos). A
expressao de Ki67 nos 2/3 superiores do epitélio ¢ um forte indicador de HSIL sendo menos

evidente para os casos de LSIL, mesmo para variantes imaturas, demonstrando, nestes casos, um
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menor efeito citopatico viral. Observa-se variagdo também na intensidade de expressdo quanto ao
grau de lesdo. Este dado foi confirmado por Sarian et al., 2006 [67].

Em estudo conduzido por Koyamatsu et al., 2003 [68] foi demonstrada a expressdao de
Ki67 e de p53 em carcinomas cervicais, vaginais e vulvares. A expressao de Ki67 foi verificada
em 70% dos tumores cervicais, 75,5% dos vaginais e 67,7% do carcinomas vulvares, sem
diferencgas estatisticas entre os tipos tumorais.

Os achados deste estudo sugerem uma maior expressdo de Ki67 em relagdo ao grau
histologico nas usuarias de anticoncepcional oral, que possuiam pelo menos dois parceiros
sexuais ao longo da vida e com histéria prévia de DST. Estudos tém demonstrado que o uso de
anticoncepcionais orais € fator associado a carcinogénese cervical (Rosseau MC et al., 2000;
Moreno V et al., 2002), promovendo a proliferagao celular, bem como tornando as células
vulneraveis a mutagao durante a divisao celular [24, 25, 69, 70]. Quanto ao numero de parceiros
sabe-se que a maior exposicdo aumenta o risco de infeccdo por diferentes tipos virais,
caracteristico da transmissao sexual o que facilita a proliferacao celular [71]. Juneja et al. (2003)
[53] comentam em estudo que ter 2 ou mais parceiros aumenta em 2 a 4 vezes este risco.

Com relagdo a presenca de DST, Castellsagué et al., 2002 confirma associacdo entre a
presenca de DNA-HPV, Chlamydia trachomatis, Herpes virus-2 e a infeccdo pelo HIV,
aumentando o risco de desenvolvimento da lesao [61]

Conforme descrito por alguns autores ndo esta bem definido o papel dos hormdnios
esterdides na génese das lesdes cervicais pré-neoplasicas e neoplasicas sendo apontado em alguns
estudos como fator de risco, embora outros ndo tenham observado esta associacdo [26, 28, 57,
72]. Nao foi observada neste estudo associacdo do uso de anticoncepcionais orais com a presenca

de DNA-HPV ou com a expressao de pl6lNK4a. Sabe-se, no entanto, que o HPV apresenta em sua
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regido regulatdria, elementos responsivos a hormonios glicorticoides [70, 73]. A importancia dos
receptores hormonais nas lesdes cervicais HPV induzidas véem sendo pesquisada, com certa
variacao nos resultados, os quais nao sao conclusivos [26, 70, 73-75].

O uso freqiiente de contraceptivos orais nos dias atuais ¢ o aumento dos indices de
infecgdo viral tém despertado o interesse em possiveis co-fatores para o progresso das lesoes,
uma vez que a grande maioria das pacientes nao desenvolve a neoplasia [57, 70, 76]. A infec¢ao
por HPV aumenta a o-hidroxilagdo do estradiol, elevando a quantidade de 16-o hidroxi
estrogénio, um metabolito carcinogénico. Assim, monitorrar a expressao deste marcador pode ser
util, podendo ser considerada um fator prognostico[28]. A variabilidade encontrada nos diferentes
estudos pode ser devida a metodologia diagnostica empregada, a preparagdo de amostras, aos
diferentes valores de pontos de corte para considerar os resultados positivos, como também a
localizag@o dos receptores e o tamanho da area lesada [73].

Neste estudo ndo se observou uma associagao da infec¢do pelo HPV com a expressao do
receptor de estrogénio, o que pode ser justificado pela parca atividade viral, ja que a maioria das
lesdes ¢ de baixo grau. Ja, no estudo conduzido por Fonseca Moutinho et al. (2004) [26] nas
biopsias portadoras de NIC III ou carcinoma micro-invasor, este receptor foi expresso.

Um ponto de vista defendido por Webster et al.(2001) seria que estes hormdnios
aumentam o nivel de apoptose induzido pelas proteinas E6 ¢ E7 do HPV que, em presenca de E2,
induzem a morte celular [77]. Au et al. (2007) demonstraram através do gene que bloqueia o
receptor de estrogénio e a funcdo estrogénica na célula, a redugdo na expressao de mRNA E6 e

E7, interrupcao na proliferagdo celular e reativagao de p53 e pRb.
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Os achados deste estudo estdo de acordo com resultados apresentados por outros autores,
que relataram pequeno percentual de expressao de receptores de estrogénio no epitélio normal e
em lesdes HPV positivas [73, 78].

Com relagdo ao receptor de progesterona verifica-se maior expressao deste em biopsias de
mulheres portadoras de DNA-HPV-AR. Sendo este agente um co-fator essencial para a
carcinogénese, pode indicar que a progesterona possa apresentar um efeito permissivo para o
desenvolvimento de lesdes causadas por este virus. No entanto, a concentracao de progesterona
depende da quantidade de estrogénio formada e, em tecidos negativos para receptor de
estrogénio, a expressdao do receptor de progesterona também foi baixa. A ausé€ncia de expressao
deste receptor foi evidenciada nas lesdes mais graves, provavelmente, em virtude destas lesdes
atingirem o estroma subjacente contribuindo para a negatividade. Este dado vem ao encontro
daqueles detectados por alguns investigadores [73, 78, 79]. Pater et al. (1990) demonstraram a
acdo de progesterona em mecanismo de ativacdo oncogénica em células de ratos infectados com
HPV 16, mas na presenca de estrogénio, este efeito nao foi observado[80].

Estudos verificando o efeito do fumo sobre a associacdo entre receptores hormonais e
lesdes cervicais ndo foram encontrados. No entanto, este efeito ¢ descrito em neoplasias de mama
[81, 82]. No presente estudo foi detectada maior expressdo deste receptor em nao-fumantes. Uma
questdo a ser considerada ¢ se produtos metabolitos do cigarro inibiriam a expressao do receptor,
no entanto, mais estudos sao necessarios para esclarecer este achado.

Com relagdo as usuarias de anticoncepcional oral, o uso de hormoénios combinados
(estrogeno e progesterona) poderia aumentar a expressao de progesterona, em virtude do
metabolismo com formagdo de derivados que atuariam intensificando a presenga viral. O

estrogénio ativaria receptores o e P intracelulares, os quais estimulam a transcri¢do de genes
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especificos, provocando alteragdes na adesao celular, na migragao, no aumento da proliferagao de
células e na resisténcia a drogas que induziriam a apoptose [76]. Além disto, a exposi¢cdo de
células tumorais HPV positivas aos horménios estimularia a expressao dos oncogenes virais E6 e
E7. Um estudo empregando as linhagens celulares CaSki e SiHa, desenvolvido por Ruutu et al.
em 2006, através da técnica de RT-PCR e ndo verificaram diferenga significativa em relagdo aos
oncogenes E6 e E7. Ja, em relagdo a expressdo dos receptores, os autores observaram uma
associacdo da expressdo de receptores de estrogénio-o € os oncogenes E6 e E7, da linhagem
SiHa. Para estes autores, estrogénio e progesterona aumentam a proliferacdo celular, tornando as
células vulneraveis a mutagdes na diferenciagdo [70]. Quanto a proliferagdo, foi verificado que, a
progesterona aumenta a proliferacdo nas linhagens tumorais (CaSki e SiHa). Este fato pode ser
explicado pelo aumento na regulacdo do receptor para crescimento epidermal na superficie das
células. Uma provavel explicagdo na diferenga das respostas das linhagens ¢ devido a quantidade
de receptores presentes ou pela mutacdo genética propria de cada tipo celular [70]. Em nosso
estudo, a expressdao do receptor de estrogénio ndo apresentou associacdo significativa com
nenhum fator epidemiologico testado.

Poucos estudos consideram o efeito de fatores como fumo, uso de anticoncepcional oral e
de comportamento sexual na associagdo entre a expressdo de marcadores de proliferagdo ou
hormonais com o grau de lesdo histologica e ou a presenga de HPV-DNA. Neste estudo reforga-
se a importancia de estabelecer a expressdo imuno-histoquimica de p16™<* no diagndstico e no
acompanhamento de lesdes potencialmente ativas bem como, de aliar a detecgdo da expressao de
Ki67 para confirmar estes achados. A associacdo das varidveis epidemiologicas estudadas com
estes marcadores se torna importante, ja que existem evidéncias de que algumas destas podem

contribuir para o desenvolvimento das lesdes.
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Abstract:

The expression of cellular cycle markers may help to identify and to characterize cervical
lesions. The purpose of this study was to verify the frequency of Human Papillomavirus (HPV)
infection and the expression of pl6™"** nuclear antigen Ki67, estrogen receptor (ER) and
progesterone receptor (PR), in biopsies of uterine cervix. The presence of HPV-DNA was
identified in 83.0% of the biopsies, and 46.0% of those were positive to high-risk (HR) HPV 16,
18 or 31. Regarding the anatomopathological (AP) analyses, 7.0% had types high-grade lesions,
59.0% had low-grade lesions and 34.0% did not show any alterations. The expression of p16™~*
was observed in 85.3% of the women with HR-HPV-DNA (p=0.02), and all of them were
positive to HPV-16 (p=0.01). The association between p16™~* expression and HPV-DNA was
statistically significant in smokers (p=0.03), in those with history of SDT (p=0.01) and in those

with three or more lifetime sexual partners (p=0.02). The expression of Ki67 was observed in
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100.0%, being 31.0% and 32.0% for high-grade and low-grade lesions and for normal fragments
(»<0.003). No significant association was observed between the expression of ER and the studied
outcomes. The expression of PR was observed in 42.0%, 26.5% of which presented HR-HPV
(»=0.023). The expression of PR was higher in non-smokers (p=0.02), in those who were taking
oral contraceptive (p=0.03) and presented lower school level (p=0.04). The associations of

6INK4a

epidemiological aspects with the expressions of p1 and Ki67 are important for the diagnosis

and follow-up of potentially active lesions.
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I1. INTRODUCTION

Cervical cancer is an important public health problem that affects women worldwide and
in Brazil, it is the third cause of death due to neoplasia, just behind skin and breast tumors [1, 2].

This cancer has a rate of cure, as its latency period is long, and, if detected in its early
phases, the treatment is effective. It’s elevated prevalence suggests that a high number of women
seems to ignore the problem or does not have access to tracking programs [1]. .

Screening programs, based on the evaluation of cytological samples, have reduced the
incidence and mortality rates. However, a single cytological evaluation maay be insufficient,
mainly due to problems with the sample collection, which many times are ...... non-representative
areas or are incorrectly interpreted. Besides, some early alterations may not be easily detected [3],
presenting limitations regarding sensitivity and specificity. False negative rates range from 15 to
50% and false positive rates may reach 30% [4, 5].

This fact emphasizes that it is necessary to establish new markers to detect alterations in
epithelial cells to help diagnosis, prognosis and monitoring of treatments.

Human Papillomavirus (HPV) is strongly associated with cervical cancer. Around 40 of
over 100 types that have been identified and classified as high- and low-risk types may the cause
of urogenital tract neoplasias [6, 7].

It is known that the viral genome remains extra-chromosomally in benign infections and,
when integrated into the cellular viral DNA of the host, it provokes a rupture in E2 region of the
virus and an overexpression of oncoproteins E6 and E7, causing persistent infection and
neoplastic progression. These oncoproteins interact with several proteins that regulate the cellular

cycle and cause inactivation of the tumor suppressing genes. [8-11].
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Oncoprotein E6 induces a premature degradation of tumor suppressing protein 53 through
the ubiquitin route. Oncoprotein E7 binds to tumor suppressing protein pRb that usually inhibits
the cellular cycle progression until phase S, which makes it more complex with transcription
factor E2F [10]. Oncoprotein E7 of HPV interacts and neutralizes the function of proteins p107
and pl130, similar to Rb. Such interaction, analogous with that of cyclin-dependent kinase,
enables phosphorylation, induces pRB degradation, resulting in the release of transcription factor
E2F. This way, it stimulates the infected cell to enter phase S of the cellular cycle, provoking
increased inhibitor concentration of the cyclin-dependent kinase, p16™~** [12, 13]. This protein
induction occurs during immortalization in pre-neoplastic lesions, an early event that results in
tumoral genesis [12].

INK4a

Studies have shown an overexpression of pl6 in positive HPV lesions [14-18] and

point out the importance of this marker in the detection of pre-neoplastic lesions and uterine

cervical lesions. However, the negativity to p16™~*

is not sufficient to exclude patients from the
risk group.

Cells in proliferation express in their core a non-histone protein, of short half-life, named
Ki-67 or MIB-1 [19] and monoclonal antibody Ki-67 detects the nuclear antigene expressed in all
cellular cycle phases (G1, S, G2, M), except for phase GO [20-22].

The immunohistochemical expression of Ki67 has shown the relation involving the
intensity of such expression, the histological grade and the tumor behavior, suggesting that its
intensity is a useful marker in the prognosis of lesions in soft tissue diseases, lymphoproliferative

diseases and in some less differentiated carcinomas with high mitotic index [23]. This marker is

valuable to diagnosis as a marker of proliferation, mainly in gynecological pathology,

127



considering that the squamous cervical lesions increase the proliferation index, from the basal
layer of normal epithelium to cases of cervical intraepithelial neoplasia of grade 3 ( (CIN 3).

The unbalance between the proliferation caused by virus and apoptosis seems to be
insufficient for the development of invasive cervical cancer. The exposure to several co-factors
[24, 25], including steroid hormones and progesterone, seems to contribute to the development of
this disease [26].

The presence of estrogen and progesterone receptors in cervix and HPV-induced lesions
suggests that the cervical epithelium might react to exogenous hormones, which contribute to the
development of lesions, which may lead to cervical carcinoma [27].

The estrogen effect has been associated with the specific route of oxidative hormonal
metabolism. Therefore, HPV-induced infections may contribute to the formation of potentially
carcinogenic estrogen metabolites [28].

The hormonal replacement or the contraceptive use has been currently adopted by many
women and few studies have been concerned about clarifying the association of these factors
with the genital infection caused by HPV and its consequences.

This study verified the immunohistochemical expression of pl6™<**

, nuclear antigen
Ki67, estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR), in biopsies of uterine cervix of
patients with cervical lesion.

Material and Methods:

A cross-sectional study was conducted between February 2003 and January 2006 to verify

the frequency of infection caused by Human Papillomavirus (HPV) involving asymptomatic

women that searched for health care at a Primary Care Unit in southern Brazil.
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This analysis involved the women that participated in this study who had bipsy of uterine
ceervix, being 89 women in total. All participants answered a standardized epidemiologic
questionnaire about demographic characteristics, previous habits, reproduction history and sexual
behavior.

Immunohistochemical procedure:

Formalin-fixed paraftin-embedded biopsy cuts (4um thick, representative of the lesion)
were submitted to the immunohistochemical procedure adopted by the Pathology Center of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS - Brazil, described by Mills in 1992 and Santos et al. in
1999 [29, 30], which consists of the following stages: deparaffinization and rehydration,
antigenic recovery in endogen peroxidase inactivation and blocking of unspecific reactions. The
primary antibody was incubated for 12 hours at 4°C, according to standardized dilution, followed
by the application of streptavidin-biotin-peroxidase-complex (LSAB, Dako), then the application
of and development with diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB Kit, Dako) and, finally,
contrasted with hematoxilin. Chart 1 shows the description of reagents and dilutions.

The positive control to Ki67 of the reaction was the cut containing lymph node with
reactive hyperplasia, and the negative control was performed in the same type of sample without
the primary antibody.

For the detection of p16™**, a slide colored with high-grade intraepithelial lesion known
to be positive for HPV was used as positive control. The slide without the primary antibody was
used as negative control.

Negative and positive controls for hormone (estrogen and progesterone) receptors were

used. In all cases, from 100 to 200 cells were detected and the results were expressed in percent.
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Chart 1: Description of reagents employed

Gene P16 P14 16P07 1:75
Neomarkers,CA,USA

Ki67 Anti-Ki67 MIB-1 1:30
DAKO,Glostrup,

Denmark

ER Anti-RE alfa  1D5 1:50
DAKO Cytomation

PR Anti RP PgR636 1:50
DAKO,Glostrup,

Denmark

RE - Estrogen Receptor
PR - Progesterone Receptor

Two pathologists who were blinded to the clinical and histopathological information
independently analyzed the slides. The final result was obtained through by consensus reviews
between the two pathologists.

Interpretation of p16INK4a, Ki67, Estrogen and Progesterone Receptors:

Both cytoplasmatic and nuclear colorings were considered as positive for cells with
pl6™** The pl16™ * intensity expression in cervical intraepithelial neoplasia (CIN) were
graded as follows Bulten et al., 2006 [31]: negative (-) no cells expressing coloring, positive (+)
when the percent of cells expressing coloring was within 1-25% range, positive (++) when the
percent of cells expressing coloring was within 26-75% range and positive (+++) the when

percent of cells presenting coloring was over 75%. The cell expression pattern was classified as:
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focal, if the expression was concentrated on some areas, and diffused, if the expression was
scattered across the slide.

Ki67 was considered only if the cell core was colored, and the percent of cells expressing
it was also determined.

For the detection of estrogen and progesterone receptors, coloring was classified as 4
scales with 0 to 3 plus signs, according to the percent and intensity of nuclear coloring in the
epithelium, normal tissue, atypical epithelium (CIN 1, CIN 2 and CIN 3) and invasive carcinoma.

DNA Extraction and HPV Analysis:

Cytological samples were collected for the conventional cytopathologic analysis and for the
Polymerase Chain Reaction (PCR) test. The collected sample was stored at -20°C until the DNA
extraction was performed, using the PCR technique.

The samples were centrifuged at 7000 rpm for 10 minutes, resuspended and digested in 200
pg/ml of proteinase K (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) for 18 hours at 37°C. The
DNA was submitted to 94°C for 10 minutes and utilized in the PCR test. The PCR technique was
directed to gene L1 and the primers utilized were: MY09 5°-CGT CC*c AA%/ GGA */tAC
TGA TC-3’ and MY11 5-GC*c CAG GG"r CAT AA“/r AAT GG -3’. The PCR study
conditions were described by Bauer et al (1993) [32] and Coutlée et al. (2002) [33]. For the PCR

control, beta-globin primers were developed and tested in all samples.

Study on the most frequent oncogenic types

All positive samples in the DNA-HPV screening were classified for HR (HPV-16, -18 and -
31), using specific primers corresponding to regions E6 and E7 of the viral genome. The

enlargement conditions and primers utilized are based on the methodology described by Cuzick

et al. (1994) [34] (Chart 2):
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Chart 2: Primers and Amplification’s conditions

Viral Type Sequence Ta® (°C)

5°...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)
HPV-16 54°C
5°...AAG GCC AAC TAA ATG TCA C...3’ (antisense)

5. TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense) 70°C
HPV-18
5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)

31A° 5. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)
HPV-31 52°C
31S  5°..AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense)

* Annealing temperature

In order to control the operation of the reactions, a positive control was tested to each PCR
of DNA from the clinical samples, which consisted in a 450pb fragment corresponding to cells
Caski and Siha (celled infected with HPV) and a negative control without any DNA. In all tested
samples complementary primers to human B-globin (gH20 and PC04) gene were used as internal
control of the reaction [32].

The result of the anatomopathological analysis was classified as normal, LSIL (CIN I) and
HSIL (CIN II, IIT and invasive cancer).

Variables of the Study:

The study outcomes were: histopathological diagnosis of the uterine cervix lesions,
presence of HPV-DNA and the identification of high-risk types (HPV-HR) (16, 18 and 31). The
biologic markers: pl6™~* Ki67 and estrogen and progesterone receptors were related to such
outcomes. Independent variables such as: demographic data, sexual behavior, reproduction and

previous morbidities were also studied.
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Data Quality Control:

All information was stored in a database using a double-insertion of all data. In total, 20%
of the questionnaires were randomly selected and crosschecked with the original ones to verify
possible errors and discrepancies.

Statistical Analysis:

Data analysis was performed using Chi-square test (Pearson and Mantel-Hansel in the
stratification of confounding variables). Odds ratios, with their correspondent confidence interval
of 95%, were also estimated. P value for statistical significance was < 0.05.

Ethical Considerations:

This protocol was approved by the Research Ethics Committees of Grupo Hospitalar
Conceicao (N° 112/2002) and Hospital de Clinicas de Porto Alegre (N° 03083). All participants
signed an informed consent form.

Results:

A total of 89 women had biopsy of the uterine cervix and were analyzed in this study.
Table 1 describes the characteristics of the studied women. Most women (57.3%) were 35 years
old or older, white (83.2%), 43.8% started sexual life at 17 years old or before and 46.1% have
had at least three sexual partners in their lifetime. Around 75% took oral contraceptive (OC),

25% were smokers and 68% presented history of sexually transmitted diseases (STD).
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Table 1: Characteristics of the studied population

Characteristics

Age (years)

<35

>35

Marital status

Married

Single

Education

Elementary not concluded
Elementary concluded — to not conclude High
school

High school concluded or more
Skin color

White

Non white

Menarche

<12 years old

=12 years old

First sexual intercourse
<17 years old

> 17 to 19 years old

20 years old or older
Number of lifetime partners
Up to 1 partner

2 partners

3 partners or more
Number of children

< up to 3 children

> 3 children

First pregnancy

<17 years old

> 17 years old

Oral contraceptive use
No

Yes

Smoking

No

Yes

STD

No

Yes

Co-Infection (HPV and Chlamydia)
No

Yes

38 (42.7)
51 (57.3)

45 (50.6)
44 (49.4)

24 (27%)
26 (29.2%)

39 (43.8%)

74 (83.1%)
15 (16.9%)

27 (30.3)
62 (69.7)

39 (43.8)
25 (28.1)
25 (28.1)

29 (32.5)
19 (21.3)
41 (46.1)

51 (57.3)
38 (43.7)

20 (22.5)
51 (57.3)

22 (24.7)
67 (75.3)

67 (75.3)
22 (24.7)

28 (31.5)
61 (68.5)

73 (82)
16 (18)

N (%)
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The presence of HPV-DNA was identified in 83% (74/89) of the biopsies. Among HPV
positive women, 46% (34/74) had high-risk HPV (16, 18 or 31).

The anatomopathological (AP) diagnosis showed high-grade squamous intraepithelial
lesions (HSIL) in 7% of the biopsies and low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) in
59%; 34% did not show any alteration.

Table 2 describes the distribution of AP results according to the presence or absence of
HPV-DNA. All cases of HSIL, 88% of LSIL and 72% of normal women were HPV positive
(p=0.08).

Table 2: Association between the anatomopathological result and HPV-DNA

Anatomopathological n HPV + HPV- p*
result

Normal 32 23 09

LSIL 51 45 06 0.08
HSIL 06 06 00

* p for Pearson’s y2 test

6IN K4a

The expression of pl was evaluated regarding its nuclear or cytoplasmatic presence,

expression intensity and pattern, as well as the quantity of cells (%) expressing such marker.

It was noted that 85.3% (29/34) of the positive women for HR-HPV-DNA expressed

6INK4a

protein pl and that this association was statistically significant (p=0.02). All biopsies

positive for HPV-16 (16/34) expressed the protein (p=0.01).

INK4a

The analysis of p16 expression intensity suggests that, in the more severe lesion, the

is stronger protein expression. There was a statistically significant association between the
expression intensity (strong, moderate and mild) and the lesion grade. A statistically significant

6INK4a

association was also observed between the pl expression pattern and the lesion grade
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(p=0.001). The scattered pattern was present in 100% of the samples whose intensity was strong,
76% of moderate intensity cases and 50% of mild intensity cases.

Among the epidemiologic variables studied, some were associated with the presence of
HPV-DNA and HR-HPV-DNA and related to the expression of pl6™**, Ki67 and progesterone
receptor. No independent variable modified modified the association between the expression of

6™ * and the anatomopathological analysis.

pl

The association between the expression of pl6™"* and HPV-DNA was statistically
significant among smokers (p=0.03; OR: 11.25; CI 95%:1.11-114.4), among women with history
of STD (p=0.01; OR: 6.82; CI 95%: 1.53-30.3), among women with first intercourse sexarca
between 17 and 19 years((p=0,04; OR:8,50 IC95%: 1,97-74,4) and in women with three or more
sexual lifetime partners (p=0.02; OR: 8.12; CI 95%: 1.31-50.2). Education level and oral
contraceptive use did not modify the association between p16™ " and HPV-DNA.

Regarding Ki67, the anatomopathological analysis showed a nuclear presence in 100.0%,
31.0% and 32.0% of high-grade and low-grade lesions and fragments classified as normal,
respectively. This association was statistically significant (p=0.003).

No studied variables affected the association between the expression of Ki67 and the
presence of HPV-DNA. However, there was a significant association between this marker and the
anatomopathological analysis result, between oral contraceptive users (p=0.005; OR: 3.9; CI
95%: 1.67-7.13), women with STD history (p=0.04; OR: 12.0; CI 95%: 11.62-34.77) and women
with at least two sexual partners in their lifetime (p=0.03; OR: 2.6; CI 95%: 1.5-5.7).

As Ki67 and p16™** are proliferation and oncogenicity markers, the expression of Ki67

was analyzed regarding the expression of pl6™"*; 69.7% of the biopsies presenting higher
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percent of pl16™** expression (>50% of the cells) also expressed the proliferation marker Ki67

(»=0.012), as illustrated in Table 3.

INK4a

Table 3: Association between the expression of Ki67 and p16 on cervical biopsies

Quantity of p16 p*
Expression No Expression >1and<10 >10and <50 >50
of Ki67
Positive 06 (23.1%) 0 (0.0%) 4 (25.0%) 23 (53,5%) 0.012
Negative 20 (76.9%) 4 (100.0%) 12(75.0%) 20 (46.5%)

* p value for Pearson’s y2 test

There was no association between the presence or absence of HPV, regardless of being of
high-risk type, with the expression of estrogen receptor (p>0.05). Only 18.0% (6/34) of the
women with high-risk HPV expressed such receptor. In terms of stroma, the behavior was
similar, the receptor expression occurred only in 12.0% (4/34) of the cases and in 2.9% (1/34) of
normal epithelium, with no association with high-risk HPV.

No statistically significant association was observed between the expression of estrogen
receptor and the studied outcomes.

The expression of progesterone receptor occurred in 42% (37/89) of the studied cases.
Among the 37 positive biopsies for progesterone receptor, 26.5% (9/37) were positive for high-
risk viral types (p=0.023). In terms of stroma, the receptor expression occurred in 36.0% (32/89)
of the samples.

When analyzing the expression of progesterone receptor in relation to the epidemiologic

variables, some aspects should be noted. In women with at least three lifetime sexual partners, an
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association of borderline significance was observed between such receptor and the presence of

HR-HPV-DNA (p=0.06).

The expression of progesterone receptor was higher in non-smokers (p=0.02), regardless
of the HPV-DNA type detected. A greater expression of this receptor was also observed in oral

contraceptive users (p=0.03) and women of lower school level (p=0.04).

Discussion:

In this study, the immunohistochemical expression of cellular markers p16™"*, Ki67,
estrogen and progesterone receptors was determined, in patients who had uretine colon lesion
biopsies, with or without DNA-HPV, as well as the association between such markers and the
studied epidemiologic variables.

The importance of persistent HPV-induced infection in cervical lesions at different
histological grades has been demonstrated in several studies [35-38]. The transforming activity of
the virus agrees with its capability of replication and differentiation in the epithelium after its
integration. The high-risk viral types are important etiological agents of the cervical cancer [39].

Although the infection is a prerequisite for the development of cervical cancer, only a
small proportion of women with viral infection develops neoplasia. The genetic variability of the
host and environmental cofactors, including smoking habit, steroid hormones, sexual behavior
and the presence of other infectious agents, have been identified in the various phases of cervical
pathogenesis evolution [40, 41].

Some authors have suggested that the viral integration leads to a loss of control in the

expression of oncogenes E6 and E7, causing disorderly cell proliferation. However, the methods
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that can detect such alterations require sophisticated procedures, which many times are not

accessible in routine practice [42]. The expression of pl6™ -+

, a cyclin-dependent kinase
(CDK4/6-cyclin D) inhibitor, occurs due to the inhibition of pRB (retinoblastoma protein), a
tumor suppressing gene depleted by oncoprotein E7 of high-risk HPV. This marker has been
mentioned in some studies as being promising in the detection of pre-neoplastic lesions and
neoplastic lesions of uterine cervix [43-45].

In this study, the frequency of HPV-induced infection in the cervical biopsies was 83.0%,
46.0% of which were women with high-risk HPV. An association of p16™"* with the presence
of HR-HPV-DNA was observed. These findings corroborate the results of other researchers [9,
12, 37, 46-48]. Besides, all positive samples for HPV-16 expressed this protein. Other studies

also report higher expression of ple™<*

in women infected with HPV-16, a higher
aggressiveness of this virus type [10, 12, 37, 46].

The different histological grades found in this study indicate the presence of infection;
however, the chromosomal integration of viral DNA does not seem to be present in most cases,
since a great part of the biopsies was classified as low-grade lesion. Once integrated into the
DNA, there is a rupture in the genome, between regions E1 and E2, an uncontrolled expression of
oncogenes E6 and E7, causing the cell proliferation and thus increasing the risk of high-grade
lesions [42].

Regarding the expression of pl6™"*, the findings suggest an association between the
increased expression of this protein and lesion worsening. The type of lesion predominating in

this study, the LSIL (low grade), suggests an initial lesion with the presence of episomal HPV

having a low number of viral copies. Usually, in these cases, proteins E6 and E7 are not capable
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of inducing abnormalities in the centrosome or mitotic defects. In many tumors, abnormalities in
centrosome appear as a consequence of cytokinesis, problems in cell division that occur in cells

that also have nuclear abnormalities [49].

In infections caused by low-risk HPVs, oncoproteins E6 and E7 contribute to the viral
cycle; however, the transforming activity is low and does not lead to genetic instability,
representing low efficiency in the destabilization of the oncoprotein E7 bind to pRB. Regarding
oncoprotein E6 of low-risk HPV, the interaction with p53 does not occur efficiently either.
Therefore, its degradation is not complete [49, 50]. The role of p53 is to protect the genome
integrity, inducing a delay in the celluar cycle or apoptosis, in case of DNA damage [39].

Thus, infections caused by high-risk HPV are a key factor in the development of cervical
intraepithelial neoplasia, provoking uncontrolled expression of viral oncogenes and binding of
oncoprotein E7 to pRb, with the release of transcription factor E2F [12].

The early age for the first sexual relationship, the number of partners along the woman’s
lifetime, the history of sexually transmitted diseases, the use of oral contraceptives and smoking
habit have been considered as co-factors in the development of cervical cancer in some studies

[51-54]. The findings of this study suggest a higher expression of p16™ -+

in women presenting
early age for the first sexual relationship and in women with more sexual partners in their lifetime
(three or more). A possible explanation would be that, for having started their sexual life earlier,
they tend to have a higher number of partners, become more exposed and vulnerable to the
infection; and it should be noted the lack of access to knowledge on the pathogenicity of some

sexually transmitted agents, health education and the fact of depending on public health services,

which some times are not so efficient [55]. Then, there is increased possibility of exposure to
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oncogenic HPVs, which stimulate the cell proliferation, justifying the expression of p16™<* [52-
54, 56, 57]. Torres et al., 2006, in his study, did not determine a significant correlation between a
viral infection and the number of partners; however, the early age for the first sexual relationship
(before 17 years old) was associated, suggesting the existence of a latency period to viral
oncogenic potential. It also explains the uterine cervix is more vulnerable in menacme, when the
tissue suffers metaplasia, the infection may reach the basal layer and establish a persistent
infection [38].

Although other studies have reported an association of these factors with the presence of

INK4a

HPV-induced infection, no study was found associating the expression of pl6 with such

findings.

INK42 and the

This study verified a significant association involving the expression of p16
presence of HPV-DNA among smokers. Concerning the smoking habit, it is known that it can
facilitate the viral integration of HPV-18 and reduce the apoptosis capability for infections caused
by HPV-16, justifying the higher expression of this protein. Besides, cigarette components, such
as nicotine, cotinine and N-nitrosamines have been detected in the mucus of smokers, which
contributes to the formation of toxic products that damage the cellular DNA [40]. Such finding
confirms the descriptions of Lea et al. (2004) [58], where the authors report the detection of
p16™%* hypermethylation, epigenetic event and its overexpression in smokers with high-grade
and carcinoma dysplasia. Wright et al., (2005) [40] observed that the presence of HPV 18 or 45 is
associated with shorter survival time, especially when related to the tobacco smokers.

In a study conducted by Rombaldi et al. (2006) [55], in men with HPV-induced infection,

no association was verified with smoking habit. It also says that this association already

141



demonstrated in women could be justified by local immunity, structural differences in the female
epithelial tissue that would favor the infection and its permanence.

Some sexually transmitted agents have been associated with the neoplastic etiology, either
related to HPV-induced infection or not, such as Chlamydia trachomatis and Trichomonas
vaginalis [59-64]. This study suggests a significant association between the expression of

6™ * and the presence of DNA-HPV in women with STD history. For Kanjanavirojkul et al

pl
(2006) [65], having more than one partner and a sexually transmitted history and being multipara
were considered as important risk factors for carcinogenesis.

The expression of Ki67 has been used in some studies as a tool to help the diagnosis of
potentially active lesions. In this study, there was an association between the expression of Ki67
and the anatomopathological evaluation of the lesions, with higher expression in severer lesions.
In terms of Ki67, although the biopsies contained DNA-HPV, the absence or the minimum
expression (<5.0%) did not exclude cases of low-grade lesion. On the other hand, in normal or
metaplastic epithelial situations, this marker expression may also reflect the cell cycle activity. In
these cases, it is possible to note the low specificity of this biomarker for the confirmation or
exclusion of pre-invasive lesions [66].

Obviously, the use of biomarkers presents powerful evidence, as well as diagnostic
failures. Such effect may be verified through the analysis of Ki67 expression, which is
overexpressed in such lesions [42].

Keating et al. (2001) [66], observed a strong association between the histological grade
and the expression of Ki67. The expression was suprabasal in 18 out of 19 cases of HSIL. A

significant number of HSIL cases showed Ki67 coloring across all its layer (12 out of 19 cases).

The expression of Ki67 in upper 2/3 portions of the epithelium is a strong indicator of HSIL,
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being less evident in cases of LSIL, even in immature variants, which demonstrates in these cases
a smaller viral cytopathic effect. A variation was also observed in the expression intensity,
associated with the lesion grade. This finding was confirmed by Sarian et al. (2006) [67].

In a study conducted by Koyamatsu et al. (2003) [68], the expression of Ki67 and p53
were demonstrated in cervical, vaginal and vulvar carcinomas. The expression of Ki67 was
observed in 70.0% of cervical tumors, 75.5% of vaginal tumors and 67.7% of vulvar carcinomas,
with no statistical differences among the tumor types.

The findings of this study suggest a higher expression of Ki67 in terms of histological
grade in oral contraceptive users that had at least two partners in their lifetime and STD history.
Studies have demonstrated that the use of oral contraceptives is a factor associated with the
cervical carcinogenesis [24, 25], promoting the cell proliferation and making the cells vulnerable
to the citation during the cell division [69, 70]. Regarding the number of partners, it is known that
higher exposure increases the risk of infection caused by different viral types, which is
characteristic of sexual transmission [71], facilitating the cell proliferation. Juneja A et al., 2003
[53] comment in a study that having 2 partners or more increases this risk 2 to 4 times. Regarding
the presence of STD, Castellsagu¢ X et al., 2002, confirms the association between the presence
of DNA-HPV, Chlamydia trachomatis, Herpes virus-2 and the infection caused by HIV,
increasing the risk of lesion development [61].

As described by some authors, the role of steroid hormones in the genesis of cervical pre-
neoplastic and neoplastic lesions is not well defined, which is mentioned in some studies as a risk
factor, although other studies have not observed this association [26, 28, 57, 72]. No association
of oral contraceptive use with the presence DNA-HPV or with the expression of pl16™** was

observed in this study. However, it is known that HPV presents in its regulatory region elements
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that are responsive to glucocorticoid hormones [70, 73]. The importance of hormone receptors in
HPV-induced cervical lesions has been studied, with a certain variation in the results [26, 70, 73-
75].

The frequent use of oral contraceptives today and the increased viral infection rates have
attracted the interest in possible cofactors for lesion evolution, as most women does not develop
neoplasia [57, 70, 76]. The HPV-induced infection increases a estradiol hydroxylation, enhancing
the quantity of 16-a estrogen hydroxyl, a carcinogenic metabolite. Thus, this marker monitoring
should be taken into account, which may also be considered as a prognostic factor [28].

The variability found in different studies may be explained by the diagnosis methodology
employed, sample preparation, the different values of cut-off points to consider the results as
positive and the location of receptors and the lesion area size [73].

No association of the HPV-induced association with the estrogen receptor was observed
in this study, which can be justified by the low viral activity due to non integration with the
genome, as most lesions are low-grade type. However, in the study conducted by Fonseca
Moutinho et al. (2004) [26], this receptor was observed in biopsies of women with CIN III or
micro-invasive carcinoma.

A viewpoint defended by Webster et al, 2001 shows that these hormones increase the
level of apoptosis induced by proteins E6 and E7 of HPV that, in the presence of E2, induce to
cell death [77]. However, Au et al. (2007) demonstrated, through a gene that blocks the estrogen
receptor and the estrogenic function in the cell, the reduced expression of mRNA E6 and E7,

interruption in the cell proliferation and reduced activity of p53 and pRb.
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The findings of this study agree with the results presented by other authors [73, 78] who
reported small percent of estrogen receptor expression in normal epithelial and in positive HPV
lesions.

Regarding the progesterone receptor, a higher expression is observed in biopsies of
women with HR-DNA-HPV. As this agent is an essential co-factor for carcinogenesis,
progesterone is suggested to allow the development of lesions caused by this virus. However, the
progesterone concentration is dependent on the estrogen quantity has been formed and, in tissues
that are negative to estrogen receptor, the expression of progesterone was also low. The absence
of expression was observed in severer lesions, probably due to the fact that invasive lesions
contaminate the subjacent stroma, contributing to negativity. This information agrees with the
findings of some researchers [73, 78, 79]. Pater et al, (1990), demonstrated the progesterone
action on an oncogenic activation mechanism in cells of rats infected with HPV 16, but, in the
presence of estrogen, this effect was not observed [80].

No studies have been found that observed the smoking habit effect on the association of
hormone receptors and the presence of cervical lesions. However, this effect is described in
breast neoplasias [81, 82]. This study detected a higher expression of this receptor in non-
smokers. One question to be taken into account is whether cigarette metabolites would inhibit the
receptor expression; however, more studies are required to clarify such finding.

Regarding the oral contraceptive users, the use of combined hormones (estrogen and
progesterone) could increase the expression, due to the metabolism with the formation of
derivatives that would act on the process, intensifying the viral presence. Estrogen would activate
a and P receptors in intracell system, which in turn stimulate the transcription of specific genes,

provoking alterations to: cell adhesion, migration, increase in cell proliferation and resistance to

145



drugs that would induce to apoptosis [76]. In addition, the exposure of HPV tumoral cells to
hormones would promote the expression of viral oncogenes E6 and E7. A study developed by
Ruutu et al. (2006), using cell lineages CaSki and SiHa, determined the transcription of mRNA
through RT-PCR technique, and did not observe any significant difference in terms of oncogenes
E6 and E7. However, regarding the expression of receptors, the authors observed an association
of the expression of estrogen-a receptors and oncogenes E6 and E7, from SiHa lineage. For these
authors, estrogen and progesterone increase the cell proliferation, making cells vulnerable to
mutations during differentiation [70]. In our study, the estrogen receptor did not present any
significant association with any tested epidemiologic factor.

Regarding the proliferation, it was noted that progesterone increases the proliferation in
tumoral lineages (CaSki and SiHa). However, for estrogens, the proliferation occurs only in
lineage SiHa. This fact can be explained by the increased receptor regulation for epidermal
growth on the surface of the cells. A probable explanation for the different responses obtained
with the lineages is the quantity of present receptors or the genetic mutation characteristic of each
cell type [70].

The reduced apoptosis is another factor that contributes to carcinogenesis [70, 83],
although some authors have different viewpoints in this aspect [77]. The findings of this study
suggest a low expression of estrogen receptors in the fragments that were analyzed, for both LSIL
and HSIL.

There are few studies on the effect of other factors such as smoking habit, use of oral
contraceptive and sexual behavior in the association between the expression of proliferation or
hormone markers with the histological lesion grade or the presence of HPV-DNA. This study

emphasizes the importance of establishing the immunohistochemical expression of p16™<*in the
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diagnosis and follow-up of potentially active lesions and combine the detection of Ki67

expression to confirm such findings. The association of these studied epidemiologic variables

with such markers becomes an important aspect, as there is evidence that some may contribute to

the development of these lesions.

[5].
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RESUMO:

Objetivos: Identificar a freqiiéncia de co-infec¢ao por Papilomavirus humano (HPV) e Chlamydia

trachomatis (CT) em lesdes cervicais e relacionar com a expressdo imuno-histoquimica de

pl6™** e Ki67.
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Métodos: Estudo transversal com 86 mulheres atendidas em uma unidade de atengdo primaria a
satide da cidade de Porto Alegre-RS, Brasil. Um raspado cervical foi coletado para pesquisa de
DNA-HPV e DNA-CT, através da técnica da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), bem como
para pesquisa de tipos oncogénicos de HPV. Analise imuno-histoquimica foi realizada no tecido

cervical de biopsia para identificar a expressdo dos marcadores do ciclo celular p16™ * ¢ Ki67.

Resultados: As mulheres positivas para DNA-HPV tinham, em média, 37,4 + 1,8 anos e aquelas
que apresentavam co-infec¢do, 37,3 + 3,6 anos. Em torno de 83,0% e 19,0% eram positivas para
DNA-HPV e DNA-CT, respectivamente. Todas as mulheres positivas para DNA-CT foram
positivas para DNA-HPV. Entre as portadoras de co-infecgio, 56,0% expressaram a pl6™~*
(R=0,51, 1C95%: 0,17-1,57). Houve uma associagao estatisticamente significativa entre o grau
histologico da lesdo e a expressdao de Ki67. Todas as lesoes de alto grau, 50,0% das lesdes de
baixo grau e 31,0% das biopsias negativas expressaram Ki67 (p=0,004). Um total de 37,0% das
mulheres com co-infecgao e 29,0% das mulheres sem co-infeccdo expressaram ambos 0s
marcadores.

Conclus&o: Embora mais da metade das portadoras de co-infecgdo tenha expressado a p16™ - e
mais de um ter¢o tenha expressado ambos os marcadores estudados, os resultados sugerem

auséncia de associagdo entre estas variaveis. No entanto, mais estudos envolvendo uma

amostragem maior sdo necessarios para corroborar estes achados.
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Introducéo:

O cancer cervical invasivo € precedido por um espectro de anormalidades progressivas no
epitélio, como a neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) nos diferentes graus histolégicos.'

A infecgdo genital persistente pelo Papilomavirus humano (HPV) € decisiva na etiologia
do céncer cervical sendo mais comum entre as mulheres jovens e sexualmente ativas.” As
estimativas de individuos sexualmente ativos que entram em contato com este virus variam de
5,0% até 80,0%, os quais sao suscetiveis a desenvolver infec¢do ao longo da vida.}

Outros fatores tais como idade, estado marital, idade da primeira relagdo sexual, nimero
de parceiros sexuais, fumo, uso de hormonios e co-infec¢cdes podem influenciar o prognostico da
infecgdo. *® Outro aspecto a ser considerado sdo as desigualdades sociais que contribuem para
limitar o acesso a medidas de prevengdo eficazes como o rastreamento periddico e a vacinagao.
7.8

Um estudo realizado em 2006, no Rio de Janeiro, Brasil, comparou mulheres atendidas
em servico de saude privado e publico. Foi observado que diagnosticos negativos e lesdes

benignas foram mais freqiientes no servico de saude privado e lesdes malignas nas pacientes
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atendidas no servigo publico. Neste Gltimo grupo, também foram mais prevalentes em mulheres
com citologia normal, porém infectadas pelo HPV, sugerindo maior exposicdo. ®

A co-infeccao bacteriana por Chlamydia trachomatis (CT) em mulheres com historia de
infec¢do pelo HPV tem sido estudada como um potencial fator contribuinte para o
desenvolvimento de neoplasias e cancer cervical. Entretanto, alguns autores tém sugerido que a
infecgdo prévia por CT esta associada a um risco elevado de desenvolver a doenga, ja outros, nao
observaram esta associagdo. ° > Alguns estudos sugerem que esta associagio é negativa somente
em casos de adenocarcinoma.'®'* Outros autores também sugerem a presenca de associagdo entre
a presenga de CT e o carcinoma cervical. ">’

Em um estudo publicado em 2002, autores acompanharam durante 26 anos uma coorte de
118 mulheres que desenvolveram cancer depois de realizado um exame preventivo em média, 5 a
6 anos antes, comparando com um grupo que permaneceu com exame normal.” Os autores
verificaram, através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a presenca do DNA-
HPV e DNA-CT, sendo que a presenga de CT foi relatada em 8,0% das pacientes com cancer.
Este resultado mostrou um risco relativo de 17.1 (IC95% 2,6-infinito) das pacientes com co-
infecgdo por HPV e CT.°

P16™%** ¢ um inibidor da quinase dependente de ciclina (CDK) que desacelera o ciclo
celular por controlar a expressdao do fator de transcricdo E2F. A infeccdo por HPV de alto grau
estd envolvida na carcinogénese e a integragdo do HPV no genoma humano resulta na
superexpressdo das oncoproteinas virais E6 ¢ E7. '® A proteina E6 se liga a proteina supressora

tumoral p53 e resulta na degradagio e subseqiiente perda da integridade genética. '° A roteina E7

dos HPVs interage com a proteina do retinoblastoma (pRb) e neutraliza a fung¢do das proteinas
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deste grupo, resultando na liberagdo do fator de transcricdo E2F do complexo pRb-E2F. O
actmulo de E2F também leva 4 indugio da atividade da p16™<*4, 202!

Em estudo conduzido por Benevollo e cols. em 2006, os resultados obtidos demonstraram
que nenhum dos tecidos cervicais negativos, avaliados por imuno-histoquimica, apresentou
positividade para pl16™<* enquanto que houve um aumento constante e significativo na
positividade deste marcador de acordo com o grau histologico, sendo 31,0% nas lesdes NIC 1,
90,0% nas NIC II e 100,0% nas NIC III e carcinomas (p<0.0001). Assim, a superexpressao de

6™ % consistentemente, parece indicar elevada sensibilidade (84,0%) e especificidade (98,0%)

pl
em detectar HPV de alto risco com elevado valor preditivo positivo (97,0%) e valor preditivo
negativo (86,0%).

O anticorpo monoclonal Ki67 reage com uma proteina nuclear ndo-histona que € expressa
em nucleo de células em proliferagdo em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO e na fase
precoce de G1. ** Varios estudos imuno-histoquimicos com este anticorpo tém demonstrado
uma associagdo entre este marcador, o grau histologico e a evolucdo tumoral, sugerindo que a
expressao de Ki67 se apresenta como um exame util na informagao do progndstico em doengas
do tecido conectivo, em desordens linfoproliferativas, e em alguns carcinomas. **

Células na camada superficial do epitélio normal sdo geralmente quiescentes e nao
expressam Ki67, enquanto células da camada basal geralmente expressam, devido a caracteristica
proliferativa funcional desta camada. > Alguns autores tem demonstrado uma relagio entre Ki67
¢ a severidade da lesdo ou a taxa de crescimento, e sua aplicabilidade em estudo de lesdao vulvar e

vaginal causadas pelo HPV.>>?® Portanto, a determinacio de Ki67 parece ser um exame adicional

e complementar relevante na deteccao e distingao de diferentes graus de lesdes na cérvice uterina.
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Sabe-se que o HPV de alto risco, através de oncoproteinas, pode depletar a acdo de
proteinas supressoras como a p53 e pRb, causando a super-expressdo dos inibidores de CDKs. *’
No entanto, em pacientes co-infectadas (HPV/CT), este efeito ainda nao foi estudado.

Conhecer possiveis fatores adicionais que possam influenciar a evolucao da infecc¢ao pelo
HPV e identificar potenciais marcadores para estas associagoes justifica a necessidade de estuda-
las para que medidas de prevengao, diagnéstico e tratamento possam ser planejadas. Assim, este
estudo teve como objetivos verificar a expressdo imuno-histoquimica de pl6™* e Ki67 em
mulheres positivas para DNA-HPV e ou DNA-CT em mulheres atendidas em um servigo de
atencao primaria em Porto Alegre, no sul do Brasil.

Populacéo do Estudo

Trata-se de um estudo transversal que arrolou 86 mulheres oriundas de um servico de
atencdo primaria, selecionadas a partir de participantes de um estudo de coorte iniciado em
fevereiro de 2003. Foram incluidas nesta amostra mulheres que realizaram exames para DNA-
HPV/DNA-CT e que foram submetidas a bidpsia de colo uterino para andlise histopatoldgica.

Métodos

Pesquisa de DNA-HPV e DNA-CT

A pesquisa de DNA-HPV e de DNA-CT foi realizada a partir de amostras de colo uterino
coletadas de todas as mulheres estudadas, através da técnica de PCR.

Extracdo de DNA-HPVee DNA-CT

A extracao de DNA das amostras de lavado cérvico-vaginal foi realizada de acordo com o
protocolo de Proteinase K. *°

A amplificagdo foi direcionada para o gene L1 e os primers empregados foram My09 e

My11. As condi¢des da PCR foram descritas por Bauer ez al (1993) e Coutlée F et al (2002). *'?
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DNA-CT, a técnica foi padronizada por Becker D (2005) **, utilizando-se os primers CTP1
e CTP2 que amplificam um segmento de 201pb da ORF de niimero 4 do plasmidio criptico de
CT. Este segmento localiza-se a 2940pb do sitio tnico de restricao de BamHI:

CTP1 5. TAGTAACTGCCACTTCATCA...3'

CTP2 5..TTCCCCTTGTAATTCGTTGC...3'

Para o controle das reagdoes de PCR, foi ensaiado para cada amostra clinica, um controle
positivo de reagdo, que consistiu em um fragmento de 450pb correspondente as células Caski e
SiHa (células infectadas com o virus HPV), um fragmento de 201pb correspondente as células
infectadas por CT e um controle negativo de reacdo sem a presenca de qualquer. Tanto para o
PCR de HPV quanto para o de CT, foram realizados PCR multiplex utilizando primers

especificos para cada microorganismo, € primers complementares ao gene da 3-globina humana

(gH20 e PC04) [32]. Os primers de B-globina foram empregados nestas reagdes para verificar a

viabilidade do DNA testado.

Pesquisa dos tipos oncogénicos mais frequentes

Todas as amostras positivas na triagem DNA-HPV foram tipadas para HPV de alto risco
(HPV-AR) (-16, -18 e -31), utilizando-se primers especificos correspondentes a regido E6 e E7
do genoma viral. As condi¢des de amplificagdo e os primers utilizados estdo baseados em

metodologia descrita por Cuzick et al (1994) ** (Tabela 1):

Tabela 1: Primers e condi¢des de amplificagdo por PCR

Tipos Virais Seqiiéncias Ta" (°C)
5°...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)

HPV-16 54°C
5’...AAG GCC AAC TAA ATG TCA C...3’ (antisense)
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5°..TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense) 70°C
HPV-18

5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)

31A° 5. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)
HPV-31 31S  5°...AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense) 52°C

"Temperatura de Anelamento
Fonte: Cuzick et al (1994) **
Biopsias
Laminas foram preparadas a partir dos blocos de parafina de bidpsias. Estas foram
coradas pela técnica de hematoxilina-eosina para a classificagdo histologica, conforme critérios
de Richardt *°, modificadas neste trabalho para LSIL, HSIL. 3637 Na categoria LSIL, foram
incluidos os resultados com diagndstico de NIC1 e na categoria HSIL, os achados com
diagnostico de NIC 2 e 3 . O diagnostico de auséncia de alteragdes neoplasicas foi feito quando
ndo se observava nenhuma alteragdo, e se enquadravam aqui, os diagnésticos de metaplasia
escamosa ¢ /ou inflamagdo cronica diagnostico de auséncia de alteragdes. Posteriormente, os
casos foram revisados por duas patologistas treinadas (MIE e LM) do Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), RS-Brasil.
Imuno-histoquimica
Amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina foram realizados cortes de 4
micrometros, foram desparafinizadas em xileno, seguidas de rehidratagdo. A recuperagdo
antigénica foi feita em tampao citrato pH 6,0 e, posteriormente levadas a microondas por 20
minutos. Os cortes foram deixados em temperatura ambiente e lavados com tampao fosfato trés
vezes por 5 minutos cada. Apds o bloqueio da peroxidase, os cortes foram re-hidratados e as

laminas foram submetidas ao processo de imumo-histoquimica. ***°
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Os anticorpos empregados foram pl6™<** Neomarkers, CA, USA, clone 16P07 na
diluicdo de 1:75 e anti-Ki67, DAKO, Glostrup, Denmark, clone MIB-1, na dilui¢do de 1:30.

INK4 ~ . . .. .
* nas lesdes intra-epiteliais escamosas foi

A intensidade de expressdo para pl6
graduados conforme Bulten et al (2006) *°: negativo (-) se nenhuma das células expressaram
coloragdo, positivo (+, fraco) se o percentual de células que expressaram variou de 1-25,0%, (++,
moderado) se o percentual variou de 26-75,0% e (+++, forte) se mais de 75,0% das células foram
coradas, tanto no citoplasma quanto no nucleo. O padrado de expressao das células foi dividido em
focal se a expressdo estava concentrada em algumas areas e, difuso se a expressdo estava
distribuida por toda a lamina.

O Ki67 foi considerado positivo se o nucleo das células apresentasse coloragdo marrom.
Em todas as amostras de 100 a 200 células foram contadas e, os resultados foram expressos em

percentual. Todas as amostras foram avaliadas por duas patologistas (MIE e LM) e. quando

necessario, era estabelecido um consenso.

Variaveis do Estudo
Os desfechos do estudo foram a infec¢do genital pelo HPV e/ou pela CT e o diagndstico

INK4 . .
* ¢ Ki67 foram relacionadas

histopatolégico das lesdes do colo uterino. A expressao de pl6
com estes desfechos. As variaveis independentes estudadas incluem dados demograficos, de
comportamentos sexuais, reprodutivos e morbidades pregressas.

Controle de Qualidade dos dados

As informagdes foram armazenadas em uma base de dados com digitacdo dupla, sendo

que 20,0% dos questionarios foram selecionados, de forma aleatoria, e contrastados com os

originais. Possiveis erros e incongruéncias observados foram corrigidos.
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Analise Estatistica

Para a comparacao das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui-quadrado ou teste
Exato de Fisher, quando indicado. As variaveis continuas foram analisadas através do teste ¢ de
Student ¢ ANOVA. Os achados com valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Para a analise dos dados foi utilizado o programa SPSS® versdo 13.0

Resultados

PCR para HPV e CT

Foram analisadas 86 pacientes, sendo que destas aproximadamente 83,0% (71/86) eram
positivas para DNA-HPV e 19,0% (16/86) para DNA-CT. Todas as mulheres positivas para
DNA-CT, também foram positivas para DNA-HPV (p=0,06). Em torno de 40,0% (34/86) foram
positivas para HPV-AR, sendo que destas, 37,0% (6/34) eram positivas para DNA-CT. O HPV-
AR mais freqiiente foi HPV-16 (50,0%), seguido pelo HPV-31 (38,0%) e HPV 18(12,0%).

A média de idade das pacientes positivas para DNA-HPV foi de 37,4 = 1,8 anos e para
aquelas que apresentavam co-infec¢ao, de 37,3 + 3,6 anos.

Na tabela 2 estdo descritas as caracteristicas das mulheres que apresentaram co-infecgao
(DNA-HPV e DNA-CT).Observa-se uma associagdo estatisticamente significativa desta co-

infec¢do com o grau de escolaridade (p= 0,04).
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Tabela 2: Caracteristicas das mulheres com co-infeccdo por HPV e CT em um grupo de 86
pacientes.
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Co-Infeccao Valor p

Variaveis
Sim Né&o

N (%) N (%)
I<digeanos 07 (44,0) 29 (41,0) 0,86
>35 anos 09 (56,0) 41 (59,0)
Ej}?e(:}?al\/lal’ltal 05 (31,0) 38 (54,0) 0,16
Naéo Casada 11 (69,0) 32 (46,0)
CBE;?Lcha 12 (75,0) 59 (84,0) 0,46
Néo-Branca 04 (25,0 11 (16,0)
Escolaridade
Até o 1° Grau Incompleto 02 (12) 22(32)

° 0 09 (56) 17 (24) 0,04
1° Grau Completo ao 2° Incompleto 05 (32) 31 (44) X
2° Grau completo ou mais
iﬂiga;;fgs 05 (31) 19 (27)

> 12 anos 11 (69) 51 (73) 0,76
iezx ? Zi;s 09 (56) 28 (40)

77 a 19 anos 02 (13) 22 (31) 0,34
20 anos ou mais 05 (31) 20 (29)

o g .

E ZT;:;I:S;; e 06 (37) 33 (47)
Até 2 parceiros 10 (63) 37(53) 0,67
N° de gestaces

Mais de 3 filhos 03 (19) 33 (47) )

a ~

I<d§1c7je da 12 Gestagéo 05 31) 14020) 033
<17 anos 11 (69) 56 (30)

> [8 anos

5;) de contraceptivos Orais (ACO) 14(87) 50 (71) 0.2
Néo 02 (13) 20 (29)

;ir’;senga e ST 14 (87) 44 (63) 0,11
Néo 02 (13) 26 (37)

;Zmo 02 (13,0) 19 (27,0) 0,34
Néo 14 (87,0) 51 (73,0)

Nao foi observada associagcdo estatisticamente significativa entre o grau da lesdo a

presenca de co-infeccao (p=0,75) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas anatomopatoldgicas das pacientes com co-infec¢ado

Anatomopatologico Co-Infeccao (HPV/CT)

Sim Nao p*
HSIL 01 (16,7%) 05 (83,3%)
LSIL 11 (22,0%) 39 (78,0%) p=0,75
Normais 04 (13,3%) 26 (86,7%)

* valor de p para o teste x? de Pearson

Na analise imuno-histoquimica verificou-se que entre as 86 pacientes avaliadas, 56,0%
das portadoras de co-infec¢do expressaram a p16INK4a (»p=0,38; OR=0,51, 1C95%: 0,17-1,57). Na
presenca de co-infeccdo, a expressdo de pl6™"* foi de moderada a forte em aproximadamente
37,0% e o padrao de expressao foi difuso em 50,0%. Nas biopsias positivas para DNA-HPV,
78,0% expressaram esta proteina, sendo que a expressdao foi de moderada a forte em 54,0% dos
casos € o padrdo foi difuso em 56,0%. Quanto a analise anatomopatolédgica, 83,0% das lesdes de

INK4
alto grau expressaram a pl6

. Entre as lesOes de baixo grau e as bidpsias negativas, 72,0% e
60,0% expressaram esta proteina, respectivamente (p= 0,43).

Em torno de 50,0% (8/16) das mulheres com co-infec¢do expressaram o anticorpo Ki67.
Em mulheres com infecgdo por HPV, esta expressao foi de 38,0% (p=0,73).

Houve uma associacdo estatisticamente significativa entre o grau histoldgico da lesdo e a

expressao de Ki67. Em 100% das lesdes de alto grau, 50,0% das lesdes de baixo grau e 31,0%

das bidpsias negativas expressaram Ki67 (p=0,004).
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Quanto a relagdo entre os dois marcadores estudados e a co-infecgdo, observa-se,
aproximadamente 37,0% (p=0,31) das mulheres com co-infeccao e 29,0% (p=0,16) das mulheres
sem co-infec¢ao expressaram ambos marcadores.

Estimou-se a sensibilidade, especificidade e os valores preditivos positivo e negativo
(VPP e VPN) para os marcadores p16 ™* ¢ Ki67 em relagio ao exame anatomopatologico em
pacientes com as duas infec¢des. Para a p16INK4a, a sensibilidade foi de 25,0% (1C95%:0,7-
49,30%), a especificidade foi de 72,9% (1C95%: 61,7- 84,0%), VPP de 17,4% (1C95%: 0 - 35%)
e VPN foi de 81,0% (IC95%: 70,5-91,40%). Ja em relacdo ao Ki67, verificou-se uma
sensibilidade de 50,0% (1C95%:23-78,0%), especificidade de 66,0% (1C95%:54-79,0%), VPP de
25,0% (1C95%:8,4-42,0%) e VPN 85,0% (1C95%:75-96,0 %).

Na tabela 4 descreve-se a distribuicdo da quantidade de células (%) que expressaram

ambos marcadores, p16™~<* ¢ Ki67.

Tabela 4: Quantidade de células que expressaram os dois marcadores*

p16lNK4a
Sem expressio >1<10% >11<50% >51%
células células células
Ki67 Positivo 06 (18.,7) 0(0,0%) 04 (12,5%) 22 (68,8%)
Negativo 20 (37,0%) 04 (7,4%) 12 (21,25%) 18 (33,4%)

* valor de p = 0,01 para a associagdo (Teste Exato de Fisher)
Discussao
Estudos tém demonstrado que o HPV ¢ fator necessario para o desenvolvimento de lesdes

precursoras e cancer cervical, entretanto co-fatores, tais como, uso de anticoncepcionais orais,
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outros hormdnios, paridade, fumo e exposicdo prévia a outros agentes sexuais, entre eles,
Clamydia trachomatis e herpes simplex virus 2, tém sido citados.'****

CT ¢ um agente obrigatoriamente intracelular que infecta as células epiteliais do trato
genital e tecido ocular. E uma das patologias mais comuns do mundo com 89 milhdes de casos
novos/ano. Embora freqiientemente seja uma infec¢do assintomatica, ¢ considerada causa de
morbidade em mulheres sexualmente ativas, causando seqiielas severas como doenca
inflamatéria pélvica, gravidez ectdpica e infertilidade tubéria. Estad associada também com
hipertrofia e inducao de metaplasia, supondo-se que possa ter algum papel na etiologia do cancer
cervical. ¥
Existem evidéncias também, de que mulheres contaminadas por HPV apresentam um

o . . ~ 9,42
maior risco de adquirir outra infec¢do, como a causada por CT. ™

No presente estudo, a
freqiiéncia de infecgdo pelo HPV foi de 83,0% e de infecg¢do por CT, 19,0%. Este percentual foi
elevado, se comparado ao resultado de outros estudos, possivelmente pelo fato de ser uma
amostra com maior probabilidade de se verificar mulheres positivas, ja que todas realizaram

I . . ~ L 4344
bidpsia ap6s terem sido observadas alteracdes ao exame colposcopico. **

Com relacdao ao
estudo desenvolvido por Denks ez al. (2007)*, e verificada uma prevaléncia de 8,0% de infecgio
por CT e uma associagdo significativa desta infeccdo com os tipos virais de alto risco testados
(OR=2.5, p<0.005), em especial em mulheres com 41 anos ou mais. Ja o estudo de Petersen et al.
(2007)*, das 581 mulheres arroladas em uma clinica colposcopica, e dados de 560 foram
avaliados por colposcopia e bidpsia (98,0%). Observou-se uma razao de chance de infec¢io para
C. trachomatis de 2,1% (IC 95%:1,5-2,7). Neste mesmo estudo, estratificando para a idade, em

pacientes com 25 anos ou menos, este valor sobe para 5,8% (1C95%: 3,8-7,8) e, em mulheres

mais velhas, este ¢ de apenas 0,9% (IC 95%: 0.4-1.4%).
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A escolaridade, em nosso estudo, se mostrou significativamente associada a co-infec¢ao.
Este fato pode sugerir que a escolaridade possa interferir no grau de conhecimento sobre fatores
de risco, exposicdo e de informacdes sobre formas de prevencdo. De Lucca ef al (2006)*
comentam uma associagdo da presenca de infec¢do por CT e o baixo nivel sdcio-econdmico
(32,9%) das pacientes em relagdo aquelas de nivel s6cio-economico médio ou alto (15,7%) das
mesmas. Observou também, um maior risco de infeccdo nas pacientes infectadas pelo virus do
HPV, com diferenga estatisticamente significativa (p=0,016). Em relagdo aos tipos virais
testados, nossos resultados indicam o HPV-16 como o tipo viral de alto risco mais freqiiente,
corroborando com achados de outros estudos. '**%#*

Estudo desenvolvido em 5328 mulheres entre 15-44 anos em oito paises apresentou uma
prevaléncia de 0,2% de infec¢ao por CT (IC95%: 0,0-0,7%) na Espanha e de 5,6% (IC95% 3,4-
7,8%) na Nigéria, sendo maior na faixa etaria de 15-24 anos (4,5, 1C95%: 3,4-8,0%) do que na
faixa etaria de 25-44 anos (2,6, 1C95%: 2,1-3,1). Pesquisadores acreditam que estes dados de
prevaléncia sdo baixos, ndo expressando os achados em mulheres de alto risco. *

Sabe-se que a infeccdo por HPV causa alteragdes citoldgicas compativeis com lesdo de
baixo grau ou alteracdes mais graves. Em Minas Gerais, Brasil, de Paula et al. (2007)"
investigaram a presenga de DNA-CT e DNA-HPV em 250 amostras cérvico-vaginais de
pacientes normais ou com alteracdes citologicas. Destas, 70,0% eram negativas, 40,0% (100/250)
portadoras de DNA-HPV e 5,2% (13/250) positivas para CT. Das amostras positivas para
citologia, o DNA-HPV foi detectado em 73,3% dos casos € DNA-CT em 9,3%. A maior taxa de
co-infecgdo, 15,4%, foi verificada nas amostras portadoras de ASC-US/AG-US. Uma associagao
ocorreu entre a infecgdo por HPV e as alteragdes citoldgicas, entretanto, para casos de infec¢ao

por CT ou co-infecgdo, esta associacao ndo foi observada. Considerando este fato e relacionando
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aos resultados encontrados neste estudo, pode-se inferir que a associag@o nao foi verificada em
virtude do baixo numero de casos de CT encontrados. Entretanto, observa-se que apenas 4/16
(25,0%) dos casos apresentaram co-infec¢do e anatomopatologico normal.

Um estudo de caso-controle aninhado a uma coorte envolvendo 13.595 mulheres que teve
inicio em 1991 com seguimento de nove anos detectou a presen¢a de anticorpos séricos de HPV-
6, -16, -18 e de CT. Foram incluidos 114 casos, sendo 72 incidentes e 42 prevalentes no momento
da entrada do estudo. A soro positividade para HPV-16 foi associada com cancer cervical
(OR=6,33, 1C95%: 3,45-11,62). De um modo geral, a infec¢do por CT ndo se apresentou
associada com o cancer cervical; no entanto, quando se avalia o caso incidente, esta associagao
aparece (OR=2,94, 1C95%: 1,16-8,47). *’ No trabalho desenvolvido por de Paula ez al. (2007)"
também ndo foi verificada associagdo entre lesdes cervicais e a infeccdo por CT ou pela co-
infeccdo CT e HPV.

Ja, Madeleine et al. (2007) " verificaram uma associagdo significativa entre o risco de
carcinoma cervical e a presenca de anticorpos contra CT, independente do tipo de HPV. Em
relacdo aos sorotipos testados, 6/10 apresentaram associagdo: sorotipo B (OR=3,6; 1C95%:1,5-
8,4), sorotipo D (OR=2,1; 1C95%: 1,2-3,5), sorotipo E (OR=2,4; 1C95%:1,4-3,9), sorotipo G
(OR=3,0; IC95%:1,1-7,9), sorotipo I (OR=4,2; IC95%: 1,5-11,7), e sorotipo J (OR=2,3; 1C95%:
1,0-5,1). Os sorotipos C, F, H e K ndo estiveram associados e apresentaram baixa prevaléncia na
populagao.

Em estudo que analisou a presenga de HPV-DNA e a presenca de co-infeccdo com
Herpes virus tipo 2 (HSV-2) e CT em neoplasia intraepitelial vulvar (VIN) e em tecido normal, o
HPV-DNA esteve presente em 75,6% dos casos, sendo 73,0% destes, HPV-16. No grupo

controle, o HPV foi detectado em apenas 1 caso (2,4%). No grupo estudado, dos 41 casos de
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VIN, o HSV-2 foi encontrado em 6/41casos (14,6%), ndo diferindo do grupo controle. A infec¢ao
bacteriana por CT foi encontrada também em 6/41 casos (14,6%) no grupo estudado e, em 9,7%
(4/41) casos no grupo controle. A relacdo entre co-infec¢cdo por HPV e HSV-2, bem como HPV e
CT, ndo apresentaram correlacio neste estudo. '* Entretanto, Finnan et al. (2006) ** detectaram
uma prevaléncia elevada de CT, HSV-1 e HSV-2 em amostras HPV positivas. HPV-AR e a co-
infeccdo HPV/CT ¢ HPV/HSV-1, mas nao HSV-2, estiveram associados com maior risco de
cancer cervical.

6% tem sido citada em

A expressdao do inibidor da quinase dependente de ciclina pl
pesquisas como marcador promissor das lesdes HPV-AR induzidas. No entanto, estudos
verificando se a expressao deste marcador estd aumentada em casos de co-infec¢do por CT nao

foi estudada. A expressdo de pl6™<*

pode ser avaliada quanto ao percentual de células que
expressam, pelo padrdo de expressdo e através da intensidade de expressdo. Nas pacientes
portadoras de HPV observou-se que 78,2% expressaram a proteina, sendo que a intensidade foi
moderada a forte em 54,5% dos casos ¢ o padrio difuso em 56,4%, conforme esperado. A
p16™* esteve superexpressa pela interagdo da oncoproteina E7 do HPV-AR e a pRb, resultando
na liberagcdo do fator de transcricdo E2F. Esta intera¢do ¢ andloga a fosforilagdo mediada pelas
CDKs, resultando no acmulo do inibidor, p16™** *’ Entretanto, nas pacientes portadoras de co-
infecgdo em nosso estudo, a expressdo de pl6™<* foi de 56,3% e ndo apresentou associa¢io
significativa (p=0,23). A expressao se apresentou de moderada a forte em 37,5% dos casos, sendo
o padrao difuso em 50,0%, ndo diferindo estatisticamente daquelas causadas pela presenca de
DNA-HPV.

Ki67 ¢ um antigeno de proliferagdo que tem sido relacionado a carcinogénese em

48,49

diferentes tipos tumorais. Infecgdes por HPV-AR e alteracdes no ciclo celular com maior
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expressio de Ki67 tem sido citados. 2> 2%?%° A infec¢do por CT tem sido sugerida como fator de
risco para HPV e, conseqiientemente para carcinogénese. = ** *’ Verificar se a co-infec¢io
aumenta a proliferacdo, através da determinagdo de Ki67 em relagdo a infec¢do causada pelo
HPV foi proposta neste estudo, uma vez que ndo se encontrou na literatura, estudos que
verificassem esta associag@o. No presente estudo, o Ki67 foi expresso em 50,0% dos casos de co-
infec¢do e em 34,0% dos casos positivos para DNA-HPV.

Através desta andlise imuno-histoquimica pretendiamos averiguar se algum destes
marcadores, ou a combinagdo dos dois poderia sugerir uma maior associagdo nas pacientes
portadoras de co-infec¢do, entretanto este achado ndo foi encontrado. Verificou-se que nao houve

. . . . ~ INK4
diferenga significativa na expressdo de pl6

e Ki67 nas pacientes portadoras de co-infecgao,
em relagdo a positividade para DNA-HPV. Da mesma forma que os resultados observados por
Fehér & Szalmaz (2006) e Zereu et al. (2007), nossos achados sugerem que a presencga de CT ndo
parece ser um fator associado a carcinogénese em colo uterino, se considerarmos os dados

obtidos nesta analise imuno-histoquimica. 1431

. . . ~ INK4,
Assim, embora mais da metade das portadoras de co-infecgdo tenha expressado a pl6™~*
e mais de um terco tenha expressado ambos os marcadores estudados, os resultados mostram

auséncia de associagcdo entre estas variaveis. No entanto, mais estudos envolvendo uma

amostragem maior sao necessarios para corroborar de forma mais conclusiva estes achados.
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Sex Trans Dis

ABSTRACT:
Objectives: Identify the frequency of co-infection by Human Papillomavirus (HPV) and
Chlamydia trachomatis (CT) in cervical lesions and relate this frequency with the

immunohistochemical expression of p16™**and Ki67, both oncogenicity markers.

Methods: Cross-sectional study with 86 women attended in a primary care unit of the city of
Porto Alegre-RS, Brazil. A cervical swab was collected for HPV-DNA and DNA-CT research,
through the Polymerase Chain Reaction technique (PCR), as well as for the research of HPV
oncogenic subtypes. The immunohistochemical analysis was performed with the biopsy cervical

tissue to identify the expression of the p16™"**and Ki67 cell cycle markers.

Results: The women with positive diagnosis of HPV-DNA had, in average, 37.4 £+ 1.8 years old

and those that presented coinfection, 37.3 & 3.6 years old. About 83.0% and 19.0% had positive
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diagnosis of HPV-DNA and DNA-CT, respectively. All the women with positive diagnosis of
DNA-CT had also positive diagnosis of HPV-DNA. Among the coinfection carriers, 56.0%
expressed pl6™ * (R=0.51, IC95%: 0,17-1,57). There was a statistically significant association
between the histological grade of the lesion and the Ki67 expression. All high-grade lesions,
50.0% of low-grade lesions and 31.0% of negative biopsies expressed Ki67 (p=0,004). A total of

37.0% of co-infection’s womens expressed both markers.

Conclusion: Although more than a half of the coinfection carriers have expressed pl6™~** and
more than one third have expressed both the markers studied, the results suggest the absence of
association between those variables. However, other studies involving larger samples are

necessary to corroborate such findings.
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Introduction:

The invasive cervical cancer is preceded by a spectrum of progressive abnormalities in the
epithelium, like the cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in the different histological grades. '

The persistent genital infection by the Human Papillomavirus (HPV) is decisive in the
cervical cancer etiology, being most common among young sexually active women. > The
estimation of sexually active individuals that get into contact with this virus range between 5%
and 80%, which are susceptible to develop an infection along the life course. >

Other factors such as age, marital status, age of the first sexual relation, number of sexual
partners, smoking, use of hormones and coinfections may influence the infection prognosis. *°
Another aspect to be considered are the social inequalities that contribute to limit the access to
effective prevention measures as the periodic tracking and vaccination. "*

A study carried out in 2006 compared women attended at private and public health cares
in Rio de Janeiro, Brazil and found that negative diagnoses and benign lesions were more
frequent in the private health service and malignant lesions in patients attended by the public
service. In this latter group, the biggest prevalence was of cytologically normal women, but
infected with HPV, suggesting a bigger exposure. ®

The bacterial coinfection by Chlamydia trachomatis (CT) in women with history of HPV
infection has been studied as a potential factor that contributes to the development of neoplasias
and cervical cancer. However, some authors have suggested that the previous infection by CT is
associated with a high risk to develop the disease, but other authors have not observed this

9-12

association. However, some studies suggest that this association is negative only in cases of

13-14

adenocarcinoma. Other authors also suggest the presence of the association between the

- - 15-1
presence of CT and the cervical carcinoma. ">
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In a study carried out in 2002, authors followed up for 26 years a group of 118 women that
developed cancer after being submitted to a preventive examination, in average, 5 to 6 years
before, and compared them with a group that remained with the normal examination. The authors
verified, through the Polymerase Chain Reaction technique (PCR), the presence of HPV-DNA
and DNA-CT, where the presence of CT was reported in 8% of the patients with cancer. This
result showed a relative risk of 17.1 (IC95% 2.6-infinite) of the patients with coinfection by HPV
and CT. 9

P16™* is a cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI) that reduces the cell cycle’s speed by
controlling the expression of the E2F transcription factor. The high-grade infection by HPV is
involved in the carcinogenesis and, the HPV integration in the human genome results in the
superexpression of E6 and E7 viral oncoproteins.'"® The E6 protein links to the p53 tumor
suppressor gene and causes the degradation and the subsequent genetic integrity loss. '° E7 HPV
interacts with the retinoblastoma protein (pRb) and neutralizes the function of this group’s

proteins, resulting in the release of the E2F transcription factor of the pRb-E2F complex. The

INK4A 20-21

E2F accumulation also induces the p16 activity.

In a study carried out by Benevollo et a/.(2006), the results found showed that none of the
negative cervical tissues evaluated through immunohistochemistry presented a positive diagnosis
for pl6™**, while there was a constant and significant increase in this marker’s positivity,
according to the histological grade, where 31.0% occurred in CIN 1 lesions, 90% in CIN 2 and
100% in CIN 3 and carcinomas (P<0.0001). Thus, the p16™* superexpression consistently

seems to point a high sensitivity (84.0%) and specificity (98.0%) to detect the high-risk HPV

with a high positive predictive value (97.0%) and negative predictive value (86.0%).
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The Ki67 monoclonal antibody reacts with a non-histone nuclear protein that is expressed
in a nucleus of proliferating cells through the cell cycle, except in GO and in the precocious G1
phase. 23,24 Several immunohistochemical studies with this antibody have shown an association
between this marker, the histological grade and the tumor development, suggesting that the Ki67
expression is a useful examination to inform the prognosis in connective tissue diseases, in
lymphoproliferative disorders and in some carcinomas. 23

Cells on the normal epithelium superficial layer usually remain at rest and do not express
Ki67, while cells on the basal layer usually do, due to this layer’s functional proliferative
character. *> Some authors have shown a relation between Ki67 and the lesion severity or the
growth rate, and its utility in the study of vulvar and vaginal lesion caused by HPV. 22
Therefore, the determination of Ki67 seems to be a relevant additional and complementary
examination in the detection and distinction of different lesion grades in the uterine cervix.

It’s known that the high-risk HPV, through oncoproteins, can deplete the action of
suppressor genes like the p53 and pRb, causing the superexpression of the CDK inhibitors. *
However, in coinfected patients, this effect has not been studied yet.

Knowing possible additional factors that may influence the HPV infection development
and identifying possible markers for such associations justify the need to study such associations
so that prevention, diagnosis and treatment measures can be planned. Thus, this study had the
purpose to verify the pl6™“** and Ki67 immunohistochemical expression in women with
positive diagnosis of HPV-DNA and/or DNA CT in women attended in a primary care unit in

Porto Alegre, in the South of Brazil.
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Subjects
It is a cross-sectional study that involved 86 women come from a primary care service,

selected from participants in a group study started in February 2003. This sample included
women that were submitted to examinations for HPV-DNA/DNA-CT and to uterine cervix

biopsy for histopathological analysis.

Methods
HPV-DNA and Chlamydia-DNA Research.
The HPV-DNA and DNA-CT research was carried out from uterine cervix samples

collected from all the women studied, through the PCR.
HPV-DNA Extraction

The extraction of DNA from the cervical-vaginal swab samples was carried out according
to the Proteinase K protocol. **

The technique was directed to the L1 gene and the primers used were My(09 and Myl11.
The PCR conditions were described by Bauer et a/ (1993) and Coutlée et al (2002). For the PCR
reaction internal control, p-globin primers were developed and tested in all the samples. *'*
For DNA-CT, the technique was standardized by Becker, 2005 ** using the CTP1 and CTP2
primers that flank a 201pb segment of the ORF number 4 of the critical Chlamydia trachomatis
plasmid. This segment is situated 2940pb from the single BamHI restriction site:
CTP1  5°... TAGTAACTGCCACTTCATCA... 3’
CTP2 5°... TTCCCCTTGTAATTCGTTGC... 3’

In order to control the reactions functioning, along with each DNA PCR of clinical

samples, a reaction positive control was tested, which consisted in a 450pb fragment
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corresponding to the Caski and SiHa cells (cells infected with the HPV virus), a 201pb fragment
corresponds to cells infected by CT; and a reaction negative control with the omission of any
DNA. In all the tested samples, primers complementing the human [/-globin gene were used as a
reaction internal control, and the gH20 and PC04 primers of the human B-globin constitutive
gene were used as controls.
Research of the most frequent oncogenic types

All the positive samples in the HPV-DNA screening were typed for AR (HPV-16, -18 and -
31), using specific primers corresponding to the regions E6 and E7 of the viral genome. The
amplification conditions and the primers used are based on the methodology described by Cuzick

et al (1994) ** (Table 1):

Table 1: PCR Primers and amplification conditions

Viral Type Sequence Ta® (°C)

5°...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)
HPV-16 54°C
5°...AAG GCC AAC TAA ATG TCA C...3’ (antisense)

5°..TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense)

HPV-18 70°C
5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)
31A° 5°.. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)

HPV-31 31S  5°..AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense) 52°C.

*Annealing temperature
Biopsies
Plates have been prepared from the biopsy paraffin blocks. These have been dyed through
the hematoxylin-eosin technique for the histological classification, according to Richardt criteria,
modified in this work to LSIL, HSIL.>>*® The LSIL category included the results with grade-1

cervical intraepithelial neoplasia diagnosis (CIN1) and the HSIL category included the findings
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with CIN 2 and 3 diagnosis®’. The diagnosis of absence of neoplasic alterations was found when
no alteration was observed, and this included the squamous metaplasia and /or chronic
inflammation diagnoses. Later, the cases were revised by the trained pathologists (MIE and LM)
from the Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA
[Center for Experimental Research of Hospital of Clinics of Porto Alegre — HCPA], RS-Brazil.
Immunohistochemistry

The samples were fixed in formalin and, embedded in paraffin, were cut out at 4
micrometers, depparafinized in xylene and after rehidrated. The antigen retrieval was made in
citrate buffer pH 6.0 and, later taken to microwave for 20 minutes. The sections were placed at
room temperarture and washed with phosphate buffer thre times. The plates were placed in After
the endogenous peroxidase blockage, the plates were re-hydrated and was submitted to
immunohystochemistry process. **>°

The antibodies used were p16INK4a, Neomarkers, CA, USA, clone 16P07 at the dilution of
1:75 and anti-Ki67, DAKO, Glostrup, Denmark, clone MIB-1, at the dilution of 1:30.

The expression pattern for p16™<*

in the squamous intraepithelial lesion (SIL) was graduated as
follows Bulten J. et al., 2006 *°: negative (-) if none of the cells expressed coloring, positive (-,
weak) if the percentage of cells that expressed ranged between 1-25.0%, (++, moderate) if the
percentage ranged between 26-75.0% e (+++, strong) if over 75.0% of the cells were stained,
both in cytoplasm and the nucleus. The cells’ expression pattern was divided into focal if the
expression was concentrated in some areas and diffuse if the expression was distributed
throughout the plate.

The Ki67 was considered as positive if the cells nucleus was brown-stained. In all the

samples, 100 to 200 cells were counted and, the results were expressed in percentage.
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Study’s Variables

The study conclusions were the genital infection by HPV and/or Chlamydia trachomatis
and the histopathological diagnosis of the uterine cervix lesions. The pl6™"* and Ki67
expression was related with such conclusions. The independent variables studied include

demographic, sexual behavior, reproductive data and relapsing morbidities.

Data Quality Control:

The information was stored in a double-type database, where 20% of the questionnaires
were selected at random and contrasted with the original ones. Possible errors and divergences
observed were corrected.

Statistical Analysis

In order to compare the categorical variables, the Chi-square test or Fisher’s exact test was
used, when recommended. The continuous variables were analyzed through the Student’s T test
and ANOVA. The findings with p value < 0.05 were considered as statistically significant. For
the analysis of data, the SPSS program version 13.0 was used.

Results
PCR for HPV and CT:

86 patients were analyzed, among which 83.0% (71/86) presented positive diagnosis of
HPV-DNA and 19.0% (16/86) of DNA-CT. All women with positive diagnosis of DNA-CT were
also positive for HPV-DNA (p=0.06). About 40.0% (34/86) were positive for HR-HPV, among
which 37.0% (6/34) were positive for CT-DNA. The most frequent HPV-AR was HPV-16

(50.0%), followed by HPV-31 (38.0%) and HPV 18 (12%).
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The average age of the patients with positive diagnosis of HPV-DNA was of 37.4 + 1.8 years old
and of those that presented coinfection, 37.3 + 3.6 years old.

The Table 2 describes the characteristics of women that presented coinfection (HPV-DNA
and DNA-CT). It was noted a statistically significant association of this coinfection with the

education level (p= 0.04).

192



Table 2. Characteristics of women with coinfection by HPV and CT in a group of 86
patients.

Variables Coinfection p
Value
Yes No

N (%) N (%)
Age 07 (44,0) 29 (41,0) 0.86
<35 years old 09 (56’0) 41 (59,0) ’
>35 years old ’ '
S e 05 (31,0) 38 (54,0) 0,16
Married 1 (65,0) 32 (46.0)
>kdn color 12 (75,0) 59 (84,0) 0,46
Non-white 04(259) 11 de0
Education
Ap to IncompleteElementary school 1° ao 02 (12) 22 (32) 0.04
Complete Elementary School to Incomplete 09 (56) 17 (24) ’
High School 05 (32) 31 (44)
Complete High School or higher
Menarche 05 (31) 19 (27) 0,76
< 12 years old 11 (69) 51 (73)
> 12 years old
First Intercourse 09 (56) 28 (40) 0,34
<17 years

02 (13) 22 (31)
17 a 19 years 05 (3 1) 20 (29)
20 years or olders
No. of Partners/ life 06 (37) 33 (47) 0,67
> 2 partnerss 10 (63) 37(53)
Up to2 partners
No. of pregnancies
More than 3 children (l)g (51;?) :3? g;) 007
< 3 children ®1) )

st

Age at the 1% Pregnancy 05 (31) 14 (20) 0,33
<17 years old 11 (69) 56 (80)
> 18 years old
?erfl Contraceptives (OC)use 14 (87) 50 (71) 0,22
No 02 (13) 20 (29)
?}zual Transmitted Disease(STD) 14 (87) 44 (63) 0,11
No 02 (13) 26 (37)
?mOk'“g 02 (13,0) 19 (27,0) 0,34
NZS 14 (87,0) 51 (73,0)
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No statistically significant association was observed between the anatomopathological

examination and the presence of coinfection (p=0.75) (Table 2).

Table 3. Anatomopathological characteristics of 86 patients with coinfection

Anatomopathological Co-infection

Yes No p*
HSIL 01 (16,7%) 05 (83,3%)
LSIL 11 (22,0%) 39 (78,0%) p=0,75
Normal 04 (13,3%) 26 (86,7%)

* p value for the Pearson y? test

In the immunohistochemical analysis, it was verified that among the 86 patients
evaluated, 56.0% of the coinfection carriers expressed the p16™<* (p=0.38; OR=0.51, CI95%:

0.17-1.57). In the presence of coinfection, the p16™<*

expression was from moderate to strong in
approximately 37.0% and the expression standard was diffuse in 50.0%. In the positive biopsies
for HPV-DNA, 78.0% expressed this protein, where the expression was from moderate to strong
in 54.0% of the cases and the standard was diffuse in 56.0%. Regarding the anatomopathological
analysis, 83.0% of the high-grade lesions expressed the p16I"~*. Among the low-grade lesions
and the negative biopsies, 72.0% and 60.0% expressed this protein, respectively (p= 0.43).

About 50.0% (8/16) of the women with coinfection expressed the Ki67 antibody. In

women infected by HPV, this expression was of 38.0% (p=0.73).
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There was a statistically significant association between the lesion’s histological grade
and the Ki67 expression. In 100.0% of the high-grade lesions, 50.0% of the low-grade lesions and
31.0% of the negative biopsies expressed Ki67 (p=0.004).

Regarding the two markers studied and the coinfection, it was verified that approximately
37.0% (p=0.31) of the women with co-infection and 29.0% (p=0.16) of the women without
coinfection expressed both markers.

The sensitivity, specificity and the positive and negative predictive values (PPV NPV)
were estimated for the pl6™"* and Ki67 markers in relation to the anatomopathological
examination. For the pl6™**, the sensitivity was of 25.0% (IC95%:0.7- 49.30.0%), the
specificity was of 72.9% (1C95%: 61.7- 84.0%), PPV of 17.4% (IC95%: 0 — 35.0%) and NPV
was of 81.0% (IC95%: 70.5-91.40%). However, in relation to the Ki67, it was verified a
sensitivity of 50.0% (IC95%:23-78.0%), specificity of 66.0% (1C95%:54-79.0%), PPV de 25.0%
(IC95%:8.4-42.0%) and NPV 85.0% (1C95%:75-96.0%). The table 3 describes the distribution of

the number of cells (%) that expressed both markers, p16™~* and Ki67.

Table 4: Number of cells that expressed both markers*

p16INK4a

No expression >1<10 >11 <50 cels >51 cels

cels

Ki67 Positive 06 (18.7) 0(0.0%)  04(12.5%) 22 (68.8%)

Negativoe 20 (37.0%) 04 (7.4%)  12(21.25%) 18 (33.4%)

* p value = 0.01 for the association (Fisher’s Exact Test)
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Discussion
Studies have shown that the HPV is a necessary factor for the development of precursor

lesions and cervical cancer; however, cofactors such as the use of oral contraceptives, other
hormones, parity, smoking and previous exposure to other sexual agents, such as Clamydia
trachomatis (CT) and herpes simplex virus 2, have been mentioned. "%

CT is a necessarily intracellular agent that infects the genital tract’s epithelial cells and the
ocular tissue. It is one of the most common pathologies worldwide with 89 million new
cases/year. Although it is quite often an asymptomatic infection, it is considered as a cause of
morbidity in sexually active women, causing severe sequelae like pelvic inflammatory disease,
ectopic pregnancy and tubal infertility. It is also associated with hypertrophy and induction of

39,41
’ In

metaplasia, suggesting that it may have any role in the cervical cancer etiology.
addition to that, there are evidences that women contaminated with HPV present a higher risk to
contract another infection, like that caused by CT. ** In this study, the frequency of HPV
infection was of 83.0% and CT infection, 19.0%. This percentage increased, if compared to other
studies’ result, possibly for the fact that it is a sample with a bigger probability to observe
positive women, provided that all the women studied were submitted to biopsy after alterations

2% 11 relation to the study developed by Denks

have been found in the colposcopic examination.
et al. (2007), was verified a prevalence of 8% of CT and a significant association of this infection
with high-risk HPV (OR=2.5, p<0.005), especially in women aged 41 years old or older.
However, the study carried out by Petersen et al.(2007), among the 581 women registered in a
colposcopy clinic, 560 women was evaluated (98%) for colposcopy and biopsy. It was observed a
ratio of infection probabilities for C. trachomatis of 2.1% (CI 95%:1.5-2.7). In this same study,

stratifying for the age, in patients aged 25 years old or younger, this value rises to 5.8% (CI95%:

3.8-7.8) and, in older women, this is only 0.9% (CI 95%: 0.4-1.4%).
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Education, in our study, showed to be significantly associated with coinfection. This fact
can suggest that education may interfere in the level of knowledge about risk factors, exposure
and information on means of prevention. De Lucca et al, (2006) comment an association between
the presence of CT infection and the low social-economic level (32.9% of the patients) in relation
to those from the medium or high social-economic classes (15.7% of the patients). A higher risk
of infection was also observed in the patients infected with the HPV virus, with a statistically
significant difference (p=0.016).” 1In relation to the viral types tested, our results point the HPV-
16 as the most frequent high-risk viral type, confirming the findings of other studies. '*****

A study developed in 5328 women aged between 15-44 years old in 8 countries presented
a prevalence of 0.2% of CT infection (C195%: 0.0-0.7%) in Spain and 5.6% (CI195% 3.4-7.8%) in
Nigeria, being higher within the age range between 15-24 years old (4.5, CI195%: 3.4-8.0%) than
within the age range between 25-44 years old (2.6, CI95%: 2.1-3.1). Researchers believe that
such prevalence data are low and do not express the findings in high-risk women. **

It is known that the HPV infection causes cytological alterations compatible with low-
grade lesion or more severe alterations. De Paula et al. (2007) 11 investigated in Minas Gerais,
Brazil, the presence of DNA-CT and HPV-DNA in 250 cervical-vaginal samples of normal
patients or patients with cytological alterations. Among them, 70.0% were negative, 40.0%
(100/250) were HPV-DNA carriers and 5.2%(13/250) presented a positive diagnosis of CT.
Among the positive samples for cytology, the HPV-DNA was detected in 73.3% of the cases and
the DNA-CT, in 9.33%. The higher coinfection rate, 15.4%, was found in the samples carrying
ASC-US/AG-US. An association between the HPV infection and the cytological alterations was
verified; however, for cases of CT infection or coinfection, such association was not observed.

Considering this fact and relating it to the results found in this study, it can be inferred that the
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association was not verified due to the low number of CT cases found. However, it can be noted
that only 4/16 (25%) of the cases present coinfection and normal anatomopathological result.

A case-control study performed with a group of 13.595 women started in 1991, with a 9-
year follow up, detected the presence of HPV- 6, -16, -18 and CT serum antibodies. The study
included 114 cases, where 72 were incidental and 42 were prevalent at the study entrance. The
HPV-16 seropositivity was associated with cervical cancer (OR=6.33, CI95%: 3.45-11.62). In
general, the CT infection did not show to be associated with the cervical cancer; however, when
the incidental case is evaluated, this association appears (OR=2.94, CI95%: 1.16-8.47).* The
research carried out by de Paula et al. (2007) 11 did not find any association between cervical
lesions and the CT infection or the CT and HPV coinfection.

Yet Madeleine ez al. (2007) ' found a significant association between the risk of cervical
carcinoma and the presence of CT antibodies, regardless of the HPV type. In relation to the
serotypes tested, 6/10 presented an association: serotype B (OR=3.6; C195%:1.5-8.4), serotype D
(OR=2.1; CI95%: 1.2-3.5), serotype E (OR=2.4; CI95%:1.4-3.9), serotype G(OR=3.0;
CI195%:1.1-7.9), serotype 1 (OR= 4.2; CI95%: 1.5-11.7), and serotype J (OR=2.3; CI95%: 1.0-
5.1). The serotypes C, F, H and K were not associated and presented a low prevalence in the
population.

In a study that evaluated the presence of HPV-DNA and the presence of coinfection with
Herpes virus type 2 (HSV-2) and CT in vulvar intraepithelial neoplasia (VIN) and in normal
tissue, the HPV-DNA was present in 75.6% of the cases, where 73% of them were HPV-16. In
the control group, HPV was detected in only 1 case (2.43%). In the group studied, among the 41
cases of VIN, HSV-2 was found in 6/41cases (14.63%) and, therefore, not different from the

control group. The bacterial infection by CT was also found in 6/41 cases (14.63%) in the group
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studied and, in 9.75% (4/41 cases) in the control group. The relation between infection by HPV
and HSV-2, as well as, HPV and CT, did not present any correlation in this study. 2 However,
Finnan RR et al. (2006)** detected a high prevalence of CT, HSV-1 and HSV-2 in HPV positive
samples. High-risk HPV and the coinfection of HPV-CT and HPV-HSV-1, but not HSV-2, were
associated with a higher risk of cervical cancer.

INK4 : - :
6 ) expression has been mentioned in

The cyclin-dependent kinase inhibitor (pl
researches as a promising marker for HPV-induced lesions. However, studies did not evaluated if
this marker’s expression is increased in cases of coinfection by CT. The p16™"* expression can
be evaluated in relation to the percentage of expressing cells, through the expression standard and
the expression intensity. In HPV-carrying patients, it was verified that 78.2% expressed the
protein, where the intensity was moderate to strong in 54.5% of the cases and the standard was
diffuse in 56.4% as expected. The pl6™"* appeared as superexpressed by the interaction of the
high-risk HPV E7 oncoprotein and the pRb, resulting in the release of the E2F transcription
factor. This interaction is analogous to the CDK-mediated phosphorylation, resulting in the
p16™%* inhibitor accumulation. " However, in patients with coinfection, in our study, the

16™%4 expression was 56.3% and it did not present any significant association (p=0.23). The

p
expression appeared to be from moderate to strong in 37.5% of the cases, where the standard was
diffuse in 50%, not statistically different from those caused by the presence of HPV-DNA.

Ki67 is a proliferation antigen that has been related to carcinogenesis in different tumor
types. >*** High-risk HPV infections and cell cycle alterations with a higher Ki67 expression
have been mentioned. *2%***° The CT infection has been suggested as a risk factor for HPV and,

9,39,46

consequently for carcinogenesis. This study’s proposal was to verify if coinfection

increases the proliferation, through the Ki67 determination in relation to the infection caused by
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HPV, provided that studies verifying this association were not found in literature. In this study,
Ki67 was expressed in 50.0% of the coinfection cases and in 34.0% of the positive cases of HPV-
DNA.

Through this immunohistochemical analysis, we intended to investigate if some of these
markers or the combination of both could suggest a bigger association in the patients with
coinfection; however, this finding was not observed. It was found that there was no significant

6™ and Ki67 expression in the patients with coinfection, in relation to the

difference in the p1
positivity for HPV-DNA. Just like the results observed by Fehér & Szalmaz (2006)°° and Zereu
et al. (2007) ', our findings suggest the presence of CT does not seem to be a factor associated
with cervical carcinogenesis, if we consider the data obtained in this immunohistochemical
analysis.

Thus, although more than a half of the coinfection carriers have expressed pl6INK4a and
more than one third have expressed both the markers studied, the results suggest the absence of

association between those variables. However, other studies involving larger samples are

necessary to corroborate such findings in a more conclusive manner.
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Resumo

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢é o principal fator etiologico do céancer cervical,
responsavel por cerca de 99,0% das neoplasias uterinas. Proteinas do ciclo celular como a
pl6™** ¢ o antigeno nuclear de proliferacio Ki67 tém sido empregadas como marcadores
celulares de oncogenicidade. As oncoproteinas E6 ¢ E7 interagem com genes supressores
tumorais p53 e pRb, culminando com a superexpressio de pl6™<*. O objetivo deste estudo foi
avaliar a presenca de DNA-HPV em 176 biopsias cervicais e relacionar os diferentes graus
histolégicos com a expressio imuno-histoquimica (IHQ) de p16™** ¢ Ki67. A presenca do
DNA-HPV foi observada em 75,0% das pacientes testadas, sendo 38,2% positivas para os tipos

virais de alto risco analisados (16,18 ¢ 31). Quanto a p16™<*

, verificou-se a expressao em 69,5%

das amostras, sendo esta expressa em 100,0% das neoplasias malignas. A expressao de Ki67 foi

estatisticamente significativa na associacdo com o grau da lesdo, sendo mais expressa nas lesdes
. x INK4A . . o

mais graves. A co-expressao dos marcadores pl6 e Ki67 foi presente em 86,5% das

amostras (p<0.001) sendo que o percentual de expressdao foi maior nas lesdes de alto grau e

cancer (p<0.001). Estes resultados sugerem uma forte associagdo entre a presenga de infecgdo

pelos HPV-AR testados e a superexpressdo de pl6™<* ¢ Ki67.

208



Introducao

O cancer cervical ¢ a segunda causa de malignidade entre mulheres no mundo, sendo
considerada causa de morbidade e mortalidade (Astbury K et al., 2006). A infec¢do persistente
pelo Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco (AR) representa o principal fator de risco
associado a carcinogénese cervical, sendo observado em até 99,0% dos casos (Valgareva et al.,
2004; Longatto Filho et al., 2005; Tsay et al., 2005).

Acredita-se que na populagdo em geral mais de 40,0% das mulheres sdo infectadas por
HPV-AR em algum momento na vida, sendo que 25,0% destas desenvolvem infeccdes
persistentes € um terco podera evoluir para lesdo intra-epitelial de alto grau em 5-6 anos apds a
infec¢do inicial (Hampl et al., 2007).

Os critérios cito-morfoldgicos para o diagndstico das lesdes pré-neoplasicas apresentam
grande variabilidade inter e intra-observador, justificando a necessidade de se aliar marcadores
imuno-histoquimicos (IHQ) para a otimizagao diagnoéstica (Keating et al, 2001).

Nos ultimos anos, estudos t€ém demonstrado que importantes fatores contribuem para o
processo de transformacdo maligna (Castellsagué X et al., 2002; Yokoyama M et al., 2003;
Wright JD et al., 2005). Além da infec¢do viral, entre estes fatores podemos citar a maior
susceptibilidade do hospedeiro e a propagacao clonal de células neoplasicas (Hampl et al., 2007).

Em células normais, a atividade das quinases dependentes de ciclina (CDKs), proteinas

controladoras do ciclo celular, ¢ regulada pelos inibidores de CDKs, incluindo a p16™5*

que
atua como supressora tumoral inibindo a CDK4 e CDK6 que fosforilam a proteina do

retinoblastoma (pRb). A perda da funcdo da p16™"* ¢ analoga & inativa¢do de pRb em células

com imortalidade induzida por virus, como por exemplo o HPV (Munro et al., 1999).
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A quebra do DNA-HPV no momento da integragdo no genoma do hospedeiro entre as
regides E1 e E2 do genoma viral, aumentando a expressao dos genes transformadores E6 ¢ E7
(Munger et al., 2004; Queiroz et al., 2006). A oncoproteina E6 interage com o gene supressor
tumoral p53, inativando-o; ja a proteina E7, interage com a proteina do retinoblastoma (pRb),
induzindo a liberacdo do fator de transcricdo E2F e estimula a progressao a fase S do ciclo
celular, causando o aumento dos niveis de expressdo do inibidor da quinase dependente de
ciclina, pl6INK4a (Propioleck et al., 2004; Queiroz et al., 2006; Horn et al., 2006). Assim, a
indugdo da proteina p16™<* ¢ um fator presente nas lesdes pré-malignas e malignas causadas
pelo HPV no colo uterino e tem sido considerado um marcador de displasia, superexpresso nestas
lesdes (Kim et al., 1998; Van de Pute et al., 2004; Ekalaksananan et al., 2006, O’Neill et al.,
2006).

Varios autores tém descrito o papel da pl6™~* nas neoplasias de colo uterino, para
confirmar resultados citologicos equivocos, pela sua importancia aliada ao teste de DNA-HPV,
como ferramenta diagnoéstica, ou na analise prognostica das lesdes (Riidger et al., 2002; Van de
Putte et al., 2003; Volgareva et al., 2004; Longatto Filho et al., 2005; Jeong et al., 2006;
Ekalaksananan et al., 2006; Queiroz et al., 2006; Rocha A et al., 2007).

A atividade da p16™* tem sido estudada em outros tipos tumorais ou mesmo aliada a
outros marcadores para elucidar diagnosticos (Keating et al., 2001; Walts et al., 2006; Samama et
al., 2006; Horn et al., 2006; Liang, et al., 2007). Esta proteina também tem sido relacionada a
mecanismos genéticos como mutagdo, hipermetilacdo ou perda de heterozigosidade, os quais
estariam envolvidos na sua inativagao (Park et al., 2001; Virmani et al., 2001; Yang et al., 2004;

Volgareva et al., 2004).
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A expressao de Ki67 tem sido relatada por diferentes autores em varios tipos de lesdes
malignas, como vulva, pénis, mama, es6fago e cérvice uterina, indicando a presenga de atividade
mitotica (Hong et al., 1995; Fernandes et al., 2002; Koyamatsu et al., 2003; Agoff, et al., 2003;
Longatto Filho et al., 2005). O Ki-67 ¢ um antigeno de prolifera¢do celular, ndo-histona, presente
no nucleo da célula o qual € expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO (Walts et
al., 2006). A expressao de Ki67 no tergo superior da camada basal do epitélio metaplasico € um
evento que ocorre em lesdes ativas e ¢ um forte preditor de proliferagdo e progressdo,
aumentando sua expressdo paralelamente com a agressividade da lesdo (Longatto Filho et al.,
2005).

ot . ~ INK4
Com objetivo de verificar a expressdo dos marcadores pl6

e Ki67 em diferentes graus
de lesdes cervicais foram analisadas biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas em dois

Hospitais da Rede Publica de Porto Alegre, regido Sul do Brasil, Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA) e Grupo Hospitalar Conceicao (GHC).

Material e Métodos

Este ¢ um estudo com delineamento transversal que arrolou um total de 174 mulheres que
realizaram bidpsia de colo uterino entre fevereiro de 2003 e dezembro de 2006. Um fluxograma
da origem destas amostras ¢ apresentado na Figura 1. Todas apresentaram o diagnostico histo-

patologico realizado no centro de origem.
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174
Biopsias de colo

uterino
85 bidpsias 89 lavados cérvico- )
Provenientes do vaginais > DNA‘HPV ¢ tipagem
HCPA Provenientes do GHC viral, IHQ
\ 4
Biopsias, IHQ
55 30
Biopsias Biopsias
HQ DNA-HPV, IHQ

Fig. 1: Fluxograma de obtencdo das amostras deste estudo
Amostras
Na amostra de mulheres proveniente do GHC (89) foi realizado o teste da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo da presenga ou ndo de DNA-HPV em material
coletado do colo uterino e estocado a -20 °C até a extracdo do DNA. As amostras DNA-HPV
positivas foram tipadas para os HPV-AR mais prevalentes (HPV-16, -18 ¢ -31).
Na amostra do HCPA (85), 30 mulheres foram pesquisadas apenas para presenca de DNA-

HPV pela técnica da PCR e IHQ e 55 apenas pela técnica de [HQ. .

Extracdo de DNA-HPV
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A extragdo de DNA das amostras de lavado cérvico-vaginal das 89 pacientes do GHC e das

amostras do HCPA foi realizada de acordo com o protocolo de Proteinase K (Sambrook J. et al.,

1999).

A técnica foi direcionada para o gene L1 e os primers empregados foram My09 e My11. As

condi¢des da PCR foram descritas por Bauer HM et al (1993) e Coutlée F et al (2002). Para o

controle interno da reacdo de PCR, primers de B-globina foram empregados nestas reagdes para

verificar a viabilidade do DNA testado. (Bauer & Manos, 1993).

Pesquisa dos tipos oncogénicos mais freqiientes

Todas as amostras positivas na triagem DNA-HPV das 89 pacientes do GHC foram tipadas

para os AR mais freqientes (HPV-16, -18 e -31), utilizando-se primers especificos

correspondentes a regido E6 e E7 do genoma viral. As condigdes de amplificacdo e os primers

utilizados estdo baseados na metodologia descrita por Cuzick et al (1994) (Tabela I):

Tabela 1: Primers e condigdes de amplificagdao por PCR

Tipos Virais | Sequéncias Ta" (°C)

5°...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)

HPV-16 54°C
5’..AAG CC AAC TAA ATG TCA C...3’ (antisense)
5°..TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense) 20°C

HPV-18
5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)
31A 5. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)

HPV-31 31S  5°..AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense) 52°C

"Temperatura de Anelamento
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Para o controle das reagdes, foi ensaiado para cada PCR de DNA de amostras clinicas, um
controle positivo de reagdo, que consistiu em um fragmento de 450pb correspondente as células
Caski e SiHa (células infectadas com o virus HPV) e um controle negativo de reagdo sem a
presenca de qualquer DNA. Em todas as amostras clinicas foi realizado um PCR multiplex
utilizando primers My09/My11(correspondente ao gene L1 do do genoma viral do HPV e
primers complementares ao gene da P-globina humana (gH20 e PC04) [32]. Os primers de (-

globina foram empregados nestas reagdes para verificar a viabilidade do DNA testado.

Bidpsias

Apo6s a selegdo dos blocos de parafina das bidpsias, novas laminas foram preparadas e
coradas pela técnica da hematoxilina-eosina para a revisao histoldgica, que foi realizada por
patologista treinado (MIE) (Jalava P et al., 2006).

Imuno-histoquimica (IHQ)

As 174 bidpsias cervicais, fixadas em formalina, embebidas em parafina foram cortadas
(4pm de espessura) e desparafinizadas em xileno, seguidas de rehidratagdo. Para a recuperacao
antigénica, as laminas foram aquecidas em tampao citrato pH 6,0 em forno micro-ondas por 20
minutos. Os cortes foram deixados a temperatura ambiente e lavados com tampao-fosfato trés
vezes por 5 minutos cada. Apds o bloqueio da peroxidase endogena, os cortes foram re-
hidratados e as laminas foram submetidas ao processo de imuno-histoquimica (Mills B, 1992;
Santos RTM et al, 1999).

Para a determinagdao da expressio da P16™* foi utilizado o anticorpo p16INK4A
(Neomarkers Ab-7, clone 16P07, cat#AP-9003, Califérnia, USA) empregando a técnica acima

descrita. As coloragdes citoplasmatica e nuclear foram avaliadas e consideradas positivas para a
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expressio da pl6™"*. A intensidade de expressdo foi graduada conforme Bulten et al. (2006)
que consideraram negativo (-), se nenhuma célula expressou coloragdo, positivo (+) se o
percentual de células que expressaram variou de 1-25,0%, positivo (++) se o percentual variou de
26-75,0% e positivo (+++) se mais de 75,0% das células foram coradas. O padrao de expressao
também foi avaliado e considerado focal se a expressdo estava concentrada em algumas areas e,
difuso, se a expressao estava distribuida por toda a lamina.

O anticorpo Ki67, clone MIB-1 (DAKO, Glostrup, Denmark), foi incubado por 12 horas, a
4 °C, na dilui¢do 1:200, seguido da aplicagdo do complexo-estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB, Dako), revelacdo com diaminobenzidina tetraidroclorido (Kit DAB, Dako) e contrastado
com hematoxilina. A reagdo teve como controle positivo para Ki67 um corte contendo linfonodo
com hiperplasia reacional, sendo o controle negativo realizado no mesmo tipo de amostra sem o
anticorpo primario. Foi considerada expressdo positiva para Ki67 a coloracdo nuclear acima de
5,0% das células da camada basal.

Variaveis do Estudo

Os desfechos do estudo foram o diagndstico histopatoldgico das lesdes do colo uterino, a
tipagem do DNA-HPV e/ou HPV-AR (HPV-16,-18 e -31). Os resultados do exame
histopatolégico foram categorizados em normal, lesdao de baixo grau (LSIL), lesdo de alto grau
(HSIL) e cancer invasor. Na categoria LSIL foram incluidos os resultados com diagndstico de
neoplasia intra-epitelial-cervical grau 1 (NIC I) e na categoria HSIL, os achados com diagndstico
de neoplasia intra-epitelial cervical graus 2 e 3 (NIC II , III) e cancer invasor. Os resultados de
DNA-HPV foram classificados em duas categorias: presenga ou auséncia de HPV e/ou HPV-AR.

INK4a

As expressoes de P16 e Ki67 foram relacionadas com estes desfechos.

Controle de Qualidade dos Dados
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Todas as informagdes foram armazenadas em um banco de dados com dupla digitagdo. Um
total de 20,0% dos questionarios foi selecionado aleatoriamente e conferidos com os originais
para verificar possiveis erros e incongruéncias.

Analise Estatistica

Para a comparagdo das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui-Quadrado ou Teste
Exato de Fischer quando indicado. As varidveis continuas foram analisadas através do teste ¢ de
Student ¢ ANOVA. Foram considerados significativos os achados com valor de p<0,05. Para
analise dos dados foi utilizado o programa SPSS versao 13.0.

Resultados

As mulheres estudadas apresentaram uma idade média de 38,5 + 13,2 anos. Ao estratificar-
se de acordo com o grau histoldgico da lesdo, observou-se que a idade média das mulheres sem
altera¢do ao exame anatomopatologico foi 45,6 + 14,7 anos, naquelas com lesao de baixo grau, a
média foi 34 £ 12,5 anos. J4, para as portadoras de lesdao de alto grau, a média foi 28,2 £ 11,7
anos e nas mulheres com cancer a média foi 41 + 7,2 anos.

Analise de HPV-DNA

Do total de pacientes, 68,4% (119/174) tinham resultado para pesquisa de DNA-HPV,
sendo que 87,4% (104/119) eram positivas. Em 75,0% (89/119) das pacientes que realizaram
DNA-HPV foi feita tipagem para DNA-HPV-AR (-16, -18, -31) sendo 38,2% (34/89) positivas.
Houve uma associagdo estatisticamente significativa entre a presenca de DNA-HPV (p=0,01) e

DNA-HPV-AR testados (p<0,001) e o grau de lesdo histologica (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicio da freqiiéncia do diagnéstico anatomopatolégico de acordo com

a presenca de HPV-DNA e/ou HPV-DNA-AR.
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Anatomopatologico N HPV-DNA + p* HPV-DNA-AR (%) p*

Normal 62 24 (38,7%) 08 (33,3%)

Baixo grau 78 72 (92,3%) 0,01 22 (28,2%) <0,001
Alto Grau 08 08 (100%) 04 (50,0%)

Cancer 26 NR NR

Total 174 104 34

NR - nao realizado; DNA-HPV-AR — DNA de HPV de alto risco;

* valor de p — teste y* para HPV-DNA e/ou HPV-DNA-AR versus diagnostico
anatomopatologico

N=n° de pacientes; HPV-DNA: presenca de DNA-HPV

Expressdo de p16'N<*

Considerando as 174 biopsias avaliadas para a expressio de ple™ *

independente do
diagndstico anatomopatologico, verificou-se que esta foi expressa em 69,5% (121/174), e destas,
83,5% (101/121) apresentaram padrao difuso e 16,5% (20/121) padrao focal.

Entre as amostrs DNA-HPV positivas (104/119), 79,8% (83/104) expressaram p16INK4al no
nucleo e/ou no citoplasma e esta associagdo foi estatisticamente significativa (p=0,009; OR=4,52;
1C95%: 1,47-13,87). Entre as mulheres positivas para DNA-HPV-AR, 85,7% (29/34)

INK4
expressaram pl6

, sendo a intensidade de expressao de moderada a forte em 52,0% (p=0,01;
OR=2,98; 1C95%:1,31-6,82) e padrao difuso em 62,0% dos casos (p=0,47; OR=1,65; 1C95%:
0,60-4,56). Em relagcdo a presenca de HPV-16, observou-se uma associa¢do estatisticamente
significativa (p=0,007) com a expressao de p16INK4a, sendo esta expressa em 100,0% dos casos

(16/16).
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A tabela 3 descreve a associagdo entre o diagnostico anatomopatologico e a expressao de
p16™5* Houve uma maior expressdo desta proteina nas lesdes de alto grau e esta associagdo foi
estatisticamente significativa (p<0,001). O mesmo foi observado em relagdo a intensidade de
expressdo de p16™** de moderada a forte (p<0,001) e quanto ao padrio difuso (p<0,001).

A expressdo de p16™* em relagdo & presenga de DNA-HPV foi analisada de acordo com
sua intensidade e com o padrao de expressdo. A intensidade foi moderada a forte em 59,0% das
biopsias DNA-HPV positivas e, em 13,0% das negativas (p=0,004). Quanto ao padrao, este foi
difuso em 66,0% das amostras HPV positivas e em 33,0% das negativas. Para os tipos virais de
alto risco, esta associagdo também foi estatisticamente significativa (p<0,001; OR=7,02; IC95%:

2,48-19,90). A figura 2 ilustra a expressdo imuno-histoquimica da p16™%* .
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Fig 2. Expressao forte e difusa de p1 em caso de lesdo de alto grau (A=100x, B=400x)

Tabela 3. Expressao de p16INK4a de acordo com o diagnostico anatomopatologico

Diagndstico Anatomopatoldgico

Normal Baixo Grau Alto Grau Cancer Tota

Variaveis (62) (78) (8) (26) 1 p*
N (%) N (%) N (%) N (%) N
x INKda <0
Expresséo de p16 26 (41,9) 62 (79,5) 7 (87,5) 26 (100) 121 ooi
Intensidade de Expressao Moderada a
Forte (%) 14 (22,6) 43 (55,1) 7 (87.,5) 25(96,2)
Padréo de Expressdo
Difuso 17 (65,4) 51(82,3) 6 (87,5) 26 (100)
Focal 9 (34,6) 11(17,7) 1(12,5) 0 (0)

* Valor de p -Teste xz
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Expressao de Ki67
Entre as amostras positivas para DNA-HPV, 87,4% (104/119), 36,1% (43/104) expressaram
o marcador Ki67 (p=0,78; OR=1,41, 1C95%: 0,45-4,42). A expressao de Ki67 foi observada em
47,0% (16/34) das amostras positivas para HPV de alto risco (p=0,19; OR= 1,99, 1C95%: 0,82-
4,81).
A Tabela 4 descreve a expressao de Ki67 em relagdo ao diagndstico anatomopatoldgico e
esta associagdo foi estatisticamente significativa (p<0,001).

Tabela 4. Expressao de Ki67 de acordo com o diagnodstico anatomopatolégico em 74

bidpsias
Diagnostico Anatomopatolégico
Varidveis Normal (62) Baixo Grau (78) Alto Grau (8) Cancer (26)
N (%) N (%) N (%) N (%) p<0,001
Expresséo de Ki67 19 (31,0) 28 (35,9) 8 (100,0) 19 (73,0)

* Valor de p -Teste xz

Co-expressdo de p16'N<4a

e do antigeno Ki67
A co-expressdo dos marcadores pl6™<** e Ki67 foi observada em 86,5% (64/74) das

amostras (p<0,001; OR=4.83; 1C95%: 2,24-10,48) (Tabela 5).
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Tabela 5. Co-expressdo de p16 e do antigeno de Ki67 em 74 biopsias

Expressdo de p16'

Varidvei Positivo = Negativo
iaveis N (%) N (%) o*
Expressao de Ki67
Positivo 64 (86,5) 10(13.5)
Negativo 57 (57,0) 43 (43,0)

<0,00

* Foi considerado positivo quando ocorriam 5 ou + células com nucleos positivos para

Ki67.

A Tabela 6 descreve o percentual de células que expressaram os dois marcadores,

INK4 .
6 " e, verifica-

observando a relacdo entre a quantidade de células que expressaram Ki67 e pl
se que 4 medida que aumenta a expressio de pl6™** aumenta também, o percentual de células
que expressam Ki67. A Tabela 7 apresenta a relacdo de expressdo dos dois marcadores,
considerando o grau histologico. Nesta tabela observa-se que o percentual de expressao de ambos

os marcadores foi maior nas lesdes de alto grau e cancer (p<0,001).

Tabela 6. Descricao do percentual de células que expressaram ou nio os marcadores

Expressio de p16™**
Variaveis Quantidade de Células Expressas
Exs::slsao 213<10 >104S50 >S50
() () o
N (%) N (%) N (%) N (%)

Expresséo de
Ki67 <0,00

Positivo 10 (13,5) 1(1,3) 70,5 56757 1

Negativo 43 (43,0) 33,0 16 (16,0) 38 (38,0)

* Valor de p -Teste
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Tabela 7. Distribuicio da freqiiéncia da co-expressao de p16'NK4a e Ki67 de acordo

com o grau histolégico das lesdes

Avaliacdo Anatomopatologica

Variaveis
Normal (62) Baixo Grau (78) Alto Grau (8) Cancer (26) p*
N (%) N (%) N (%) N (%)
x INK4a
Co-Expressao de p16 ™" 13 (21,0) 25 (32,0) 7(87,5) 19(73,0) %00

Ki67

1

* Valor de p -Teste

Discussao

O estudo de diferentes etapas da carcinogénese em um modelo que inclui estagios precoces
do desenvolvimento do cancer tem implicacdes clinicas importantes. No cancer do colo uterino,
nem sempre as alteragdes precoces precedem aquelas do cancer em estagio mais avangado. Este
fato tem levado varios pesquisadores a monitorar a evolugao destas lesdes por acompanhamentos
periddicos através da citologia, colposcopia e bidpsia (Kinney WK et al., 1998; Manos M et al.,
1999; Nieh S et al., 2003; Tu SP et al., 2005). Embora dentro de um contexto geral, a infecgado
pelo HPV possa levar a lesdes invasoras, esse fato pode ser prevenido pelo estudo histopatologico
criterioso das lesdes pré-neoplasicas. E de extrema importancia a busca por parimetros mais
objetivos que estejam associados com as lesdes precoces e que possam refletir a progressao para
malignidade. Este estudo teve como objetivo verificar a expressio de pl6™<** e Ki67 em
diferentes graus histologicos de lesdes cervicais e associar esta expressao a presenca de DNA-
HPV e DNA-HPV-AR mais freqiientes. A presenca do virus, bem como sua associagdo com

lesdes cervicais tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores (Keating et al., 2001; Park et
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al., 2003; Longatto Filho et al., 2005; Schlecht et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Hampl et al.,
2007). Apesar de este fato ser relevante e ja bem documentado, em alguns casos, o DNA-HPV
ndo pode ser demonstrado ou, mesmo na presenca do virus, algumas pacientes apresentam
padroes prognoésticos diversos, com grande variagdo no tempo e na extensdao da doenca. Para
elucidar essas variagdes, outros fatores de risco e alguns marcadores moleculares t€m sido
estudados nas ultimas décadas (Meekin GE et al., 1992; Ho GY et al., 1994; Kristiansen E et al.
1994).

O perfil epidemiolodgico das pacientes deste estudo revela uma idade média de 34 anos para
portadoras de lesao de baixo grau, 28 anos para aquelas com lesdo de alto grau e 41 anos para
aquelas com diagndstico de cancer. Este achado difere do que foi descrito por Misra J et al (2006)
e Yoshida T et al. (2007) que sugerem uma progressao relativamente lenta das lesdes cervicais,
sendo as lesdes mais graves observadas em idades mais avangadas. O mesmo nao foi observado
em um estudo realizado por Ishikawa et al. (2006), que verificou o predominio das lesdes de alto
grau em mulheres com idade entre 30-39 anos. Uma explicacdo para estes achados poderia ser a
distribui¢ao etaria da populagdo estudada que inclui maior proporc¢ao de jovens, bem como, pelo
padrao de comportamento sexual, sugerindo uma maior exposi¢do destas e, conseqiientemente
maior risco deste tipo de lesdo nestas pacientes.

A progressao das lesdes de baixo grau, em geral mais comum com HPV-AR, ¢ geralmente
acompanhada da integracao viral a célula hospedeira. Neste estudo, curiosamente observa-se que
nas lesdes de baixo grau ha um predominio de DNA-HPVs-AR. Este achado ressalta a
importancia do acompanhamento destas pacientes ja que estas lesdes tém um maior potencial a
progressao para lesoes de alto risco com a passagem do tempo. Este fato corrobora os resultados

descritos por outros autores (Kim et al., 1998; Alexandrova et al., 1999; Chan et al., 2002; Isaka
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K, 2004; Herrero, R, 2005; Sichero L, 2007). Estes autores sugerem que a presenca do virus AR
esta fortemente associada as lesdes precursoras de cancer de colo uterino. Em adigdo, os tipos
virais de alto risco estudados (HPV-16, -18 e -31) também tém sido descritos por outros autores
como associados a lesdes intra-epiteliais potencialmente ativas (Ishikawa et al., 2006; Queiroz et
al., 2006, Samama et al., 2006).

Neste estudo, o HPV-16 foi observado em 23,9% e o HPV-31 foi o segundo tipo mais
detectado. De acordo com alguns investigadores estes tipos virais estdo relacionados a lesdes
mais graves e também a uma expressdo mais intensa de p16™ - (Alexandrova et al., 1999; Chan
et al., 2002; Juneja A et al., 2003; Ishikawa et al., 2006; Hampl et al., 2007).

A P16™* ¢ uma proteina codificada pelo gene CDKN2A, localizado no cromossomo
9p21 que codifica também a p14**", uma proteina supressora tumoral que exerce seu efeito na
rota da p53 (Kong et al., 2006, Astbury et al., 2006). A p16™* atua como proteina supressora
tumoral através da inibicao das quinases dependentes de ciclina 4 e 6, as quais fosforilam pRb, e
sua expressao vem sendo empregada pela sua alta sensibilidade e especificidade de detecgao das
lesdes ativas, causadas por HPV-AR. Neste caso, as oncoproteinas virais ao integrarem a célula
hospedeira, desestabilizam o genoma viral provocando a perda de E2, aumento da expressao de
E6 e E7, desregulando o ciclo celular (Motoyama et al., 2004, Yoshida et al., 2007). Desta forma,
a atividade das proteinas supressoras tumorais p53 e pRb, depletados pelas oncoproteinas E6 ¢ E7
respectivamente, por efeito feed-back positivo contribuem para uma maior expressao da proteina
inibidora da quinase dependente de ciclina, pl6™"*. Verifica-se nestes casos uma menor
vigilancia nos “pontos de checagem” do ciclo celular, tanto em G1 como na fase M. A expressao
imuno-histoquimica e seu acimulo nas células epiteliais do colo uterino podem ser expressos no

citoplasma ou no nticleo (Motoyama et al., 2004, Yoshida et al., 2007).
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A expressio de p16™* esteve presente em 69,5% das bidpsias, em especial nas pacientes
HPV positivas (104/119). Nossos resultados mostram uma alta prevaléncia de expressao de
p16™%* entre as amostras DNA-HPV positivas; 79,8% (83/104) expressaram este marcador no
nucleo e/ou no citoplasma e esta associacdo foi estatisticamente significativa (p=0,009, OR=
4,52; 1C95%: 1,47-13,87). Ja entre as mulheres positivas para DNA-HPV-AR, 85,7% (29/34)
expressaram p16™<* | sendo a intensidade de expressdo de moderada a forte em 52,0% (p=0,01,
OR 2,98; 1C95%:1,31-6,82) fato também estatisticamente significativo. Em relacao a presenca de
HPV-16, tipo mais freqiiente na carcinogénese cervical, observou-se uma associagao

estatisticamente significativa (p=0,007) com a expressio de pl6™<*

, sendo esta expressa em
100,0% dos casos (16/16).

Estes achados estdo de acordo com outros estudos, os quais demonstraram que a presenca
de HPV-AR estid fortemente associada a inativacgio de pRb e expressio de pl6™<* e,
conseqiientemente associadas a presenga do tipo 16, que € o mais comumente encontrado em
nosso meio (Kruse et al., 2004; Tsai et al., 2005; Samama et al., 2006).

No que diz respeito a expressio da proteina pl6™<*

, em relagdo ao diagnostico
anatomopatologico verificou-se uma maior expressao e intensidade, bem como o padrao difuso
nas lesdes de alto grau e cancer. Comparativamente entre os tipos de diagnostico histopatologico
e a expressdo de p16™*, todos os valores mostraram significAncia estatistica, conforme a Tabela
3. Na maioria das amostras de nosso estudo o padrao de expressao foi difuso (83,5%) enquanto
apenas 16,5% foi focal. Essas freqiientes alteracdes podem representar um maior risco de
desenvolvimento de cancer em mulheres deste estudo e nas brasileiras em geral onde cerca de

30,0% das pacientes podem progredir para o cancer cervical (Cavalcanti SMB et al., 1996). Este

resultado estd de acordo com o descrito por outros investigadores (Ekalaksananan al., 2006;
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Lambert et al., 2006). Considerando-se que os exames de PCR sdo mais trabalhosos, alguns
investigadores usam a IHQ como um teste de rastreamento e a coloragdo nuclear e/ou
citoplasmatica na biopsia, pode ser considerada um marcador promissor para as alteragcdes
celulares, mesmo sem os testes confirmatorios de DNA-HPV. Entretanto, a técnica de IHQ pode
ser falsamente positiva, devido a presenca de anticorpos instaveis, com validade ultrapassada,
recuperagdo antigénica incompleta, ligacdes inespecificas com proteinas do hospedeiro ou com
proteinas virais (Greenblat MS et al., 1994). Assim, poucos casos podem representar resultados

6™ % seja bastante sensivel e

falsos positivos, embora a maioria das vezes, a expressao de pl
especifica nas lesdes. Ainda em outras situacdes usando anticorpos monoclonais, certas
condi¢cdes podem levar a resultados falsos negativos, como quando um epitopo que poderia ser
reconhecido pelo anticorpo estd inacessivel por ligacdes com outras proteinas inespecificas,
resultando em coloracao negativa. Estes eventos podem ser prevenidos com o uso de laminas de
controle, sabidamente positivas, processadas em conjunto com o grupo de laminas testadas
(Greenblat MS et al., 1994). Em nosso estudo este procedimento foi executado, excluindo essas

INK4a

possibilidades e ndo foram encontrados casos negativos para pl6 com a presenca de lesdo

histologica.

INK4: . .
* em um percentual de amostras com histologia normal. Esse

Houve expressao de pl6
fato pode sugerir a presenca de infeccdo por HPV, em especial, de outros tipos de alto risco ndo
testados nesta pesquisa, no inicio das alteragdes do ciclo celular. Conforme sugerido por Lambert
et al. (2006), a expressdo da proteina também pode ocorrer na auséncia de infecgdo viral,
inativacdo de pRb e por mecanismo independente de HPV. Entretanto, a auséncia de alteragdes

anatomopatologicas pode ocorrer em virtude de dificuldades diagnodsticas, pela presenca de

alteragdes ténues que ocorrem no inicio do processo, quando a detec¢do ainda ¢ dificil ou ndo
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visualizavel pela colposcopia, pela citologia e ou bidpsia com material inadequado. Embora a

expressdo de pl6™<*

e a presenga de DNA-HPV estejam associadas as lesdes de baixo grau ou
em alteragdes reativas, passiveis de regressao espontanea, Negri G et al. (2004) verificaram um
aumento da probabilidade de progressdo das lesdes de baixo grau ou da persisténcia viral em
mulheres com padrio difuso de pl6™"*. Os achados deste estudo apresentam também um
predominio deste padrao nas lesdes, o que justificaria um acompanhamento destas mulheres, ja
que estas tém um risco potencialmente elevado de progredir para lesdes mais graves
(Ekalaksananam et al., 2006).

A expressao do antigeno nuclear Ki67 esta presente em células proliferativas do ciclo
celular e ausente na fase GO (repouso). Sua presenga tem sido estudada em muitos tipos de
neoplasias incluindo colon-reto, bexiga e mama, onde ¢ usado como um indice de proliferagao
celular substituindo o exaustivo método de contagem de mitoses. Aqui, foi estudada a expressao
de Ki67 com anticorpo monoclonal MIB-1, o qual detecta as células em mitose em cortes
embebidos em parafina, com o objetivo de avaliar se lesdes mais graves poderiam ter um indice
de proliferagio maior e, entdo sugerir, uma provavel evolugcdo para neoplasia invasiva.
Encontramos 74 casos (42,5%) com expressdao de Ki67 entre os 174 casos estudados. Na
avaliacdo por diagndstico histopatoldgico essa positividade revelou ser mais importante nas
lesdes de alto grau (100,0%) e no carcinoma invasor (73,0%), e as correlagdes foram
estatisticamente significativas, como pode ser visto na Tabela 3.

O antigeno de proliferacao celular Ki67 tem sido citado em alguns estudos como tendo sua
expressao aumentada em lesdes proliferativas, sendo indicado como marcador prognéstico em

tumores (Keating et al., 2001; Carrilho et al., 2003; Sarian et al., 2006; Queiroz C et al., 2006). A

imunopositividade para Ki67 reflete uma agdo entre a atividade proliferativa, grau de neoplasia
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intra-epitelial cervical (NIC) e a presenga de DNA-HPV. Este antigeno tem aplicagdo pratica na
identificacdo de lesdes adjacentes a NIC, separando-as de lesdes benignas, como epitélio
escamoso atrofico, metaplasia escamosa imatura ou epitélio de transi¢do, nos quais ha uma baixa
expressao. Esta proteina parece ser importante também na distingdo de margens cauterizadas de
NIC 3 daquelas nao-displasicas (Mc Cluggage, 2006). A positividade nuclear de Ki67 no ter¢o
superior do epitélio é um forte indicador de lesdo de alto grau; entretanto para as lesdes de baixo
grau a variabilidade na expressdo deste marcador, tanto no nimero de células quanto na
intensidade de expressdo ¢ uma causa de erro na interpretagdao (Keating et al., 2001). A alteragao
histologica predominante no estudo de Keating et al (2001) foi a LSIL (lesdo de baixo grau),
geralmente associada a infec¢ao por HPV. Em 2005, Baak e colaboradores, apresentaram um
elevado valor preditivo positivo deste marcador para as lesdes de baixo grau, que podem
progredir. Este fato poderia diminuir os custos para servigos de saude, evitando tratamentos
desnecessarios nessas lesdes.

Entre as amostras positivas para DNA-HPV (104/119) de nosso estudo, 36,1% (43/104)
expressaram o marcador Ki67 (p=0,78, OR=1,41, 1C95%: 0,45-4,42). A expressao de Ki67 foi
observada em 47% das amostras positivas para DNA-HPV-AR (p=0,19, OR= 1,99, 1C95%: 0,82-
4,81). Esses achados ndo obtiveram significancia estatistica.

A expressao de Ki67 apresentou-se maior nas lesdes de alto grau, entretanto nas pacientes
identificadas como normais, a maioria portadora do DNA-HPV, este marcador também foi
expresso. Conforme justificado por Sarian et al (2006), as lesdes inflamatorias relacionadas a
patogénese das lesdes de baixo grau e NIC, podem explicar uma expressdo mais elevada de Ki67
em epitélio sem alteracdes morfoldgicas e nao-proliferativo. Um fator importante foi o ponto de

corte para positividade neste estudo ser de 5,0% de células coradas, enquanto em outros estudos
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este valor pode ser maior, 0 que poderia alterar os nossos resultados finais, resultando em mais
casos negativos. Essas diferengas podem ser observadas na Tabela 6, na qual estratificamos os
graus de positividade em percentagens de células coradas.

Aliar a anélise deste marcador a outros ja conhecidos como p53, bel-2 vem sendo estudado
como indicadores de prognostico, o que poderia melhorar a acuracia diagnostica em patologia
cervical. Nesse estudo, observou-se uma associagio entre as proteinas Ki67 e pl6™"* ¢ o grau da
lesdo histologica em 64 entre 174 (36,8%), sendo que as lesdes mais graves, também
apresentaram maior expressao destes marcadores. Esta observagdo revelou-se estatisticamente
significativa.

Observa-se que, na medida em que aumenta o percentual de células que expressam o Ki67,

INK4a -, . . .. . -
? ja que ambos indicam atividade celular, proliferagdo

este aumento ocorre também para pl6
e provavel oncogenicidade. Esta associacdo parece ocorrer mais freqiientemente nas lesdes de
alto grau e cancer.

6™ % ¢ Ki67 de acordo com o grau histologico das

A co-expressdo dos marcadores pl
lesdes, demonstrada na Tabela 7 sugere que as lesdes HPV-induzidas podem indicar ativagdo de
moléculas que controlam a proliferacao celular, como Ki67, a inativacdo de genes supressores

INK4
como a pl6

e a diminui¢do da apoptose celular, mecanismos demonstrados por Nair et al.,
1999 através da relacdo inversa Bax/bcl-2 em lesdes histologicas mais graves. Samama, et al em
2006 demonstraram a negatividade para p16™<* em lesdes induzidas pela presenga de HPVs de
baixo risco, 6 e 11, justificando-se pela auséncia de atividade oncogénica da proteina E7 sobre a
pRb.

INK4a

Considerando os altos indices de prevaléncia da infeccao pelo HPV e expressao de p16

e Ki67, assim como a co-expressao, propusemos que estes eventos moleculares podem colaborar
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para a transformagdo maligna na carcinogénese cervical. A presenga do DNA-HPV e, os
conseqiientes mecanismos de oncogenicidade ja propostos em varios estudos (eventos
epigenéticos, relacionados a mudangas hereditarias do padrao genético) de hipermetilagdo, perda
de heterozigozidade e outros) (Park et al., 1999; Wong et al., 1999; Yang et al 2004; Jeong DH et
al., 2006; induzem a expressdo da proteina p16™<* pela inativagio do pRB e a expressdo do
Ki67 pela defini¢do da atividade proliferativa da lesdo neoplasica, conseqiiente a infec¢ao pelos
tipos virais de alto risco. As células epiteliais que apresentam estas alteragdes moleculares
acumuladas, quando infectadas pelo HPV, podem levar a uma aceleragdo do processo de
progressao para o cancer.

Embora a nossa populagdo de estudo tenha sido em bidpsias de colo uterino, ja previamente
selecionada por alteragdes citologicas e colposcopicas, nosso estudo sugere uma relagdo estreita
entre presenca de HPV-DNA (mais o de alto risco) e expressdo maior de pl6™ " ¢ Ki67. Os
dados epidemiologicos ja existentes corroboram os nossos achados (Agoft et al., 2003; Longato-
Filho et al, 2005) e mais estudos genéticos, moleculares e de follow up (acompanhamento)
poderao levar a uma melhor compreensao da patogénese do cancer cervical.

Assim, os achados deste estudo sugerem a importancia de instituir na rotina de rastreamento
de lesdes pré-neoplasicas cervicais, o uso de marcadores moleculares que possa complementar
diagnosticos duvidosos, evitando tratamentos desnecessarios ou impedindo o manejo de lesdes

que possam ser potencialmente inativas.
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ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) is the main etiologic factor of the cervical cancer,
responsible for about 99,0% of the uterine neoplasias. Cellular cycle proteins like the pl6™<*
and the Ki67 proliferation nuclear antigen have been used as oncogenicity cellular markers. The
oncoproteins E6 and E7 interact with tumor suppressor genes p53 and pRb, culminating with the

6™ % superexpression. The objective of this study was to evaluate the presence of HPV-DNA

pl
in 176 cervical biopsies and correlate the different histological grades with the p16™** and Ki67
immunohistochemical expression (IHC). The presence of the HPV-DNA was observed in 75,0%
of the patients tested, among which 38,2% were positive for the high-risk viral types analyzed. In

relation to the p16™**

, the expression of 69,5% was found, being expressed in 100,0% of the
malignant neoplasias. The Ki67 expression was statistically significant in the association with the
lesion grade, being more expressive in the most severe lesions. The pl6™<** and Ki67 markers
coexpression was present in 86.5% of the samples (p<0.001), where the expression percentage
was higher in high-grade lesions and cancer (p<0.001). These results suggest a strong association

INK4a

between the presence of HPV-AR infection and the p16 and Ki67 superexpression.
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INTRODUCTION

The cervical cancer is the second cause of malignancy among women worldwide,
considered as a cause of morbidity and mortality (Astbury K et al., 2006). The persistent
infection by the high-risk (HR) Human Papillomavirus (HPV) represents the main risk factor
associated with cervical carcinogenesis, which was observed in up to 99.0% of the cases
(Valgareva et al., 2004; Longatto Filho et al., 2005; Tsay et al., 2005).

It is believed that in the general population, more than 40,0% of women are infected by
HPV-AR sometime in life, where 25,0% of them develop persistent infections and one third can
evolve to high-grade intraepithelial lesion within 5-6 years after initial infection (Hampl et al.,
2007).

The cytomorphological criteria for the diagnosis of pre-neoplastic lesions present a wide
inter- and intraobserver variability, justifying thus the need to link immunohistochemical markers
(IHC) for the diagnosis optimization (Keating et al, 2001).

In the last years, studies have shown that important factors contribute to the malignant
transformation process (Castellsagué X et al., 2002; Yokoyama M et al., 2003; Wright JD et al.,
2005). In addition to the viral infection, among such factors, we can mention the bigger host
susceptibility and the clonal propagation of neoplastic cells (Hampl et al., 2007).

In normal cells, the cyclin-dependent kinase (CDKs) activity, cellular cycle proteins, is
regulated by the CDK inhibitors, including the p16™"** that acts as a tumor suppressor inhibiting
the CDK4 and CDKG6 that phosphorylize the retinoblastoma protein (pRb). The p16™~* function
loss is analogous to the pRb deactivation in cells with DNA-virus-induced immortality, such as

HPV, for example (Munro et al., 1999).
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The HPV-DNA integration occurs between the E1 and E2 regions of the viral genome,
increasing the expression of the E6 and E7 transforming genes (Munger et al., 2004; Queiroz et
al., 2006). The E6 oncoprotein interacts with the tumor suppressor gene p53, deactivating it;
however, the E7 protein interacts with the retinoblastoma protein (pRb), inducing the release of
the E2F transcription factor and stimulates the S-phase cell cycle progression, causing the

increase in the cyclin-dependent kinase inhibitor expression levels, pl16™~*

(Propioleck et al.,
2004; Queiroz et al., 2006; Horn et al., 2006). Thus, the p16INK4a protein induction is a present
factor in the pre-malignant and malignant lesions caused by the uterine cervix HPV and has been
considered as a dysplasia marker, superexpressed in such lesions (Kim et al., 1998; Van de Pute
et al., 2004; Ekalaksananan et al., 2006, O’Neill et al., 2006).

Several authors have described the pl6™<*

role in the uterine cervical neoplasias to
confirm equivocal cytological results, for its importance linked to the HPV-DNA test, as a
diagnostic tool, or in the prognostic analysis of lesions (Riidger et al., 2002; Van de Putte et al.,
2003; Volgareva et al., 2004; Longatto Filho et al., 2005; Jeong et al., 2006; Ekalaksananan et al.,
2006; Queiroz et al., 2006; Rocha A et al., 2007).

The p16™%* activity has been studied in other tumor types or even linked to other markers
in order to elucidate diagnoses (Keating et al., 2001; Walts et al., 2006; Samama et al., 2006;
Horn et al., 2006; Liang, et al., 2007). This protein has also been related to genetic mechanisms
like mutation, hypermethylation or loss of heterozygosity, which would be involved in its
deactivation (Park et al., 2001; Virmani et al., 2001; Yang et al., 2004; Volgareva et al., 2004).

The Ki67 antibody expression has been related by several authors in several types of

malignant lesions, like vulva, penis, breast, esophagus and uterine cervix, indicating the presence

of mitotic activity (Hong et al., 1995; Fernandes et al., 2002; Koyamatsu et al., 2003; Logani S et
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al., 2003; Agoff, et al., 2003; Longatto Filho et al., 2005). Ki67 is a non-histone cell proliferation
antigen, present in the cell nucleus, which is expressed in all the cellular cycle phases, except in
GO (Walts et al., 2006). The Ki67 expression in the upper third of the basal layer of the
metaplastic epithelium is an event that occurs in active lesions and is a strong predictor of
proliferation and progression, increasing its expression in parallel with the lesion aggressiveness
(Longatto Filho et al., 2005).

With the purpose to verify the expression of the markers p16™<* and Ki67 in different
cervical lesion grades, biopsies of uterine cervix of patients attended in two Public Hospitals of
Porto Alegre, South region of Brazil were analyzed: Hospital of Clinics of Porto Alegre (HCPA)
and Grupo Hospitalar Conceicao — GHC [Concei¢ao Hospital Group — GHC].

Material and Methods

This is a cross-sectional study that involved a total of 174 women that were submitted to
uterine cervix biopsy between February 2003 and December 2006. A flowchart of the origin of
such samples is presented in the figure 1. All of them presented the histopathological diagnosis

performed at the origin center.
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Fig. 1: Flowchart of acquisition of this study’s samples

Samples

In the sample of women derived from GHC (89), the Polymerase Chain Reaction (PCR) test
was performed in order to identify the presence or absence of HPV-DNA in the material collected
from the uterine cervix, and subsequently stored at -20 °C until the DNA extraction. The positive
HPV-DNA samples were typed for the most prevalent HR-HPV (HPV-16, -18 and -31).

In the HCPA sample (85), 30 women were analyzed only for the presence of HPV-DNA

through the PCR and IHC techniques and 55 only through the IHC technique.
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HPV-DNA Extraction

The extraction of DNA from the cervical-vaginal swab samples of the 89 patients of GHC
and 30 of HCPA was carried out according to the Proteinase K protocol (Sambrook J. et al.,
1999).

The technique was directed to the L1 gene and the primers used were My09 and My11. The
PCR conditions were described by Bauer et al (1993) and Coutlée et al (2002). For the PCR
reaction internal control, 3-globin primers were developed and tested in all the samples (Bauer

and Manos, 1993).

Research of the most frequent oncogenic types

All the positive samples in the HPV-DNA screening of the 89 patients of GHC were typed
for AR (HPV-16, -18 and -31), using specific primers corresponding to the regions E6 and E7 of
the viral genome. The amplification conditions and the primers used are based on the

methodology described by Cuzick et a/ (1994) (Table 1):

Table 1: Primers and Amplification Conditions by PCR

Viral Type Sequence Ta® (°C)

5°...GC GAT CCT GTC TGC TTT TAT ACT AA...3’ (sense)
HPV-16 54°C
5°...AAG GCC AACTAA ATG TCA C...3’ (antisense)

5°..TGC AGC ACG AAT GGC ACTGGC CTG...3’ (sense)

HPV-18 e
5°...CAC GGC GAC CCT ACA AGC TAC CTG...3’ (antisense)
31A 5. TACCTGTGTTTCTGTTAAC...3’ (sense)

HPV-31 31S  5°..AGAAAGACCTCGGAAATTG...3’ (antissense) 52°C
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In order to control the reactions functioning, a reaction positive control was tested for each
DNA PCR of clinical samples, which consisted in a 450pb fragment corresponding to the Caski
and Siha cells (cells infected with the HPV virus), and a reaction negative control with the
omission of any DNA. In all the tested samples, primers complementing the human [-globin
gene (gH20 and PC04) were used as a reaction internal control (Bauer HM et al.,1993).

Biopsies

After the selection of the biopsy paraffin blocks, new plates were prepared and stained
through the hematoxylin-eosin technique for the histological revision, which was revised by a
trained pathologist doctor (MIE) (Jalava P et al., 2006).

Immunohistochemistry (IHC)

The 174 cervical biopsies fixed in formalin, embedded in paraffin were cut out (4
micrometers thick) and deparaffinized in xylem, followed by rehydration. For the antigen
retrieval, the plates were heated in citrate buffer pH 6,0 in a microwave oven for 20 minutes. The
cuttings were left at room temperature and washed with phosphate buffer three times for 5
minutes each. After the endogenous peroxidase block, the cuttings were rehydrated and the plates

were submitted to the immunohistochemical process (Mills B, 1992; Santos RTM et al, 1999).

INK4A INK4A

In order to determine the P16 expression, the pl16 antibody was used (Neomarkers
Ab-7, 16P07 clone, cat#AP-9003, California, USA) using the technique described above. The
cytoplasmatic and nuclear colors were evaluated and considered as positive for the pl6™<*
expression. The expression intensity was graduated according to Bulten et al. (2006) that
considered as negative (-) if none of the cells expressed coloring, positive (+) if the percentage of

expressing cells ranged between 1-25.0%, positive (++) if the percentage ranged between 26-

75,0% and positive (+++) if over 75,0% of the cells were stained. The expression standard was
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also evaluated and considered as focal if the expression was concentrated in some areas, and
diffuse, if the expression was distributed throughout the plate.

The antibody Ki67, MIB-1 clone (DAKO, Glostrup, Denmark), was incubated for 12 hours,
at 4 °C, at the dilution of 1:200, followed by the application of the streptavidine-biotine-
peroxidase complex (LSAB, Dako), counterstained with diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB Kit, Dako) and contrasted with hematoxylin. The reaction presented as a positive control
for Ki67 a cutting containing reactive hyperplasic lymphonode, where the negative control was
performed in the same type of sample without the primary antibody. The Ki67 positive
expression was considered as the nuclear color above 5.0% of the basal layer cells.

Study’s Variables

The study’s conclusions were the histopathological diagnosis of the uterine cervix lesions,
the HPV-DNA and HPV-DNA-HR type examination (HPV-16, -18 and -31). The results of the
histopathological examination were categorized into normal, low-grade lesion (LSIL), high-grade
lesion (HSIL) and invasive cancer. The LSIL category included the results with grade 1 cervical
intraepithelial neoplasia (CIN I) diagnosis and the HSIL category, the findings with grade 2 and 3
cervical intraepithelial neoplasia (CIN II, III) and invasive cancer diagnosis (Wright. TC et al.,
2002) The HPV-DNA results were classified into two categories: presence of absence of HPV
and/or HPV-AR. The P16™"* and Ki67 expressions were related to such conclusions.

Data Quality Control

All the information was stored in a double-typing database. A total of 20,0% of the
questionnaires were selected at random and checked against the original ones to verify possible

errors and divergences.
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Statistic Analysis

In order to compare the categorical variables, the Chi-square test or Fisher’s Exact test was
used, when recommended. The continuous variables were analyzed through the Student’s T test
and ANOVA. The findings with p value < 0,05 were considered as statistically significant. For

data analysis, the SPSS program version 13.0 was used.

Results

The women studied aged in average 38,5 & 13,2 years old. When stratifying it according to
the lesion histological grade, it was verified that the average age of the women with unaltered
anatomopathological examination was 45,6 + 14,7 years old, in those with low-grade lesion, the
average age was 34 £+ 12,5 years old. However, in women with high-grade lesion, the average age
was 28,2 + 11,7 years old and in cancer-carrying women, the average was 41 + 7,2 years old.

HPV-DNA Analysis

Among the total patients, 68,4% (119/174) had a result for the HPV-DNA research, where
87,4% (104/119) were positive. In 75,0% (89/119) of the patients submitted to the HPV-DNA
examination, the HPV-DNA-HR type examination was performed, where 38,2% (34/89) were
positive. There was a statistically significant association between the presence of HPV-DNA

(»=0,01) and HPV-DNA-HR (p<0,001) and the histological lesion grade (Table 2).
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Table 2. Distribution of the anatomopathological diagnosis frequency according to the

presence of HPV-DNA and/or HPV-DNA-HR.

Anatomopathological N HPV-DNA + p* HPV-DNA HR (%) p*
Normal 62 24 (38,7%) 08 (33,3%)

Low grade 78 72 (92,3%) 0.01 22 (28,2%) <0,001
High Grade 08 08 (100,0%) 04 (50,0%)

Cancer 26 ND ND

Total 174 104 34

ND - not done; HPV-DNA-HR - high-risk HPV DNA;
* p value— y* test for HPV-DNA and/or HPV-DNA-HR versus anatomopathological
diagnosis

N= no. of patients; HPV-DNA: presence of HPV-DNA

p16'™4@ Expression

Considering the 174 biopsies evaluated for the pl6™**

expression regardless of the
anatomopathological diagnosis, it was verified that it was expressed in 69,5% (121/174), and
among them, 83.5% (101/121) presented a diffuse standard and 16.5% (20/121), a focal standard.

Among the HPV-DNA-positive women (104/119), 79.8% (83/104) expressed pl16™~** in
the nucleus and/or cytoplasm and this association was statistically significant (p=0,009;
OR=4,52; CI95%: 1,47-13,87). Among women with positive diagnosis of HPV-DNA-HR, 85,7%
(29/34) expressed p16™"*, where the expression intensity ranged between moderate to strong in
52,0% (p=0,01; OR=2,.98; CI195%:1,31-6,82) and diffuse standard in 62,0% of the cases (p=0,47,

OR=1,65; CI95%: 0,60-4,56). Regarding the presence of HPV-16, it was noted a statistically
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significant association (p=0,007) with the p16™***

expression, which was expressed in 100.0% of
the cases (16/16).

The Table 3 describes the association between the anatomopathological diagnosis and the
pl6™5* expression. There was a bigger expression of this protein in high-grade lesions and this
association was statistically significant (p<0,001). The same was observed in relation to the

6™ * expression intensity between moderate to strong (p<0,001) and in relation to the diffuse

pl
standard (p<0,001).

The p16™*** expression in relation to the presence of HPV-DNA was analyzed according
to its intensity and to the expression standard. The intensity ranged between moderate to strong in
59,0% of the HPV-DNA-positive biopsies and, in 13,0% of the negative ones (p=0,004).
Regarding the standard, it was diffuse in 66,0% of the HPV-positive samples and in 33,0% of the

negative ones. For the high-risk viral types, this association was also statistically significant

(»p<0,001; OR=7,02; CI95%: 2,48-19,90). The figure 1 illustrates the pl6™~*

immunohistochemical expression.

Fig 1. Strong and diffuse p16INK4a expression in case of high-grade lesion (A=100x, B=400x)
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Table 3. p16™%** expression according to the anatomopathological diagnosis

Variables

p16'™@ Expression

Expression Intensity
between Moderate to
Strong (%)
Expression Standard
Diffuse
Focal

* p value - x2 Test

Ki67 Expression

Anatomopathological Diagnosis

Normal
(62)
N (%)

26 (41,9)

14 (22,6)

17 (65,4)
9 (34,6)

Low Grade

(78)
N (%)

62 (79,5)

43 (55,1)

51 (82.,3)
11(17,7)

High Grade

®
N (%)

7(87.5)

7(87,5)

6 (87,5)
1(12,5)

Cancer (26) Total

*

N (%) N
<0,
26 (100) 121 001
25(96,2)
26 (100)
0(0)

Among the HPV-DNA-positive samples 87,4% (104/119), 41,3% (43/104) expressed the

Ki67 marker (p=0.78; OR=1,41, C195%: 0,45-4,42). The Ki67 expression was observed in 47,0%

(16/34) of the high-risk HPV-positive samples (p=0,19; OR= 1,99, CI95%: 0,82-4,81).

The Table 4 describes the Ki67 expression in relation to the anatomopathological diagnosis

and this association was statistically significant (p<0,001).
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Table 4. Ki67 expression according to the anatomopathological diagnosis in 74

biopsies

Anatomopathological Diagnosis

Variables Normal (62) Low Grade (78) High Grade Cancer (26) Total

*
N (%) N (%) ®) N (%) P
N (%)
. . <0,00
Ki67 Expression 19 (31,0) 28 (35,9) 8 (100,0) 19 (73,0) 74 1

* p value - xz Test

p16'™ % and the Ki67 antigen coexpression
The coexpression of the pl16™<** and Ki67 markers was observed in 86,5% (64/74) of the
samples (p<0,001; OR= 4,83; CI195%: 2,24-10,48) (Table 5).

INK4a

Table 5. Coexpression of p16 and the Ki67 antigen in 74 biopsies

p16™<* Expression
Positive  Negative

Variables N (%) N (%) p*
Ki67 Expression
Positive 64 (86,5 10 (13,5) <0i00
Negative 57(57,0) 43 (43,0)

* It was considered as positive when there were 5 or + cells with positive nuclei for Ki67.

The table 6 describes the percentage of cells that expressed both markers, observing the
relation between the amount of cells that expressed Ki67 and p16™*, and, it was found that as

the p16™** expression increased, so did the percentage of cells expressing Ki67. The table 7
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presents both markers expression relation, considering the histological grade. This table shows

that both markers expression percentage was higher in the high-grade lesions and cancer

(p<0,001).

Table 6. Description of the percentage of cells that expressed the markers or not

p16™¥* Expression

Variables Amount of Expressing Cells
No S 1te<10 >10to<  >50 .
Expression N (%) 50 N (%) P
N (%) N (%)

Ki67

Expression <0,00
Positive 10 (13,5) 1(1,3) 79,5 56(757) 1
Negative 43 (43,0) 33,0 16 (16,0) 38 (38,0)

* p value - Xz Test

Table 7. Distribution of the frequency of p16INK4a and Ki67 coexpression according to

the lesion’s histological grade

Anatomopathological Evaluation

Variables
Normal (62) L"W(%ade High Grade (8) Cancer (26) P*
(1) (1) 0,
N (%) N (%) N (%) N (%)
p16'™*® and Ki67 <0,00
: 13 (21,0) 25 (32,0) 7(87,5) 19(73,0)
coexpression 1

*p value - ¢ Test
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Discussion

The study of different carcinogenesis stages in a model that includes early stages of the
cancer development has important clinical implications. In the uterine cervical cancer, the early
alterations not always precede those of the highly evolved cancer. This fact has taken several
researchers to monitor such lesions evolvement through periodic follow ups by cytology,
colposcopy and biopsy (Kinney et al., 1998; Manos et al., 1999; Nieh S et al., 2003; Tu SP et al.,
2005). Although the HPV infection can take to invasive lesions within a general context, this fact
can be prevented by the judicious histopathological study of pre-neoplastic lesions. It is
extremely important to seek more objective parameters that are associated with early lesions and
that can reflect the progression to malignancy. This study aimed at verifying the pl6™<** and
Ki67 expression in different histological grades of cervical lesions and associating it to the
presence of HPV-DNA and HPV-DNA-HR. The presence of the virus, as well as its association
with cervical lesions has been the subject of study for several researchers (Keating et al., 2001;
Klaes et al., 2002; Park et al., 2003; Longatto Filho et al., 2005; Schlecht et al., 2006; Oliveira et
al., 2006; Hampl et al., 2007). Although this fact is relevant and well documented, in some cases,
the HPV-DNA cannot be evidenced or, even in the presence of the virus, some patients presented
diverse prognosis standards, with a big variation in time and the disease extension. With the
purpose to elucidate such variations, other risk factors and some molecular markers have been
studied in the last decades (Meekin et al., 1992; Ho et al., 1994; Kristiansen et al. 1994).

The epidemiological profile of the patients included in this study shows an average age of
34 years old for the patients carrying a low-grade lesion, 28 years old for those with high-grade
lesion and 41 years old for those with cancer diagnosis. This finding differs from what was

described by Misra et al (2006) e Yoshida et al. (2007) that suggest a relatively slow progression
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of cervical lesions, where the most serious lesions were observed at the latest ages. This was not
observed in a study carried out by Ishikawa et al. (2006), who verified the prevalence of high-
grade lesions in women aged between 30-39 years old. An explanation for such findings could be
the age distribution of the population studied, which includes a larger amount of young women,
as well as the sexual behavior standard, suggesting a bigger exposure for them and, consequently,
a higher risk of this type of lesion in such patients.

The low-grade lesion progression, usually more common with HR-HPV-DNA, occurs along
with the viral integration to the host cell. In this study, it was curiously observed that in low-
grade lesions, there is a prevalence of HR-HPV-DNA. This finding emphasizes the importance of
following up these patients, provided that such lesions are more likely to evolve to high-risk
lesions as time goes by. This fact corroborates the results described by other authors (Kim et al.,
1998; Alexandrova et al., 1999; Chan et al., 2002; Isaka et al., 2004; Herrero et al., 2005; Sichero
L, 2007). These authors suggest that the presence of the HR virus is closely associated with the
uterine cervical cancer precursor lesions. Moreover, the high-risk viral types studied (HPV-16, -
18 and -31) have also been described by other authors as associated with potentially active
intraepithelial lesions (Ishikawa et al., 2006; Queiroz et al., 2006, Samama et al., 2006).

In this study, the HPV-16 was found in 23,9% and the HPV-31 was the second most
detected type. According to some researchers, such viral types are related to more serious lesions
and also to a more intense p16INK4a expression (Alexandrova et al., 1999; Chan et al., 2002;
Juneja et al., 2003; Ishikawa et al., 2006; Hampl et al., 2007).

The P16™%* is a protein encoded by the CDKN2A gene, situated in the 9p21

ARF

chromosome that also encodes the p14™™", a tumor-suppressing protein, which exerts its effect in

the p53 route (Kanao et al., 2004; Kong et al., 2006, Astbury et al., 2006). The p16™"* acts as a

258



tumor-suppressing protein , blocks cell-cycle progression by binding cyclin-dependent kinase 4

and 6 and inhibiting cyclin D. By inhibiting phosphorylation of Rb, pl6™**

promotes the
formation of an Rb-E2F repressive transcription complex, which allso blocks cell-cycle
progression at G1-S restrition point. In such case, when the viral oncoproteins integrate the cell,
they make the viral genome unstable causing the E2 loss, an increased E6 and E7 expression,
unbalancing the cellular cycle (Kanao at al., 2004; Motoyama et al., 2004, Yoshida et al., 2007).
Thus, the activity of the tumor-suppressing genes p53 and pRb, depleted by the oncoproteins E6
and E7, respectively, through a positive feedback effect, contributes to a bigger expression of the

INK4aand its expression has been used for its high

cyclin-dependent kinase inhibitor protein, p16
sensitivity and specificity to detect active lesions caused by HR-HPV. In such cases, it was
verified a smaller vigilance at the cellular cycle’s “checkup points”, both at G1 and in the M
phase. The immunohistochemical expression and its accumulation in the uterine cervix epithelial
cells can be expressed in the cytoplasm or in the nucleus. This fact occurs in a diverse manner in
tumors of other organs where the protein sometimes is deactivated and the IHC study can show
even a negative test (Motoyama et al., 2004, Yoshida et al., 2007).

The p16™** expression was present in 69,5% of the biopsies, especially in HPV-positive

patients (104/119). Our results show a high prevalence of p16™ -+

expression among the HPV-
DNA-positive women; 79,8% (83/104) expressed this marker in the nucleus and/or in the
cytoplasm and such association was statistically significant (p=0,009, OR= 4,52; CI95%: 1,47-
13,87). However, among the women with positive diagnosis of HPV-DNA-HR, 85.7% (29/34)

6INK4a

expressed pl , where the expression intensity ranged between moderate to strong in 52,0%

(p=0.01, OR 2,98; CI95%:1,31-6,82), also a statistically significant fact. In relation to the

presence of HPV-16, the type most often studied in the cervical carcinogenesis, it was found a
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statistically significant association (p=0,007) with the pl16™<** expression, where it was
expressed in 100,0% of the cases (16/16).
These findings are in conformity to other studies, which showed that the presence of HPV-

INK4 .
* expression and, consequently,

AR is strongly associated with the pRb deactivation and p16
associated with the presence of the subtype 16, which is the most commonly researched in our
environment (Kruse et al., 2004; Tsai et al., 2005; Samama et al., 20006).

6INK4a

Regarding the pl protein expression, in relation to the anatomopathological diagnosis,

it was found a bigger expression and intensity, as well as the diffuse standard in the high-grade
lesions and cancer. Comparing the types of histopathological diagnosis and the pl16™**
expression, all values showed a statistical relevance, according to Table 2. In most of the samples
used in our study, the expression standard was diffuse (83,5%) while only 16,5% was focal.
These frequent alterations can represent a higher risk of cancer development to the women
involved in this study and the Brazilian women in general, where about 30,0% of the patients
may evolve to cervical cancer (Cavalcanti SMB et al., 1996). This result is in accordance with
what was described by other researchers (Ekalaksananan al., 2006; Lambert et al., 2006).
Considering that the PCR examinations are more complex, many researchers use the IHC as a
tracking test and the nuclear and/or cytoplasmatic color in the biopsy can be considered as a
surrogate marker for genetic alterations, even without the HPV-DNA corroborative tests.
However, the IHC technique can sometimes be falsely positive without genetic alterations, due to
the presence of unstable, expired antibodies, with incomplete antigen retrieval, non-specific
bonds with the host proteins or with viral proteins (Greenblat MS et al., 1994). This fact shows
the care that the laboratory must have during the technical execution of those examinations. Thus,

INK4a

few cases can represent false-positive results, although most of times the p16 expression is
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quite sensitive and specific in lesions. Also in other situations using monoclonal antibodies, some
conditions may take to false-negative results, just like when an epitope that could be recognized
by the antibody is inaccessible by bonds with other non-specific proteins, resulting in a negative
color. Such events can be prevented with the use of control plates, undoubtedly positive,
processed along with the group of plates tested (Greenblat MS et al., 1994). This procedure was
performed in our study excluding those possibilities and there were no negative cases for pl6™
with the presence of histological lesion.

There was a pl6™~*

expression in a percentage of samples with normal histology. This fact
may suggest the presence of HPV infection, especially other types of high-risk HPV not tested in
this research, at the early alterations in the cellular cycle. As suggested by Lambert et al. (2006),
the protein expression can also occur in the absence of viral infection, pRb deactivation and by a
HPV-independent mechanism. However, the absence of anatomopathological alterations may
occur by virtue of diagnostic difficulties, the presence of slight alterations that occur at the early
process, when the detection is still difficult to be performed or can not be visualized through
colposcopy, cytology and/or biopsy with an unsuitable material. Although the ple™<*
expression and the presence of HPV-DNA are associated with low-grade lesions or in reactive
alterations, subject to spontaneous regression, Negri G et al. (2004) verified an increased
probability of low-grade lesion progression or viral persistence in women with p16™~* diffuse
standard. This study’s findings also suggest a prevalence of this standard in lesions, what would
justify the follow up of those women, provided that they have a potentially high risk to evolve to
more serious lesions (Ekalaksananam et al., 2006).

The Ki67 nuclear antigen expression is present in the cellular cycle’s proliferating cells and

absent at the GO phase (rest). Its presence has been studied in a number of types of neoplasia
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including colon-rectum, bladder and breasts, where it is used as a cell proliferation index
substituting the exhaustive mitosis-counting method. Here, the Ki67 expression was studied with
the MIB-1 monoclonal antibody, which detects the mitotic cells in paraffin-embedded sections,
with the purpose to evaluate if more serious lesions could have a higher proliferation rate and
then suggest a potential evolvement to invasive neoplasia. We found 74 cases (42,5%) with Ki67
expression among the 174 cases studied. In the evaluation through histopathological diagnosis,
this positivity showed to be more relevant in high-grade lesions (100,0%) and in the invasive
carcinoma (73,0%), and the correlations were statistically significant, as shown on Table 3.

The Ki67 cell proliferation antigen has been mentioned in some studies as having its
expression increased in proliferative lesions, which is recommended as a prognostic marker in
tumors (Keating et al., 2001; Carrilho et al., 2003; Sarian et al., 2006; Queiroz C et al., 2006).
The immunopositivity for Ki67 reflects an action among the proliferative activity, the cervical-
intraepithelial neoplasia grade (CIN) and the presence of HPV-DNA. This antigen has a practical
applicability in the identification of lesions adjacent to CIN, separating them from benign lesions,
like atrophic squamous epithelium, immature squamous metaplasia or transition epithelium, in
which there is a low expression. This protein also seems to be important in the distinction of
cauterized margins of CIN 3 from the non-dysplastic ones and this quantititative analyses has a
good reprodutibility and could be used as a diagnostic support method for grading, especiallly in
research setting (Kruse, 2003; Mc Cluggage, 2006). The nuclear positivity of Ki67 in the upper
third of the epithelium is a strong marker of high-grade lesion; however, for low-grade lesions,
the variability in this marker’s expression, both in the number of cells and the expression
intensity is a cause of misinterpretation (Keating et al, 2001). The histological alteration prevalent

in the Keating et al’s study (2001) was the LSIL (low-grade lesion), usually associated with HPV
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infection. In 2005, Baak et al presented a high predictive positive value of this marker for low-
grade lesions that may evolve. This fact could reduce the health service costs, avoiding
unnecessary treatments in such lesions.

Among the HPV-DNA-positive samples (104/119) of our study, 36.1% (43/104) expressed
the Ki67 marker (p=0,78, OR=1,41, CI95%: 0,45-4,42). The Ki67 expression was observed in
47% of the HPV-DNA-HR-positive samples (p=0,19, OR= 1,99, CI95%: 0,82-4,81). Such
findings were not statistically relevant.

The Ki67 expression was bigger in high-grade lesions; however, in patients identified as
normal, most of them HPV-DNA carriers, this marker was also expressed. As justified by Sarian
et al (2006), the inflammatory lesions related to the pathogenesis of low-grade lesions and CIN
can explain a bigger Ki67 expression in the morphologically unchanged and non-proliferative
epithelium. An important factor was that in this study, the cut point for positivity was of 5,0% of
stained cells, while in other studies, this value may be higher, what could alter our final results,
causing a larger number of negative cases. Such differences can be observed on Table 6, in which
we stratified the positivity levels in percentage of stained cells. The possibility of false positive
and negative results with this staining must also be carefully analyzed with the proper use of
positive and negative internal controls associated with the identification of typical or atypical
mitosis stained through the Hematoxylin-Eosin (H&E) method.

Linking the analysis of this marker to other markers already known such as p53, bcl-2 has
been studied as prognostic markers, what could improve the diagnostic accuracy in cervical
pathology. In this study, it was verified an association between the proteins Ki67 and pl16™<*
and the histological lesion’s grade in 64 of 174 (36.8%), provided that the most serious lesions

also presented a bigger expression for such markers. This finding was statistically significant.
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It was found that, as the percentage of cells that express Ki67 increase, this increase also

occurs for pl6™**

, provided that both indicate cellular activity, proliferation and a potential
oncogenicity. This association seems to occur most often in high-grade lesions and cancer.

According to the histological grade, as it can be seen on Table 7 with the distribution of the
frequency of pl6™** and Ki67 coexpression according to the lesions’ histological grade, the
p16™%* and Ki67 markers’ coexpression suggests that HPV-induced lesions may point the
activation of molecules that control the cellular proliferation, like Ki67, the deactivation of

6INK4a

suppressing genes like pl and the reduction of cellular apoptosis, mechanisms shown by

Nair et al., 1999 through the Bax/bcl-2 inverse relation in more serious histological lesions.
Samama, et al showed in 2006 the negativity for p16™~* in low-risk HPV-induced lesions, 6 and
11, justifying it for the absence of the E7 protein’s oncogenic activity over pRb.

Regarding the high prevalence rates for HPV infection and p16™~*

and Ki67 expression and
coexpression, we proposed that such molecular events may contribute to the malignant
transformation in cervical carcinogenesis. The presence of HPV-DNA and the consequent
oncogenicity mechanisms previously proposed in several studies (epigenetic events, related to
hereditary changes in the hypermethylation genetic standard, loss of heterozygosity and others)
(Park et al., 1999; Wong et al., 1999; Yang et al 2004; Jeong DH et al., 2006 induce the p16lNK4a
protein expression through the pRB deactivation and the Ki67 expression through the definition
of the neoplastic lesion’s proliferative activity, resulting from the infection by the high-risk viral
types. The epithelial cells that present such molecular alterations accumulated, when infected by
HPV, may cause an acceleration of the process of progression to cancer.

Although our study population has been used in uterine cervical biopsies, previously selected by

cytological and colposcopic alteration, our study suggests a narrow relation between the presence

264



of HPV-DNA (mainly the high-risk one) and the bigger p16™** and Ki67 expression. The
already existing epidemiological data corroborate our findings (Agoff et al., 2003; Longato-Filho
et al, 2005) and further genetic, molecular and follow up studies can take to a better
comprehension of the cervical cancer pathogenesis.

Thus, this study’s findings suggest the importance to establish in the routine of tracking of pre-
neoplastic cervical lesions the use of molecular markers that can complement doubtful diagnoses
avoiding, thus, unnecessary treatments or preventing the handling of lesions that can be

potentially inactive.
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PERSPECTIVAS

O rastreamento para o cancer cervical através da citologia e a intervencdo, quando
necessaria, tém reduzido os indices de cancer em até 80% nos EUA. Entretanto, ¢ dispendioso e,
muitas vezes, inconveniente [230]..

A infeccdo genital pelo HPV ¢ a doenca sexualmente transmissivel mais comum entra as
mulheres [11] e estd comprovado cientificamente, que o carcinoma cervical pode ser uma
conseqiiéncia desta infecg¢ao e, portanto, ¢ ponto crucial o desenvolvimento de mecanismos de
protecdo, principalmente vacinas, os quais previniriam a infec¢do viral e, em conseqiiéncia, a
incidéncia de carcinoma cervical decorrente deste agente [230, 231].

Porém, a vacina sintetizada e disponivel, ndo protege contra todos os tipos de HPV ou da
doenga ja existente; assim, programas de rastreamento citologicos necessitam ser ainda,
estabelecidos. Um outro fator importante € o custo da vacinacdo que ultrapassa niveis
considerados plausiveis para a maioria da populacao.

Estudos tém mostrado que, uma maneira mais eficaz de relacionar custo-beneficio, seria
combinar o rastreamento citoldgico com a vacina alvo para HPV 16 e 18, os tipos virais
oncogénicos mais freqiientes [230].

A inducdo de uma forte resposta imunologica celular é certamente indispensavel para
qualquer estratégia de vacinagdo terap€utica e pode ser critica para imuniza¢do por longo tempo
na profilaxia das infec¢des. Nas infec¢des pelo HPV, a regressdo da lesdo estd associada com
uma resposta regulada e dependente de células T CD4+ e com uma agdo efetora citotoxica das
células T CD8+ [39].

As pacientes com deficiéncia de imunidade celular, capazes de produzir anticorpos

normalmente, se recuperam de modo precario das infecgdes. Entretanto, aquelas que carecem de
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anticorpos, com resposta normal pela imunidade celular, ndo costumam sofrer em decorréncia
das doencas virais. Macréfagos estdo freqlientemente envolvidos na fagocitose de virus e na
disseminagao pelo organismo [232]..

Na infec¢do pelo Papilomavirus hd pouca destruicao de tecido, pois ndo ha morte celular;
logo, ndo havendo lise, ndo ha proteg¢@o ou liberagdo de produtos para que a resposta imune seja
ativada [233-235]. Ja, quando a mucosa ou pele infectada esta danificada, a proteina do HPV sera
fagocitada pelos macrofagos e apresentada ao sistema imune. Além disto, o virus possui muitos
mecanismos de evasdo da inducao da resposta imune [128].

O desenvolvimento de vacinas ¢ um processo extremamente complexo e teve inicio em
1993 , com base no descobrimento por parte de varios grupos cientificos que, a proteina L1 do
capsideo viral poderia atuar como particula semelhante a virus (VLP), quando expressa como
proteina recombinante em sistema eucariotico heterdlogo e purificado [148, 236, 237].

As VLPs sdo utilizadas como veiculo para facilitar a apresentacao de antigenos ao sistema
imune celular ou humoral [148]. As VLPs e as VLPs quiméricas sdo imundgenos desenvolvidos
para obter respostas antivirais e tumorais de células B e T e se ligam a células que expressam as
APCs (células apresentadoras de antigenos) como MHC II (complexo maior de
histocompatibilidade) classe II, células dendriticas e outras [235].

A vacinagdo representa uma forma mais dispendiosa de combater a infecg@o; entretanto,
mais eficiente [230]. Normalmente, vacinas efetivas contra o virus atuam através da geracao de
anticorpos neutralizantes e a prote¢do ¢ proporcional a quantidade de anticorpos gerados no sitio
de entrada e permanecem, enquanto a neutralizacdo persistir [236]. Estudos longitudinais sao
disponiveis com alguns tipos virais, o que demonstra que o virus induz baixos titulos de

anticorpos neutralizantes e, que alguns individuos, parecem adquirir e eliminar a infeccdo sem
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originar uma quantidade mensuravel de anticorpos.[236]. (Podem ser empregados dois tipos de
vacinas, ou a combina¢ao das duas: profilaticas (preven¢ao) e terapéutica. As primeiras protegem
contra o agente etioldogico especifico e contra a aquisi¢do da doenca, mas necessitam o
estabelecimento de programas de vacinagdo em massa para o beneficio da populacdo em geral
[230]. Podem ser aplicadas antes da exposi¢do ao virus e, para ser efetiva, deve ser capaz de
estimular a formacao de anticorpos neutralizantes, preferencialmente na superficie da mucosa.
Apos a infecgdo, os anticorpos contra o HPV sdo direcionados contra epitopos conformacionais
liberados e a proteina maior do capsideo viral L1. Assim, a vacina foi desenvolvida com base nos
antigenos maior do capsideo viral L1 e L2, respectivamente. A expressao de L1 recombinantes
(principal proteina do capsideo viral) gerou as particulas semelhantes a virus (VLPs) as quais
foram morfologicamente e imunologicamente idénticas aos virions. Entretanto, ndo contém o
DNA viral, ndo podendo, portanto, se replicar e causar infecgdo ou risco oncogénico. Nestes
casos, sao aplicados particulas de L1 ou VLPs L1 e L2.

A vacina terapéutica seria empregada quando a infeccdo ja esta estabelecida, induzindo a
resposta especifica mediada por células T e levando a regressao da lesdo ja existente. Teria um
impacto imediato na incidéncia do carcinoma cervical [234].. Para este tipo de vacina, € proposta
a utilizagcdo das proteinas precoces, em particular E6 ¢ E7 como antigenos, uma vez que, estao
envolvidas na proliferagdo e transformacao celulares .

Resultados iniciais com as vacinas VLPs indicam uma prote¢do de 100% em 5 anos de
acompanhamento. Em um estudo, 3,5 anos apos a vacinagdo com HPV-16L1 VLPs, a protegao
permanecia em 94% ( 1C95%: 88-98%), comparada com 100% (IC95%: 90-100%) em 17,4

meses. Em outro estudo, foi demonstrada uma prote¢do de 94.3% (IC95%: 63.2-99.9%) contra
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esta infecg@o persistente (definida pelo menos por 6 meses) até 4,5 anos ap6s a vacinagao [230].
Estudos estao sendo realizados com objetivo de responder esta questao.

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a vacina preventiva
contra dois tipos agressivos de HPV (16 e 18) e dois tipos que causam lesdo de baixo grau (6 e
11), o que deve cobrir cerca de 70% dos casos. Fabricada pela Merk Sharp & Dohme, custa em
média, 120 dolares cada dose. A vacina deve ser aplicada em trés doses: a segunda dose, 60 dias
depois da primeira e, a terceira, 180 dias ap6s a primeira. Esta aprovacao se deu em 8 de junho de
2006 e ¢ indicada na imuniza¢do de mulheres entre 9 e 26 anos de idade.

A vacina no Brasil foi aprovada pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria —
ANVISA, no dia 28 de agosto de 2006 [238]. (Fonte: Claudia Collussi. Folha on line de 29 de
agosto de 2006, www?2.uol.jornaldecampos/681/hpv.htm) . Entretanto, alguns pontos devem ser
levados em consideracao:

- Duragdo da protegdo: A persisténcia de anticorpos neutralizantes na superficie da
mucosa € imperiosa para protecdo, porém, tem sido demosntrada uma queda de anticorpos em
torno de 5 anos apds a vacinagao.

- Especificidade: Anticorpos gerados pelas vacinas sdo tipo-especificos, ndo prevenindo
contra todos os tipos oncogénicos.

- Populagdo-alvo: A vacina ¢ eficaz somente se administrada antes da exposi¢do ao virus;
o0 que sugere que nem todas as mulheres sdo abrangidas por esta forma de prevengao.

- Homens e individuos imunocomprometidos: Como a relacao entre homens e mulheres ¢
uma das formas de transmissdo mais comum, atualmente poucos dados sdao disponiveis sobre a
resposta imune do VLP HPV em homens e indivirduos imunocomprometidos sdo menos

responsivos a vacina profilatica convencional.
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- Custos: Atualmente os custos sdo elevados, necessitando o desenvolvimento de outras
formas de imunizagdo mais estaveis e viaveis economicamente.

Com base nesta trajetoria de estudos e busca incansavel por parte da comunidade
cientifica, observamos que a vacina ndo protege contra os tipos de HPV menos comuns, portanto,
os exames de rastreamento devem continuar sendo realizados para detectar as lesdes pré-
cancerosas € permitir o tratamento precoce; bem como as pesquisas, a fim de ampliar o espectro

de acdo das vacinas.
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