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INTRODUGAO

O presente trabalho torna-se relevante em razao do

Resumo

O cancer de colo de utero (CCU) é a segunda neoplasia que mais acomete mulheres no
Brasil. E uma doenca de progressao lenta com estagios bem definidos. Quando diagnosti-
cado precocemente tem grande probabilidade de cura, sendo indispensavel o estudo sobre
métodos que auxiliem no seu diagndstico. O principal fator associado a essa neoplasia &
a infecgéo pelo HPV, virus que infecta aproximadamente 75% das pessoas sexualmente
ativas. Atualmente, no Brasil, 0 método de prevengéo mais utilizado € o exame citologico
de Papanicolaou. Com maiores estudos sobre biologia molecular e HPV surgiram méto-
dos de triagem do carcinoma cervical, baseados na deteccdo de DNA-HPV. Entre esses
novos métodos esta a coloragdo dupla p16/Ki-67, técnica desenvolvida visando uma
alta especificidade para detecgéo de lesdes de alto grau. Este é um trabalho de reviséo
bibliografica com o objetivo de discutir como métodos biomoleculares podem ser ferra-
mentas importantes para o diagnéstico precoce do cancer de colo de Utero. Os métodos
mais utilizados para diagnosticar o HPV s&o os exames citopatoldgicos, colposcopicos e
histopatoldgicos, porém esses métodos podem apresentar altas variacdes na detecgéo
de lesdes neoplasicas. Com este estudo, concluimos a importancia do uso da coloragdo
dupla p16/Ki-67 para um diagndstico preciso em casos de CCU.
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apesar de possuir alto potencial de prevencgao, ficando atras
apenas do cancer de mama.®
De acordo com Brito-Silva et al.,® o CCU representa

indice de lesOes intraepiteliais cervicais, que pode progre-
dir em um carcinoma de alto grau. E a partir desse estudo
analisamos métodos biomoleculares para diagnosticos
mais eficazes através da dupla coloragao do p16 e Ki-67.

Georgios Papanicolaou (1883-1962) foi um médi-
co pesquisador que apos anos de pesquisa identificou
células cancerigenas no esfregago cervical, tornando-
-se, portanto, fidedigna a técnica que faz diagnosticos
de diversas patologias que acometem o colo do utero,
principalmente o cancer por infeccao persistente do Pa-
pilomavirus Humano.™

O cancer do colo uterino (CCU) é considerado um
importante problema de saude publica, sendo responsavel
por uma alta incidéncia de mortalidade. E considerada a
segunda neoplasia que mais acomete mulheres no Brasil

aproximadamente 20% dos tipos de cancer femininos, no
entanto, depois do cancer de pele, esta neoplasia possui
maior probabilidade de cura quando realizado o diagnosti-
CO precoce, € isso se deve ao fato de ser uma doencga de
evolugao lenta e com estagios bem definidos.

Goulart® explica que o principal fator relacionado com o
surgimento do CCU é a infecgao por Papilomavirus Humano
(HPV). As infecgdes por HPV sao na sua maioria assintoma-
ticas, sugeridas por anormalidades citolégicas e confirmadas
pela presencga do acido desoxirribonucleico (DNA) do HPV
de alto risco. Uma grande proporcao das lesdes regride
espontaneamente, porém em alguns casos a infecgdo se
torna persistente, possivelmente por falha imunolégica e
pelo tipo viral, podendo causar alteragdes morfoldgicas no
epitélio cervical que podem evoluir para o cancer.®7")
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Existem fatores que aumentam o risco de desen-
volvimento do cancer, como o inicio precoce da atividade
sexual e multiplos parceiros, alta paridade, uso prolongado
de contraceptivos orais e tabagismo.®'® Em relagdo a
faixa etaria, o HPV de baixo risco tem incidéncia maior em
mulheres com idade entre 25 e 35 anos. E o HPV de alto
risco prevalece na populagéo com idade entre 36 a 45 anos
ou mais de 45 anos, corroborando, assim, a necessidade
de testes mais especificos e sensiveis para a detecgéo
precoce do HPV, ja que s&o consideradas grupo de risco
para o cancer cervical.®™

Segundo o Ministério da Saude, mulheres com idade
entre 25 e 59 anos, ou que ja tenham iniciado sua vida
sexual mesmo antes desta faixa devem fazer o exame
citologico de Papanicolau anualmente e, quando dois
exames sucessivos negativos, o intervalo pode ser de
trés anos.(1213

Loghavi et al." descrevem que mulheres com idade
inferior a 20 anos com células escamosas atipicas de signi-
ficado indeterminado (ASC-US). E indicado o teste de HPV
de altorisco (HR-HPV), e, se positivo, devem ser realizadas
a colposcopia e biopsia; ja HR-HPV negativo em pacientes
com ASC-US exclui-se a neoplasia intraepitelial cervical
de alto grau. Quando o resultado para HPV for positivo, a
especificidade é de 14%-44% para se detectar neoplasia
intraepitelial cervical de alto grau (NIC Il e Ill). O mesmo
autor enfatiza que, em pacientes com mais de 20 anos e
diagndstico citopatoldgico de Leséo de Baixo Grau (LSIL),
€ recomendada a colposcopia, pois nessa faixa etéria, 80%-
85% dos testes HR-HPV sao positivos, ndo sendo eficaz
como triagem para esse grupo de pacientes. Além disso, a
colposcopia confirma NIC Il e NIC Ill em somente 12%-28%
dos casos. Desta forma, é necessario o desenvolvimento
de uma ferramenta de triagem mais eficaz.

Qian et al.("® descrevem que com o0s avangos na pes-
quisa sobre a biologia molecular e o HPV, varios métodos
de triagem alternativos para o carcinoma cervical surgiram,
sendo que a maioria destes métodos de rastreio baseia-se
na deteccao de DNA-HPV, incluindo a Hybrid Capture 2
(HC-2). Dentre as novidades, a técnica de coloragéo du-
pla p16/Ki-67 foi desenvolvida para reduzir a variabilidade
entre os observadores e resultar em alta especificidade e
reprodutibilidade para a detec¢ao de lesdes de alto grau.

Estudos mostram que a relagéo simultédnea de p16
e Ki-67 pode ser vista como um marcador para a desre-
gulagao do ciclo celular induzida por HPV. Dessa forma,
a infeccao persistente do HPV pode levar a supressao
da proteina retinoblastoma (pRb), a superexpressao da
oncoproteina E7 viral, e a diminuigdo da pRb, promo-
vendo a expressao de p16 através de um mecanismo de
repressao. Desse modo, os niveis de expressao de p16
podem refletir a gravidade da lesao relacionada ao HPV.
Ja a proteina nuclear Ki-67 é expressa apenas no ciclo
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celular ativo. A superexpresséao de Ki-67 relaciona-se com
alta proliferagao, como frequentemente observado em
células malignas.('®

Segundo Solares et al., a técnica citada realga a
coloragao citoplasmatica marrom, possibilitando visualizar
a proteina p16 em coloragéo nuclear vermelha para expres-
sdo do Ki-67. Seguindo com uma ou mais células cervicais
duplamente coradas, os resultados serdo positivos.

Alguns estudos sugerem que testar a dupla coloragéo
de p16/Ki-67 e a citologia convencional concomitante pode
contribuir para evitar resultados falso negativos e, dessa
forma, manter a integridade psicoldgica das pacientes, além
de contribuir para que se obtenha uma especificidade de até
90% no diagnéstico. Isso mostra como esses marcadores
podem ser uma opgao viavel para resultados de citologia
anormal, especialmente em mulheres com menos de 30
anos ou positivas para o HPV de alto risco.( %)

Com base nesses estudos até o presente momento
este trabalho vem contribuindo para investigar através de
uma revisdo do que ha na literatura sobre os aspectos da
infeccdo do virus HPV, e as evidéncias que estas levaram
no desenvolvimento das lesdes precursoras e da neoplasia
cervical, avaliando a efetividade de métodos biomoleculares
de diagnéstico através da técnica de dupla coloragéo p16/
Ki-67 utilizada para detectar casos de lesao intraepitelial
do colo cervical por HPV.

MATERIAL E METODOS

Esta € uma pesquisa bibliografica de carater des-
critivo e retrospectivo, visto que a pesquisa bibliografica,
em termos genéricos, € um conjunto de conhecimentos
reunidos em obras de toda natureza. Todo tipo de estudo
deve, primeiramente, ter o apoio e respaldo da pesquisa
bibliografica, mesmo que esse se baseie em outro tipo de
analise, uma vez que esse método pode tanto conduzir
um estudo em si quanto constituir-se em uma pesquisa
preparatéria para outro tipo de estudo.(®

A pesquisa descritiva, segundo Selltiz et al.,("” busca
descrever um fendmeno ou situagdo em detalhe, espe-
cialmente o que esta ocorrendo, permitindo abranger, com
exatidao, as caracteristicas de um individuo, uma situagéo,
ou um grupo, bem como desvendar a relagdo entre os
eventos. Vergara,('® por sua vez, argumenta que a pesquisa
descritiva expde as caracteristicas de determinada popula-
¢ao ou fendmeno, estabelece correlagbes entre variaveis
e define sua natureza.

O presente trabalho € uma revisao de literatura sobre
meétodos biomoleculares em casos de lesdo Intraepitelial
de alto grau, onde as bases de dados consultados foram:
SciELO, Science Direct, PubMed, Google Académico e para
selecionar os artigos e textos foram utilizados os seguintes
descritores: HPV, cancer de colo de utero, métodos bio-
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moleculares em caso de lesao cervical, leséo intraepitelial
cervical, técnica de coloragao dupla p16/Ki-67. O periodo
da pesquisa bibliografica foi realizado entre janeiro de 2019
a fevereiro de 2020, e nao houve delimitagdo por periodo
dos trabalhos revisados.

RESULTADOS

O cancer cervical é a segunda causa mais comum de
cancer entre as mulheres no mundo, apesar de apresentar
grande potencial de prevengéo e cura quando diagnosti-
cado e tratado precocemente, o que pode reduzir a taxa
de mortalidade entre as acometidas. Estima-se que 75%
das pessoas sexualmente ativas em algum ponto de suas
vidas irdo se infectar pelo HPV, o agente causal do cancer
de colo uterino.®

Segundo Soares et al.,?a prevengao do CCU possui
grande relevancia a medida que compromete de forma
intensa a vida das mulheres. Diante do destaque em que
se encontra, & fundamental que os servigos de saude ca-
pacitem seus profissionais para orientarem as mulheres,
familia e a comunidade em geral sobre a importancia do
exame preventivo e o esclarecimento quanto aos fatores
de risco para o CCU.

Os tipos 16 e 18 estao entre os sorotipos de alto risco
e estdo associados a aproximadamente 70% de todos os
canceres de colo de utero.?"

O HPV é um DNA virus com uma unica molécula,
circular dupla. Seu genoma é dividido em trés regides.
Early ou regiao precoce, regido reguladora ou Long Control
Region (LCR) e aregiao distal ou late (L). As proteinas E6 e
E7 codificadas na regiao Early sdo as mais relevantes, pois
seu grau de expressao esta relacionado de forma direta ao
grau de lesao cervical.®1322)

Devido a sua capacidade de infecgédo, o HPV é res-
ponsavel por 4,5% de todos os diagnosticos de cancer no
mundo, levando a um numero de 630 mil novos casos por
ano. E a maior causa de cancer do CCU, resultando em
83% dos casos diagnosticados. Além disso, o HPV atinge o
trato anogenital, gerando, por ano, 8.500 casos de cancer na
vulva, 12 mil na vagina, 35 mil no anus (metade ocorrendo
em homens) e 13 mil no pénis. Além disso, esta atribuido
ao cancer de cabega e pescogo, sendo que 21 mil casos
sdo de cancer orofaringeo.?

Por ser comum o virus HPV afetar mulheres jovens,
nao é viavel descartar como fatores de risco comportamento
sexual, fumo e uso de contraceptivos.® Além disso, a lo-
calizagéo geografica é relevante quando se fala de paises
subdesenvolvidos, trazendo um alto percentual de mortes
em mulheres diagnosticadas com cancer do colo do utero.
(% Contudo, é importante ressaltar que mesmo as pacientes
infectadas com o mesmo tipo de virus nao terédo os mesmos
sintomas e evolugao da doenga, havendo entédo a necessi-
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dade de se observar cada caso como unico, desenvolvendo
um plano de tratamento individual e especifico.®

Da Silva Réus et al.®® afirmam que o HPV acomete
principalmente mulheres com vida sexual ativa entre 18
e 28 anos. O virus citado se classifica em dois grupos
virais, sendo eles de alto risco HPV16 / 18 e HPVG6 /
11/16/18/31/33/45/52/58 e de baixo risco variando em mais
de 150 tipos. O grupo de alto risco esta intimamente ligado
com lesdes pré-cancerosas e cancer cervical, e o grupo de
baixo risco normalmente é encontrado na populagédo em
geral, diferenciando-se em inumeros tipos virais.

E comum se diagnosticar o virus HPV através de
exames citopatoldgicos, colposcopicos e histopatoldgicos.
@5 Ha mais de cinco décadas o exame citopatolégico de
Papanicolaou vem sendo utilizado como uma ferramenta
primordial na detecgéo de lesées do colo cervical em mu-
Iheres de todo mundo.®®

No caso de serem encontrados achados anormais
em proporgao elevada é necessario entao a realizagdo da
biopsia. A biépsia nada mais é do que a retirada de uma
pequena parte do epitélio para analise histopatologica e
biopsia excisional se define pela retirada de todo o tumor
com anestesia local e realizagdo em consultério. Em casos
de leséo Intraepitelial de alto grau (HSIL) e carcinoma,
confirmado no histopatolégico, a paciente € encaminhada
para a realizagao da bidpsia excisional.?”

O exame histopatolégico € o padréo-ouro para o
diagnostico adequado de neoplasia intraepitelial, e essa
técnica é usada para determinar o melhor tratamento para
pacientes com cancer de colo uterino. No entanto, estudos
clinicos mostraram que a reprodutibilidade das interpreta-
¢Oes da biopsia cervical €, no maximo, moderada, pelo fato
de que os multiplos fatores ndo relacionados ao virus do
HPV podem estar relacionados a lamina da paciente, como
atrofia, metaplasia imatura e atipia reativa/inflamatoria, que
podem alterar o muco cervical. De fato, essas condi¢des
podem simular neoplasias intraepiteliais escamosas do colo
do utero e causar discrepancias mesmo entre patologistas
experientes.®

Dentro dos métodos aplicados a citologia, a con-
vencional € utilizada ha mais tempo, a citologia em meio
liquido € uma técnica mais recente, tendo ambas igual
eficacia para diagnostico do cancer do colo do utero. A
citologia em meio liquido surgiu apés a década de 90 a fim
de automatizar o processo de coleta e facilitar a visuali-
zagao pelos profissionais, porém essa técnica requer
maior uso de materiais, consequentemente, maior custo.
A citologia convencional tem sido o padrao para a coleta
no Sistema Unico de Saude (SUS).™" Ja na rede privada a
citologia cervical com o meio liquido vem sendo utilizada
com mais frequéncia devido a relagéo custo-beneficio. E
possivel realizar testes biomoleculares, como a Captura
hibrida, exame capaz de diagnosticar 18 tipos diferentes
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do virus do HPV, ainda que ndo tenham aparecido os
primeiros sintomas da doenga.®

Apesar da inquestionavel contribuigdo dos exames
citologicos de Papanicolaou comumente utilizados pelos
programas de rastreamento do cancer cervical, estes
apresentam grande variagao na sua sensibilidade e especifi-
cidade em detectar lesdes neoplasicas cervicais, com taxas
de resultados falsos-negativos que podem chegar a 20%.
Diante disso, o emprego de biomarcadores e a utilizagao
de testes moleculares para pesquisa de HPV de alto risco
constituem auxilios valiosos no incremento da acuracia dos
testes de rastreio.®?

Em conformidade com Goulart et al.,® o uso de mar-
cadores moleculares tem auxiliado o profissional patologista
na definicdo de casos duvidosos e na identificagdo de mulhe-
res de alto risco para recorréncia da doenga apos tratamento
das neoplasias intraepiteliais cervicais. Ha um interesse
atual na utilizagdo de biomarcadores moleculares como
método auxiliar aos procedimentos de triagem vigentes.

Um melhor entendimento sobre os beneficios e limi-
tagdes da utilizacdo desses marcadores podera permitir a
implementacao dessa técnica na rede publica de saude, uma
vez que atualmente ela n&o se encontra disponivel na grande
parte dos hospitais do Sistema Unico de Saude (SUS).¢»

N&o existe hoje na citologia exames que respondam
suficientemente para a detecgéo da classe oncogénica do
HPV trazendo apenas presenga ou auséncia do mesmo;
todavia, cerca de 2%-3% de mulheres com diagndstico de
LSIL vao evoluir para HSIL.Mulheres com resultado positivo
para LSIL, dependendo da idade e com historico familiar, sdo
orientadas a realizar de imediato o exame de colposcopia
para deteccéo de lesdo, e sucessivamente repetir o exame
de Papanicolaou periodicamente. Desta forma, se faz ne-
cessaria a informacao correta da classificagédo do virus, com
o intuito de se obter um diagndstico precoce e assim seguir
com o devido tratamento. Nesse contexto surge a impor-
tancia dos biomarcadores, como a presenca de expressao
génica de proteinas celulares p16 e Ki-67 nas células infec-
tadas pelo HPV, para confirmar casos positivos de HSIL.?%

A proteina p16 € um inibidor da quinase ciclino-de-
pendente (CDK) e comumente esta superexpressa em
lesbes precursoras HSIL e carcinoma invasor por HPV. Ja
o biomarcador Ki-67 esta situado no nucleo celular quan-
do esta em proliferagdo durante quase todos os estagios
do ciclo celular. Quando ha alteragdo no ciclo celular, as
células contendo expresséo da proteina p16 se proliferam
ativamente. Sendo assim, ha simultaneamente a expressao
de p16 e do marcador Ki-67, revelando desequilibrio do
ciclo celular. A expressao da proteina p16 esta presente
em células onde ha detecgao de cancer no colo do utero.
Consequentemente, ha inativagao da proteina pRb (protei-
na de susceptibilidade ao retinoblastoma) e em seu lugar se
manifesta a oncoproteina E7 viral do HPV de alto risco.?¥
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Nota-se, portanto, que a utilizacdo de marcadores
imunohistoquimicos para as proteinas p16 e Ki-67 mostra
concordancia no diagndstico das bidpsias do colo uterino. A
p16 € uma proteina supressora tumoral, esta superexpressa
nos casos de displasia, apresentando alta especificidade,
sendo um biomarcador Util para detectar lesdes de alto risco.
Estes trabalhos mostram uma associacao significante entre
o grau da leséao cervical, a distribuicdo e a intensidade da
expressado da proteina p16.®

Geralmente, em paises desenvolvidos, as mulheres
com diagnostico ASC-US ou LSIL e teste positivo para
HPV tendem a repetir o exame, o que gera custo e, além
disso, pode provocar sofrimento psicolégico as pacientes.
Dito isso, os biomarcadores da proliferagcao celular como
Ki-67 de alta sensibilidade e p16 de controle da prolifera-
¢ao que apresenta alta especificidade mostram-se em uso
concomitante, sendo eficientes para identificar o risco de
desenvolver cancer em pacientes predispostas, gerando,
portanto, mais precisdo no diagnéstico."?

A dupla coloragédo da imunocitoquimica p16 e Ki-67,
onde a superexpressao de p16 cora o citoplasma em mar-
rom e a expresséao de Ki-67 avermelha o nucleo, dado as
informacgdes, o resultado se torna positivo quando uma ou
mais células cervicais com dupla-coloragao € vista, inde-
pendente da morfologia celular. A dupla coloragao se torna
util em amostras relatadas ASC-US e LSIL por citologia em
meio liquido ou citologia convencional.3%

Corroborando com Shi Qin et al.,®? o inibidor da
proteina p16 dependente do ciclo celular, € uma proteina
que pode regular negativamente o ciclo celular. A infecgao
persistente por HPV causa superexpressao de p16, mas
a expressao de p16 também esta presente nas células
normais. A proteina p16 é de grande importancia para o
rastreamento do céncer do colo do utero, mas, por si S0,
pode nao ser suficiente para o diagnéstico. O Ki-67 é um
antigeno nuclear que pode ser detectado na fase ndo GO do
ciclo celular, marcando o processo de proliferacao celular.
Assim, para tecidos normais, a expresséo simultanea de
p16 e Ki-67 possui menor probabilidade de ocorrer.

As proteinas p16 e Ki-67 sao, respectivamente, marca-
dores de proliferagao celular. A proteina p16 € um supressor
de tumor da familia Ink4a que induz a hiperfosforilagdo da
proteina retinoblastoma (pRb), e tem baixa expressao nos
tecidos normais. O Ki-67 € uma proteina nuclear presente
nas células durante a fase de proliferagéo ativa, mas nao
€ expressa quando as células estao no estado de repouso.
A expressado de ambas as moléculas simultaneamente ja
denota algum problema no ciclo celular.®%

Aguilar et al.? descrevem que o CCU é de fato um
problema de saude publica com altas taxas de prevaléncia
e mortalidade. E uma doenca de evolugo lenta e estagios
bem definidos, inicialmente assintomatica, enfatizando a
importancia de exames periddicos. E Loghavi et al.(" afir-
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mam que apenas 12%-28% dos exames de colposcopia vao
definir o estagio da lesao. Diante disso, € imprescindivel que
os sistemas de saude tenham métodos atuais e fidedignos
para o diagnostico e tratamento, e se fazem necessarias
técnicas de rastreio menos invasivas e mais eficientes a
fim de se manter a integridade psicoldgica das pacientes.
O aparecimento das técnicas de biologia molecular revo-
lucionou o estudo do CCU, evidenciando que a infecgao
por HPV é a principal responsavel pelo desenvolvimento
da carcinogénese do colo uterino, que se inicia por uma
infeccdo aguda por um ou mais subtipos de virus carcino-
génicos de HPV, seguida de persisténcia da infecgao viral,
leséo pré-maligna e, por fim, invasdo por carcinoma.

De acordo com Silva,®" devido a subjetividade envolvi-
da na analise histologica, tem-se buscado marcadores bio-
l6gicos que possam auxiliar no diagnostico e classificagao
das lesbes de alto grau e carcinoma de colo uterino. Os dois
marcadores mais citados para esse fim, proteina p16 € um
inibidor da cinase ciclino-dependente esta ligada a quase
todas as lesdes precursoras de HSIL e carcinoma invasor.
A Ki-67 € uma proteina que se pode detectar no nucleo
das células apenas quando estao em proliferagéo. Logo, o
termo simultaneo de Ki-67 e p16 deve ser considerado um
indicador de desregulagéo do ciclo celular e consequente
transformacao celular.®

CONCLUSAO

Dado o exposto, a utilizagao de testes moleculares e
o estudo de biomarcadores para pesquisa de HPV de alto
risco na detecgado de lesdo intraepitelial cervical através
da técnica de dupla coloragdo p16 / Ki-67 tornam-se uma
ferramenta de suma importancia para maior precisao no
diagnostico clinico e na minimizagéo de resultados falsos-
-negativos no método de esfregaco cervical do colo uterino.

Por esse estudo, podemos observar que a saude da
mulher vem sendo discutida ha décadas, e mais do que
nunca se faz necessario a exposi¢cao de metodos preven-
tivos para toda a populagao. Dessa forma, expde o cancer
do colo do utero como uma doenga grave, e se nao for
diagnosticada precocemente pode levar a 6bito. Tendo em
vista os aspectos mencionados, & possivel identificar a
importancia do diagnéstico fidedigno através de biomarca-
dores para as proteinas p16 e Ki-67, tornando necessario
para a confirmagéo de casos graves de lesdo de alto grau
e carcinoma invasor uterino.
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Abstract

Cervical cancer is the second neoplasm that most affects women
in Brazil. It is a slow-progressing disease with well-defined stages.
When diagnosed early, it has a high probability of cure, and it is
essential to study methods that help in its diagnosis. The main factor
associated with this neoplasm is infection with HPV, a virus that
infects approximately 75% of sexually active people. Currently in
Brazil the most used prevention method is the Pap smear test. With
further studies on molecular biology and HPV, screening methods for
cervical carcinoma have emerged, based on the detection of HPV
DNA. Among these new methods is the double staining p16 / Ki-67,
a technique developed aiming at a high specificity for detecting high-
grade lesions. This is a bibliographic review work with the objective of
discussing how biomolecular methods can be important tools for the
early diagnosis of cervical cancer. The most used methods to diagnose
HPYV are cytopathological, colposcopic and histopathological exams,
however these methods can present high variations in the detection
of neoplastic lesions. With this study, we concluded the importance of
using double staining p16 / Ki-67 for an accurate diagnosis in cases
of cervical cancer.
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