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RESUMO 
 

 

A fim de investigar a expressão da p16INK4a no carcinoma cervical e sua relação com a 

transformação de carcinoma in situ em invasor, além de seu papel na recorrência das lesões 

cervicais, uma série de 90 pacientes com carcinoma cervical (49 com lesão in situ e 41 com lesão 

invasora) foi selecionada, entre julho de 2001 e setembro de 2002. Os grupos com lesão in situ e 

invasora foram pareados para uma série de variáveis de risco do câncer cervical e as pacientes 

mantidas em acompanhamento por 60 meses. As visitas de acompanhamento ocorreram a cada 6 

meses nos primeiros três anos e anualmente até o quinto ano. 87,9% das pacientes com lesão 

invasora apresentavam super expressão da p16INK4a, em comparação com 37,6% daquelas com 

lesão in situ (X2:13,68; 2GL; p=0,0002; OR:12,08), demonstrando ser a super expressão da 

p16INK4a um risco de invasão da membrana basal por células displásicas. Também observamos 

associação entre super expressão da p16INK4a e estadiamento do câncer (X2:18,38; 6GL; p=0,0003). 

A análise prospectiva, quando controlada a interação com os grupos de lesão cervical (cálculo de 

regressão de Cox), demonstra risco de 4,83 atribuído à super expressão da p16INK4a para 

recorrência, mas sem significância estatística (p=0,14).  

 

Palavras chave: expressão da p16INK4a, carcinoma cervical, recorrência, fator de risco, 

imunohistoquímica. 
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ABSTRACT 
 

 

To investigate the expression of p16INK4a in cervical carcinoma and its relation to the 

transition of carcinoma in situ to invasive carcinoma, and its role in recurrence of cervical lesions 

as well, a series of 90 patients with cervical carcinoma (49 with in situ lesion and 41 with 

invasive lesion) were selected between July 2001 and September 2002. Groups with in situ and 

invasive lesions were paired for a series of risk variables for cervical cancer and followed up for 

60 months. The follow-up visits occurred every 6 months in the first three years and annually up 

to the fifth year. It was seen that 87.9% of the patients with invasive lesion had overexpression of 

p16INK4a, in comparison with 37.6% of those with in situ lesion (X2: 13.68; 2 df; p=0.0002; OR: 

12.08), demonstrating the overexpression of p16INK4a as a risk of invasion of the basal layer by 

dysplastic cells. We also observed an association between overexpression of p16INK4a and staging 

of cancer (X2: 18.38; 6 df; p=0.0003). A prospective analysis, when controlled for interaction 

with cervical lesion groups (by Cox regression), demonstrated a risk of recurrence of 4.83 times 

attributed to overexpression of p16INK4a , albeit not statistically significant (p=0.14).  

Key words: expression of p16INK4a, cervical carcinoma, recurrence, risk factor, 

immunohistochemistry. 

 

 

 

 

 



    

  

1 INTRODUÇÃO 
 

 

Dentro dos conhecimentos sobre oncologia e de métodos de rastreamento e prevenção do 

câncer, a neoplasia maligna do colo uterino é o modelo no qual existe maior poder de detecção e 

tratamento precoce. Os conhecimentos acumulados com o passar dos anos nos trouxeram a 

história natural deste câncer, ao ponto de sabermos até mesmo situações que antecedem o seu 

aparecimento. 

Já está bem estabelecido que o câncer de colo uterino possui estágios precursores nos 

quais ainda não temos invasão do estroma. Nestes estágios podemos observar alterações celulares 

no colo uterino que comprometem o epitélio da região e se traduzem na neoplasia intraepitelial 

cervical (NIC), dividida em graus I, II e III (carcinoma in situ). Como regra, décadas são 

necessárias desde a infecção, por via sexual, das células basais do epitélio cervical, pelo 

papilomavírus humano (HPV), agente etiológico do câncer cervical, até o desenvolvimento da 

neoplasia invasora.  

Alguns tipos específicos de HPV, como o HPV 16 e o 18, tem sido fortemente 

identificados em uma série de carcinomas e lesões pré-malignas cervicais. Os HPVs infectam as 

células epiteliais cervicais e as suas oncoproteínas E6 e E7 se ligam e inativam as proteínas 

hospedeiras reguladoras do ciclo celular, p53 e pRb, respectivamente. 

A p16 é uma proteína que está envolvida no controle da proliferação celular por ser 

inibidora dos complexos ciclina-cinase dependente de ciclina. Os complexos ciclina/CDK4 ou 6 

são responsáveis por fosforilar a pRB que leva à progressão do ciclo celular da fase G1 para S. 

Sendo assim, a p16 INK4a é considerada um supressor tumoral pois tem a capacidade de inibir a 

proliferação celular. As alterações na expressão da p16INK4a em presença das oncoproteínas virais 

do HPV estão relacionadas com o desenvolvimento de câncer cervical, refletindo um 

desequilíbrio nos processo de controle do ciclo celular e senescência.   

Outro fato a ser considerado é que quanto maior a graduação da NIC maior seu poder de 

progressão e, assim, de transformação maligna. Apesar de compreendermos que a progressão ao 

câncer cervical a partir de uma lesão in situ deve ser tempo dependente, a busca por marcadores 

desta progressão é importante para o entendimento da dinâmica de todas as alterações pré-

malignas. Tendo em vista a baixa faixa etária na qual as alterações cervicais pré-malignas são 
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mais prevalentes, o entendimento do risco de progressão de cada paciente poderá nos fornecer 

substrato para manejarmos de maneira mais conservadora estas alterações cervicais.  

O ponto crítico no qual ocorre a transformação de carcinoma in situ a invasor ainda não 

está claramente estabelecido. Neste estudo nós investigamos a relação entre a expressão da 

p16INK4a e o carcinoma cervical in situ e invasor, além de acompanharmos a evolução destas 

entidades nosológicas, relacionando-a com a expressão da p16INK4a. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 CÂNCER DE COLO UTERINO 
 

Com aproximadamente 500.000 casos novos por ano no mundo, o câncer do colo uterino 

ou cervical é o segundo tipo de câncer mais comum entre as mulheres, sendo responsável pelo 

óbito de aproximadamente 230.000 mulheres/ano. Sua incidência é cerca de duas vezes maior em 

países menos desenvolvidos quando comparada com a dos mais desenvolvidos1. 

A América possui uma população de 336,5 milhões de mulheres com idade superior a 15 

anos, com risco potencial de desenvolverem câncer de colo uterino. Estima-se que 86.532 casos 

de câncer cervical sejam diagnosticados a cada ano e 38.436 mulheres morram por esta doença 

no continente americano1.  

O câncer cervical é o quarto em freqüência nas americanas em geral e o segundo mais 

freqüente entre as mulheres com idade de 15 a 44 anos. Mais da metade destes casos de câncer e 

de morte atribuída ao câncer são relatados na América do Sul. No Brasil a estimativa para o ano 

de 2008 é de 18.680 novos casos de câncer de colo uterino, com um risco estimado de 19 casos a 

cada 100.000 mulheres2, 3. 

O estado do Rio Grande do Sul apresenta uma taxa estimada de 28,17 casos de câncer de 

colo uterino para cada 100.000 mulheres no ano de 2008. Esta taxa está muito acima daquela 

esperada para o Brasil e é uma das mais elevadas do país. Um fato importante para chamarmos 

atenção neste ponto é a incidência crescente de casos de câncer de colo uterino em pacientes 

jovens. No Rio Grande do Sul, no ano de 2004, 22,7% dos casos de câncer cervical foram 

diagnosticados em pacientes com idade inferior a 39 anos. Em 2006 esta incidência aumentou 

para 51% e em 2007 para 59%, demonstrando uma mudança no comportamento biológico do 

câncer cervical3.  

A história natural do câncer cervical faz desta neoplasia um bom modelo para programas 

de rastreamento. Como regra, décadas são necessárias desde a introdução do papilomavírus 
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humano (HPV), agente etiológico fundamental, nas células basais do epitélio cervical, por via 

sexual, até o desenvolvimento da neoplasia invasora. Apesar da alta prevalência das infecções por 

HPV no colo uterino, a maioria é transitória e assintomática. A infecção persistente por alguns 

tipos de HPV, chamados de oncogênicos, é um dos fatores mais importantes para a progressão ao 

câncer cervical4. O período de latência desta doença oportuniza a identificação de alterações 

citológicas e colposcópicas ou até mesmo o próprio HPV.  

Desde 1925, com a invenção do colposcópio por Hinselmann, permitindo a observação do 

colo uterino com magnificação, foram acrescentadas observações que serviram de base para o 

conceito atual da origem do câncer cervical. O câncer começaria não em um foco estático de 

tecido, mas em uma lâmina de epitélio em constante processo de transformação5. 

Também em 1925, Papanicolaou, envolvido com suas pesquisas com células cervicais 

esfoliadas, diagnosticou uma paciente com câncer de colo uterino assintomática. Apesar de 

apresentar seus relatórios em 1928, até 1941 a citologia de Papanicolaou permaneceu com pouca 

credibilidade como forma de rastreamento do câncer. Quando introduzida nos programas de 

rastreamento do câncer de colo uterino, a citologia proporcionou grande impacto na incidência 

desta entidade nosológica, com redução aproximada de 75%6. Apesar desta redução importante, o 

câncer cervical continua sendo uma causa de mortalidade e morbidade alta entre as mulheres7. 

Já está bem estabelecido que o câncer de colo uterino possua estágios precursores nos 

quais ainda não temos invasão do estroma. Nestes estágios podemos observar alterações celulares 

que comprometem o epitélio da região e se traduzem na neoplasia intraepitelial cervical (NIC), 

dividida em graus I, II e III8. A história natural da NIC tem três possibilidades de desfecho: 

regressão, persistência e progressão. Cerca de 60% das neoplasias intraepiteliais de grau I (NIC I) 

regridem, 30% persistem, 10% progridem para carcinoma in situ (NIC III) e 1% progride para 

câncer. Os desfechos possíveis correspondentes para a NIC II são de 40%, 40%, 20% e 5%, 

respectivamente. A taxa de regressão para a paciente com carcinoma in situ é de 33% e de 

progressão para invasão acima de 12%9, 10. (Figuras 1, 2 e 3). 
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Figura 1 – História natural das lesões precursoras do câncer cervical 
   (Arquivo do autor) 
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Figura 2 – Carcinoma cervical in situ (HE 50X) 
Presença de atipia envolvendo toda a espessura do epitélio.  

Membrana basal sem invasão. (Arquivo do autor). 

 

 

 

Figura 3 – Carcinoma cervical invasor (HE 50X) 
Membrana basal com invasão.  

Infiltração do estroma por células atípicas. (Arquivo do autor). 
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Apesar de compreendermos que a progressão ao câncer cervical a partir de uma lesão in 

situ deve ser tempo dependente, a busca por marcadores desta progressão é importante para o 

entendimento da dinâmica de todas as alterações pré-malignas. Tendo em vista a baixa faixa 

etária na qual as alterações cervicais pré-malignas são mais prevalentes, o entendimento do risco 

de progressão de cada paciente poderá nos fornecer substrato para manejarmos de maneira mais 

conservadora estas alterações cervicais.  

Vários marcadores capazes de predizer o desfecho de lesões precursoras do câncer 

cervical foram estudados durante os últimos anos11,12. Um dos mais promissores candidatos é a 

proteína supressora tumoral p16INK4a, que mostrou estar super expressa em lesões pré-malignas e 

malignas cervicais13,14,15. Isto provavelmente ocorra devido a uma infecção persistente por 

papilomavírus humano de alto risco, como o HPV 16 e o HPV 18, na cérvice uterina. HPVs de 

alto risco são fatores fundamentais na carcinogênese do colo uterino. De fato, DNA de HPV tem 

sido fortemente identificado em uma série de carcinomas e lesões pré-malignas cervicais 16. Os 

HPVs de alto risco infectam as células epiteliais cervicais e as suas oncoproteínas E6 e E7 se 

ligam e inativam as proteínas hospedeiras reguladoras do ciclo celular, p53 e pRb, 

respectivamente17.   

 

 

2.2 PAPILOMAVÍRUS HUMANO 
 

A patologia associada ao papilomavírus humano é por definição uma doença infecciosa. 

Entretanto, ao longo das últimas décadas, ela adquiriu importância no campo da oncologia, uma 

vez que alguns tipos de papilomavírus humano têm se mostrado envolvidos no desenvolvimento 

de lesões pré-neoplásicas e neoplásicas.  

O HPV é um membro da família Papillomaviridae. Existem mais de 100 tipos, agrupados 

em HPVs de alto e baixo risco, de acordo com a freqüência em que aparecem associados a 

processos cancerígenos. Aqueles de alto risco também são conhecidos como tipos oncogênicos. 

Pelo menos 30 tipos exibem um tropismo pela mucosa anogenital. Os HPVs podem ser 

agrupados de acordo com seu tropismo em tipos cutâneos e mucosos (Tabela 1)17. 
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Tabela 1 – Tipos de HPV mais freqüentes e seu tropismo tecidual 
Grupo Protótipos Local Lesão 

Cutâneos HPV 1, HPV2 Pele Verrugas / assintomático 

Cutâneos - alto risco HPV5, HPV 8 Pele Verrugas / Carcinoma escamoso 

Mucosos - baixo risco HPV6, HPV 11 Mucosa 

anogenital 

Verrugas / assintomático 

Mucosos - alto risco HPV 16, HPV 18, HPV 

31, HPV 33, HPV 45 

Mucosa 

anogenital 

Lesões pré-malignas / Carcinoma 

escamoso / assintomático 

(Adaptado de Sheurer e colaboradores, 2005)17. 

 

Lesões que progridem para o carcinoma são comumente associadas aos papilomavírus de 

alto risco, mais freqüentemente os tipos 16 e 18 e, ocasionalmente os tipos 30, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56. Histologicamente eles são reconhecidos pela ruptura da arquitetura do epitélio 

estratificado e pela anaplasia nuclear18.  

 

 

2.3 ONCOPROTEÍNAS VIRAIS 
 

O genoma do HPV é constituído por uma molécula de DNA circular de fita dupla, de 

aproximadamente 8000 pares de base. O ciclo viral apresenta uma fase precoce (“early” = E) e 

uma fase tardia (“late” = L). Três proteínas sintetizadas pelo vírus durante a fase precoce do 

ciclo replicativo, E6, E7 e E5, desempenham um papel fundamental na patogenicidade do vírus. 

A proteína E6 atua como ativador do processo de degradação da proteína supressora tumoral p53, 

um importante regulador negativo do crescimento celular19. A proteína E7, por sua vez, liga-se e 

inativa a proteína do retinoblastoma (pRb), que também é um supressor tumoral que apresenta 

função reguladora do ciclo celular20. A proteína E5 interfere na reciclagem dos receptores do fator 

de crescimento epitelial promovendo a proliferação celular21. Durante o processo de infecção e 

multiplicação do vírus, a síntese de E5, E6 e E7 é controlada através da ativação ou repressão de 

uma região reguladora presente no genoma viral em que participa a proteína E2. No caso de 

tumores positivos para papilomavírus humano de tipo oncogênico, observa-se o genoma viral 

integrado ao DNA cromossômico celular. O local de integração no genoma celular é aleatório, 

mas o local de quebra no genoma viral é sempre interno à região que codifica a proteína 

reguladora E2. Como conseqüência, a síntese das proteínas E5, E6 e E7 acontece de forma 
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descontrolada nas células que contém a forma proviral do HPV. O efeito final será uma 

inativação significativa dos supressores tumorais p53 e pRb, falta de regulação adequada do ciclo 

celular e conseqüente multiplicação celular descontrolada21,22.  

 

 

2.4 O CICLO CELULAR 
 

O ciclo celular é tradicionalmente dividido em 4 fases distintas: G1, S, G2 e M, das quais 

a mais visível é a mitose, ou fase M. A fase de mitose do ciclo celular compreende uma série de 

etapas contínuas: prófase, pró-metáfase, metáfase, anáfase, telófase e citocinese.  Nestas etapas, 

ocorre a separação dos cromossomos duplicados na fase S e a divisão de uma célula em duas23,24.  

O período que vai de uma fase M à outra é chamado de interfase. A interfase 

compreende fases importantes e distintas: G1, S e G2. Na fase S do ciclo celular (S = síntese) 

acontece a duplicação do material genético da célula. O intervalo entre o término da mitose e o 

começo da síntese de DNA é chamado de fase G1 (G = gap ou lacuna) e o intervalo entre o final 

da síntese de DNA e o início da mitose é chamado de fase G2. G1 é a fase em que a célula 

permanece até receber um estímulo para a duplicação e corresponde à fase mais longa do ciclo. 

G2 propicia um tempo adicional para o crescimento celular, permite que a célula aumente a 

quantidade de citoplasma e o volume da membrana celular antes de se dividir23,20.  

Em um ciclo celular padrão existe um sistema-controle constituído por uma série de 

proteínas que interagem entre si e que regulam o ciclo celular através de paradas temporárias do 

ciclo em pontos de controle estratégicos específicos (pontos de checagem). Existem pontos de 

checagem no final de G1, no final de G2 / início de M e no final de M que controlam se existem 

condições favoráveis para a divisão celular, como por exemplo: replicação completa do DNA, 

ausência de danos ou anormalidades no DNA, perfeita associação dos cromossomas aos fusos 

mitóticos, tamanho e volume ideais da célula20.  

As interrupções são importantes também para permitir que o sistema-controle do ciclo 

celular seja regulado por sinais provenientes do meio ambiente. Estes controles ambientais 

geralmente agem sobre o sistema-controle em um ou outro dos dois importantes pontos de 

checagem do seu ciclo: em G1, exatamente antes de entrar na fase S, e em G2, no início da 

mitose23,20.  



10 

 

Este sistema de controle está baseado em duas famílias de proteínas que são chave para o 

seu funcionamento: a família das proteinoquinases dependentes de ciclinas (CDK) e a família das 

ciclinas, que se ligam às moléculas de CDK 20.  O comando deste sistema de controle parte de 

alguns genes chamados de genes de supressão tumoral 

 

 

2.5 OS GENES DE SUPRESSÃO TUMORAL 
 

 O câncer normalmente se desenvolve como conseqüência de um acúmulo de alterações 

genéticas que incluem ativação dos oncogenes e inativação dos genes supressores de tumores. As 

mutações dos genes supressores tumorais RB e TP53 foram associadas a doenças malignas 

hereditárias (retinoblastoma e síndrome de Li-Fraumeni, respectivamente) e haviam sido 

encontradas em diferentes percentagens em tumores malignos esporádicos como osteossarcoma, 

câncer de mama e câncer de bexiga25.  

 O principal supressor tumoral é o gene TP53, localizado no cromossoma 17, cuja proteína 

codificada, p53 responde pelo controle da proliferação celular e da apoptose (morte celular 

programada). A proteína p53 se liga ao DNA e exerce seu efeito, em parte, por indução da 

transcrição de outros genes reguladores. Um destes genes codifica uma proteína de 21 

quilodaltons (p21), que se liga e inibe o complexo ciclina G1 / proteína CDK2 que fosforilaria 

pRb, liberando o fator de transcrição E2F ao qual se associa, promovendo assim a passagem de 

G1 para S. Pelo bloqueio da atividade de cinase destes complexos, a proteína p21 impede a célula 

de progredir para a fase S e replicar seu DNA17.  

A proteína de supressão tumoral p53 possui três funções principais: controle do ciclo 

celular, ativação do reparo do DNA e regulação da apoptose. A p53 atua como “guardiã do 

genoma” e diante de um dano extenso ou irreparável no DNA, ativa o controle do ciclo celular, 

induzindo o reparo ou apoptose, e previne a proliferação de células com mutações genéticas. O 

efeito da inativação funcional da p53 pela proteína E6 dos HPVs de alto risco sobre a célula 

parece ser equivalente a qualquer mutação do gene TP53 que afete a função normal da p5326.   

O gene TP53 apresenta um polimorfismo no códon 72 que resulta em uma arginina (Arg) 

ou uma prolina (Pro) nesta posição. Apesar de as duas variantes alélicas serem equivalentes de 

uma perspectiva funcional, não interferindo na atividade da proteína, foi sugerido que pacientes 

homozigoto para Arg (Arg/Arg p53) teriam um risco maior de desenvolver câncer cervical 



11 

 

associado ao HPV27,28,29,30. Contudo, vários estudos não encontraram evidências de uma correlação 

entre o polimorfismo no códon 72 do gene TP53 e risco para câncer cervical HPV positivo31,32,33. 

Alguns indivíduos que apresentam retinoblastoma (tumor que se origina a partir de células 

precursoras neurais na retina imatura) possuem cariótipo visivelmente anormal, com uma deleção 

de uma banda específica no cromossoma 13, determinando que este câncer seja causado por 

perda de um gene supressor de tumor mais do que por aquisição de um oncogene. O gene cuja 

perda é crítica para o desenvolvimento deste câncer é chamado gene RB17. 

 O gene RB é normalmente expresso em todas as células do corpo e seu produto atua como 

um dos principais freios da progressão do ciclo da divisão celular. A ação da frenagem é 

normalmente regulada por fosforilação. A proteína RB se alterna entre um estado fosforilado e 

não-fosforilado nas diferentes fases do ciclo celular e, em células que foram removidas do ciclo 

se mantém não-fosforilado. À medida que permanece não-fosforilada, RB se liga fortemente a 

E2F, um fator de transcrição de genes que codificam proteínas que regulam a passagem da fase 

G1 para S, impedindo a progressão do ciclo celular e conseqüente proliferação celular. A perda 

do gene mantém a célula livre deste impedimento17.  

A inativação da pRb tem um impacto na regulação de genes envolvidos no controle da 

progressão do ciclo celular, permitindo que a célula entre na fase S, ultrapassando o ponto de 

checagem G1/S, mesmo em condições onde esta passagem deveria ser bloqueada 34. A  p16INK4a 

inibe as quinases dependentes de ciclina que promovem a fosforilação e conseqüente inativação 

da pRb. Uma relação inversa foi relatada entre a presença de pRb fosforilada e a super expressão 

de p16INK4a 35.  

 

 

2.6 P16INK4a 

 

 O gene p16, localizado no cromossomo 9p21, codifica uma proteína que inibe as quinases 

dependentes de ciclina, como CDK4 e CDK6, as quais promovem a fosforilação e conseqüente 

inativação da pRb. A atividade de supressão tumoral p16/pRb freqüentemente está inativa em 

muitos tipos de cânceres humanos. A inativação tanto da p16 como da pRb tem um impacto na 

regulação de um grupo de genes envolvidos no controle da progressão do ciclo celular, 

permitindo que a célula entre na fase S, ultrapassando o ponto de checagem G1/S36. 
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 Mutações na p16INK4a estão ligadas à perda da aptidão de controlar o ciclo celular, tendo 

como resultado um crescimento exagerado e seletivo das células afetadas. Mutações somáticas 

nos dois alelos da p16INK4a estão presentes de forma significativa em diferentes tipos de câncer, 

como câncer colorretal, câncer gástrico e gliomas36,37,38. 

Alguns estudos revelaram que a inativação da pRb é freqüentemente acompanhada da 

super expressão de p16INK4a em vários cânceres39,40,41. Foi observado que o complexo pRb-E2F tem 

um efeito inibidor da transcrição da p16INK4a. Conseqüentemente, a perda da função da pRb, por 

mutação ou por interação com a proteína viral E7, resulta na liberação do controle negativo da 

transcrição do gene p16INK4a. Porém, o aumento da expressão da p16INK4a pode não estar 

relacionado com o aumento da atividade da proteína, pois esta pode estar funcionalmente inativa. 

Concordando com esta hipótese, níveis elevados de p16INK4a foram encontrados em células 

infectadas pelo HPV, tanto em lesões pré-neoplásicas como cancerosas. Embora alguns trabalhos 

sugiram que em lesões cervicais a expressão do gene p16INK4a pode estar regulado negativamente 

por hipermetilação ou mutações, esta hipótese não foi confirmada por outros estudos 42,43. No 

câncer de colo uterino não foram encontradas mutações ou deleção homozigótica da p16INK4a ou 

foi detectada somente em 5% dos carcinomas44. 

 A super expressão da p16INK4a em lesões displásicas cervicais e em câncer cervical tem 

sido o objetivo de alguns estudos. Estes estudos têm confirmado a alta expressão na maioria das 

lesões cervicais avançadas, mas não no epitélio cervical normal, indicando que a expressão da 

p16INK4a em lesões cervicais e em câncer pode ser usada para observar células transformadas pelo 

HPV 14,15,42,43,44,45,46. 

 O acúmulo da proteína p16INK4a tem sido observado em resposta à inativação da pRb pela 

proteína E7 do HPV de alto risco. Contudo, a relação entre a p16INK4a e a pRb é mais complexa do 

que se acreditava: o nível de expressão da p16INK4a não somente reflete o status funcional da pRb; 

a expressão da p16INK4a permanece constante durante a transição da fase quiescente para a fase de 

proliferação durante toda a progressão do ciclo celular. É possível que a indução da expressão da 

p16INK4a ocorra somente depois de um prolongado período de proliferação, na ausência da função 

da pRb47,48. 

2.7 O PONTO CRÍTICO  
 

No carcinoma uterino, fatores prognósticos como estadiamento clínico, metástases 

linfonodais e o envolvimento parametrial já são bem conhecidos49,50. Também são conhecidos 
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fatores de risco para o desenvolvimento das lesões pré-neoplásicas e do próprio câncer cervical. 

Entre os fatores de risco podemos citar: a idade da paciente, o grau de escolaridade, o nível sócio-

econômico, a menarca, a idade precoce da primeira relação sexual, a paridade, o número de 

parceiros sexuais, a infecção pelo HPV, a presença de doenças sexualmente transmissíveis, o uso 

de anticoncepcionais orais e o tabagismo7,12. Contudo, o ponto crítico no qual ocorre a 

transformação de carcinoma in situ a invasor ainda não está claramente estabelecido. Neste 

estudo nós investigamos a relação entre a expressão da p16INK4a e o carcinoma cervical in situ e 

invasor, além de acompanharmos a evolução destas entidades nosológicas, relacionando-a com a 

expressão da p16INK4a. 
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3 OBJETIVOS 
 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Verificar a expressão da proteína p16INK4a em espécimes de neoplasia cervical in situ e 

invasora. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Relacionar a super expressão da p16INK4a com a neoplasia cervical in situ e invasora, com o 

estadiamento do câncer cervical e com a sobrevida livre de doença. 

 

Demonstrar o risco atribuível à super expressão da p16INK4a na determinação da invasão da 

membrana basal do epitélio cervical por células neoplásicas. 
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4 PACIENTES E MÉTODOS 
 

 

4.1 DELINEAMENTO E AMOSTRA 
 

Para realização do presente trabalho, foi efetuado estudo retrospectivo de coorte histórico, 

no qual foi selecionada uma série de 90 pacientes, tratadas no Ambulatório de Oncologia Pélvica 

do Serviço de Ginecologia do Hospital São Lucas da PUCRS, que buscaram assistência para 

realização de exame colposcópico e realizaram biópsia de colo uterino identificando carcinoma, 

no período correspondente a julho de 2001 e setembro de 2002.  

Todas as pacientes, após apresentação e assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido, realizaram anamnese, exame ginecológico, colposcopia, coleta de material ecto e 

endocervical para citologia, pesquisa de DNA de HPV e do polimorfismo no códon 72 da p53 

através da reação em cadeia da polimerase, além de biópsia de colo uterino para diagnóstico 

histológico e determinação da expressão da proteína p16INK4a. 

As visitas de acompanhamento foram realizadas a cada 6 meses nos primeiros três anos e 

anualmente até o quinto ano. As pacientes foram acompanhadas por 60 meses (média de 54,9 

meses). Nas visitas foram realizados exame ginecológico, citopatológico cervical, colposcopia e 

biópsia cervical na evidência de lesão recorrente ou progressão da doença.  

Todas as pacientes receberam o tratamento padrão recomendado por estádio da Federação 

Internacional de Ginecologia e Obstetrícia (FIGO)51: 67 (74,5%) apenas cirurgia, 4 (4,5%) 

cirurgia e radioterapia, 12 (13,3%) radioterapia e quimioterapia, 7 (7,7%) cirurgia com 

radioterapia e quimioterapia. Nenhuma das pacientes que foi submetida apenas a tratamento 

cirúrgico apresentou margens cirúrgicas comprometidas. O estadiamento clínico do carcinoma 

cervical foi determinado pela classificação da FIGO (Tabela 2). Assim, 49 (54%) pacientes 

encontravam-se no estádio 0 (carcinoma in situ), 19 (21%) em estádio I (1 IA e 18 IB), 11 (12%) 

em estádio II (4 IIA e 7 IIB) e 11 (12%) em estádio III (2 IIIA e 9 IIIB) (Figura 4).  
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Tabela 2 – Estadiamento do câncer de colo uterino (FIGO) 51 
Estádio   Características 

0 Carcinoma in situ 
I  Carcinoma limitado ao colo uterino 

IA  carcinoma pré-clínico (diagnóstico somente pela microscopia) 
IA1:  invasão estromal mínima: 3x7mm. 
IA2:  invasão de até 5x7mm de largura. 

IB dimensões superiores a IA2. 
IB1:  tumores com diâmetro < 4cm. 
IB2:  tumores com diâmetro ≥ 4cm. 

II  Tumor além do colo, mas que não atinge a parede pélvica. Comprometimento 
da vagina até no máximo o terço médio. 

IIA:  sem comprometimento evidente de paramétrio (apenas vagina). 
IIB:  com comprometimento evidente de paramétrio. 

III  Tumor no terço inferior da vagina ou até a parede pélvica. Todos os casos com 
uretero-hidronefrose ou exclusão renal.  

IIIA:  não há extensão à parede pélvica (só da vagina). 
IIIB:  extensão à parede pélvica e/ou uretero-hidronefrose ou exclusão renal.  

IV Tumor além da pelve verdadeira ou na mucosa da bexiga ou do reto . 
IVA:  envolvimento órgãos adjacentes, como reto e bexiga.  
IVB:  envolvimento de órgãos distantes. 

     

 

De acordo com o diagnóstico histológico, as pacientes foram divididas em dois grupos: 

aquelas com lesão in situ e aquelas com lesão invasora cervical. Foram excluídas as pacientes que 

apresentavam tratamento prévio para neoplasia intraepitelial ou câncer cervical e aquelas que 

sofreram tratamento radioterápico prévio sobre a região pélvica. A idade média das pacientes foi 

de 41 anos (variando entre 21 e 75 anos), aquelas com carcinoma in situ apresentaram idade 

média de 39 anos enquanto que as com invasão cervical por células malignas apresentaram idade 

média de 43,3 anos. 11 pacientes do grupo com lesão invasora morreram no período de 

acompanhamento em decorrência de sua doença. Não houve nenhuma morte entre as pacientes 

do grupo com lesão in situ. 

 

 

4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
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 Foram incluídas as pacientes com diagnóstico histológico de neoplasia cervical in situ ou 

invasora do Ambulatório de Oncologia Pélvica do Serviço de Ginecologia do HSL PUCRS, no 

período referido anteriormente. 

 

 

4.3 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
 

 Foram excluídas do estudo todas as pacientes que apresentaram uma ou mais das 

condições abaixo: 

 - pacientes submetidas à radioterapia ou quimioterapia previamente à biópsia de colo 

uterino. 

 - pacientes cujo exame histológico cervical não foi realizado no HSL PUCRS. 

 

 

4.4 PESQUISA DO DNA DE HPV 
 

A retirada de células endo e ectocervicais para a pesquisa de DNA de papilomavírus 

humano pela reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com cytobrush. Tal material era 

deixado em suspensão em 10 ml de tampão T.E. (10mM TrisHCl pH 8,5; 1mM EDTA),  

estocadas  à  temperatura  de -20oC até a extração do DNA.   

As amostras para a pesquisa de DNA de papilomavírus humano, após descongelamento, 

foram centrifugadas a 5200 rpm, sob refrigeração, e o sedimento ressuspendido em 500µl de TE. 

Destes, 100µl foram tratados com 100µl de Proteinase K/TE-50 (200 µg/ml de proteinase K 

‘DNase/RNase free' Gibco, 2% Tween 20, 1mM EDTA, 50 mM TrisHCl pH 8,5) e incubados 

durante 12 horas a 37oC.  Após inativação a 94 oC por 10 minutos, as amostras foram 

desproteinizadas e conservadas a -20oC até o momento da análise. 

 O DNA total extraído das amostras foi submetido a uma amplificação por PCR, 

utilizando-se como primers consenso os seguintes oligonucleotídeos My09 (5’ .. CGT CCA/C 

AA A/G GGA A/TAC TGA TC .. 3’) e My11 (5’ .. GCA/C CAG GGA/T CAT AAC/T AAT GG .. 3’) 

complementares à região L1 do genoma viral. As condições para amplificação das amostras 

foram:  95oC por 5 minutos; 40 ciclos de 95oC por 1 minuto, 55oC por 1 minuto, 72oC por 1 
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minuto; 72oC por 10 minutos. Todas as amostras resultantes positivas na triagem acima foram 

tipadas para HPV 16, 18, 31 e 33, utilizando-se primers específicos para cada tipo, 

complementares à região E6 do genoma viral.  As condições de amplificação (com pequenas 

alterações) e os primers utilizados foram baseados na metodologia descrita por Cuzick e 

colaboradores52. 

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em tampão 

TAE, contendo 1 ug/ml de brometo de etídio e analisados sob luz ultravioleta. 

As pacientes que possuíam algum dos tipos de HPV acima descritos (HPV 16, 18, 31 ou 

33) foram classificadas como positivas para “HPV de alto risco”. As pacientes nas quais foram 

identificados mais de um tipo de DNA de HPV foram classificadas como “com infecção múltipla 

por HPV”. 

 

 

4.5 DETERMINAÇÃO DO POLIMORFISMO ARG/PRO DO CÓDON 7 2 DA P53 
 

A pesquisa do polimorfismo Arg/Pro foi efetuada com o uso de PCR utilizando os 

primers: 72S (5'.... TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA ... 3') e 72A (5'... TCT GGG AAG 

GGA CAG AAG ATG AC ... 3'). As pacientes homozigotas para o alelo que codifica arginina na 

posição 72 do gene TP53 foram caracterizadas como tendo genótipo Arg/Arg p53; as 

homozigotas para o alelo que codifica prolina na posição 72 do gene TP53 foram denominadas 

Pro/Pro p53 e as heterozigotas, Arg/Pro p5353. 

 

 

4.6 PESQUISA IMUNOHISTOQUÍMICA DE P16 INK4a 

 

As amostras fixadas foram submetidas à imunohistoquímica utilizando o anticorpo 

primário específico para p16INK4a. Por encontrarmos alguns blocos de parafina com conservação 

inadequada para análise imunohistoquímica, foi necessário restringir a pesquisa do anticorpo para 

p16INK4a em 57 amostras. Os blocos de parafina foram cortados e fixados em lâminas preparadas 

com poli-L-lisina. Os cortes tratados seqüencialmente com xilol, etanol absoluto, etanol 90%, 

etanol 80%, etanol 70% e água destilada para a desparafinização. Para o bloqueio da peroxidase 
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endógena, a amostra foi tratada com peróxido de hidrogênio 3% por 10 minutos. As lâminas 

foram incubadas por uma hora com o anticorpo monoclonal anti-p16 (Novocastra laboratories 

Ltd) e, a seguir, tratadas com o anticorpo secundário marcado com biotina (Novostain universal 

detection kit, Novocastra laboratories Ltd) por 10 minutos e estreptavidina-peroxidase por mais 

10 minutos. Após, foi colocado o substrato, Diaminobenzidina (DAB). Como contraste foi 

utilizado a coloração com hematoxilina-eosina (mergulhando a lâmina por 15 segundos). 

As lâminas foram analisadas no microscópio ótico e classificadas como negativas (se não 

apresentassem reação), + (se menos de 5% das células fossem reagentes), ++ (de 5 a 50% 

reagentes), +++ (mais de 50% reagentes) para a expressão das proteínas. Para análise posterior 

classificamos as pacientes com +++ para a expressão da p16INK4a como “super expressão 

presente” e a as outras pacientes foram referidas como “super expressão ausente”.   

 

 

4.7 VARIÁVEIS DO ESTUDO 
 

As variáveis analisadas em relação à super expressão da p16INK4a foram: 

- grupos com lesão cervical in situ e invasora 

- estadiamento do câncer de colo uterino 

- sobrevida livre de doença 

 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

 A razão de chance (odds ratio (OR)) com um intervalo de confiança (IC) de 95% foi 

calculada para examinar a força e a precisão da associação entre a super expressão da p16INK4a e o 

risco de invasão da membrana basal do epitélio cervical pelas células displásicas. O teste de qui-

quadrado (X2) foi utilizado para examinar as diferenças nas proporções de fatores de risco para o 

câncer cervical. A análise univariada da sobrevida livre de doença e recorrência na medição do 

acompanhamento foi baseada no método de Kaplan-Meier, usando o teste log-rank para comparar 

os grupos. A análise multivariada (para controlar os fatores de confusão da amostra) foi realizada 
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pelo cálculo de regressão de Cox (Cox´s proportional hazards model). Também foram utilizados 

cálculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo. 

 

 

4.9 ÉTICA 
 

 Este estudo encontra-se em conformidade com os itens III.3.i e III.3.t das Diretrizes e 

Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolução CNS 196/96), 

bem como a diretriz 12 das Diretrizes Éticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas 

envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993), tendo sido aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul – adendo ao Protocolo 

002/99. 
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5 RESULTADOS 
 

 

Foram analisados os dados de 90 pacientes com carcinoma cervical, classificadas de 

acordo com o estadiamento da FIGO da seguinte maneira: 49 (54%) pacientes no estádio 0 

(carcinoma in situ), 19 (21%) em estádio I (1 IA e 18 IB), 11 (12%) em estádio II (4 IIA e 7 IIB) 

e 11 (12%) em estádio III (2 IIIA e 9 IIIB) (Figura 4).  

 

 

Figura 4 – Distribuição de pacientes por estádios do câncer de colo uterino 
 

 

  Uma série de fatores clínicos e moleculares de risco para o câncer cervical, como idade, 

cor da pele, número de parceiros sexuais, uso de contraceptivo oral, idade da menarca, idade da 

primeira relação sexual, gestações, partos, idade no primeiro parto, tabagismo, escolaridade, 
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estado civil, parceiro sexual fixo, presença de DNA de HPV de alto risco, múltipla infecção pelo 

HPV e o polimorfismo no códon 72 do gene TP53, foi pesquisada nos grupos com lesão in situ e 

invasora. Como observado nas Tabelas 3 e 3a, nenhum destes fatores de risco apresentou 

diferença significativa entre os grupos, evidenciando uma distribuição homogênea (pareamento) 

de tais fatores nas pacientes com lesão in situ e invasora. A Tabela 3 chama atenção para o grupo 

todo de 90 pacientes, já a Tabela 3a demonstra as variáveis distribuídas pelas 57 pacientes nas 

quais foi possível a pesquisa da expressão da p16INK4a. Nenhuma paciente do estudo apresentava 

ou tinha história de doenças sexualmente transmissíveis outras além do HPV. 

 

Tabela 3 – Variáveis de risco x Grupo (n=90) 
 
 
Variáveis de risco 

Grupo (Carcinoma cervical)  
 

Valor de p 
Lesão in situ 
(n:49) 

Lesão invasora 
(n:41) 

Valor  Valor  
Idade média (anos) 39,0 43,3 0,054 
Cor da pele (branca) 73,5% 80,5% 0,433 
Número médio de parceiros sexuais 3 2,56 0,617 
Uso de método contraceptivo 73,5% 61,0% 0,200 
Idade média da menarca (anos) 13,1 12,7 0,204 
Idade média da 1ª relação sexual (anos) 16,6 16,9 0,605 
Número médio de gestações 3,5 4,3 0,132 
Número médio de partos 2,8 3,7 0,054 
Número médio de partos normais 2,6 3,2 0,959 
Média de idade no primeiro parto (anos) 20,3 19,8 0,668 
Tabagismo 55,1% 46,3% 0,400 
Presença de DNA de HPV de alto risco 77,6% 85,4% 0,345 
Infecção múltipla por HPV 34,0% 42,0% 0,534 
Escolaridade - 1º Grau incompleto 59,2% 65,9% 0,111 
Estado Civil – Casada 67,3% 78,0% 0,253 
Com parceiro sexual atual fixo 77,6% 82,9% 0,711 
Arg/Arg p53 50,0% 58,0% 0,321 
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Tabela 3a – Variáveis de risco x Grupo (n=57) 
 
 
Variáveis de risco 

Grupo (Carcinoma cervical)  
 

Valor de p 
Lesão in situ 
(n:24) 

Lesão invasora 
(n:33) 

Valor  Valor  
Idade média (anos) 38,6 42,7 0,057 
Cor da pele (branca) 70,8% 81,8% 0,329 
Número médio de parceiros sexuais 2 2,6 0,323 
Uso de método contraceptivo 73,3% 57,6% 0,173 
Idade média da menarca (anos) 13 12,6 0,388 
Idade média da 1ª relação sexual (anos) 16,3 16,9 0,366 
Número médio de gestações 3,2 4,5 0,061 
Número médio de partos 2,7 3,8 0,061 
Número médio de partos normais 2,4 3,3 0,156 
Média de idade no primeiro parto (anos) 19,8 20,4 0,679 
Tabagismo 62,5% 48,5% 0,294 
Presença de DNA de HPV de alto risco 79,2% 87,9% 0,601 
Infecção múltipla por HPV 31,0% 41,8% 0,305 
Escolaridade - 1º Grau incompleto 66,7% 69,7% 0,808 
Estado Civil – Casada 62,5% 78,8% 0,176 
Com parceiro sexual atual fixo 66,7% 81,8% 0,189 
Arg/Arg p53 40,9% 57,6% 0,235 

 

 Entre as pacientes com lesão cervical in situ observamos a seguinte característica da 

expressão da p16: 2 pacientes eram negativas, 6 com (+) para expressão, 7 com (++) e 9 com 

(+++). Já no grupo com lesão invasora, 4 pacientes apresentaram (++) e 29 pacientes (+++) de 

expressão da p16 (X2:18,38; 3 graus de liberdade (GL); p=0,0003) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Grupo x Expressão da p16 INK4a 
Grupo Expressão da p16INK4a Total      

(%) Negativa (%) + (%) ++ (%) +++ (%) 

Lesão invasora 0 (0) 0 (0) 4 (12,1) 29 (87,9) 33 (100) 

Lesão in situ 2 (8,3) 6(25) 7 (29,1) 9  (37,6) 24 (100) 

Total 2 (3,5) 6 (10,5) 11 (19,3) 38 (66,7) 57 (100) 

Valor de p=0,0003 
X2 :18,38 
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Ao analisarmos os dois grupos de pacientes em relação à expressão da p16INK4a como 

variável dicotomizada, identificamos a maioria do grupo com lesão invasora (29/33 pacientes) 

com super expressão, ao contrário do grupo com lesão in situ onde a maior parte das pacientes 

(15/24) não apresentava super expressão da p16INK4a. Esta associação se mostrou estatisticamente 

significativa (X2:13,68; 2GL; p=0,0002 com uma razão de chance (OR) de 12,08 

(2,74<OR<58,43) (Tabela 5).     

 Tabela 5 – Grupo x Super expressão da p16 INK4a 
Grupo Super expressão da p16INK4a (+++) Total 

Presente Ausente  

Carcinoma invasor 29 4 33 

Carcinoma in situ 9 15 24 

Total 38 19 57 

Valor de p=0,0002 
X2 (Yates): 13,68 
OR: 12,08 (2,74<OR<58,43) 
 

 Na Tabela 6 podemos identificar uma associação entre a super expressão da p16INK4a e o 

estadiamento do câncer cervical (X2:18,69; 6GL; p=0,0047), quanto maior o estadiamento, maior 

a freqüência de super expressão da p16INK4a. Observando a Figura 5, verificamos que também 

existe uma associação presente entre a invasão da membrana basal do colo uterino por células 

carcinomatosas e os índices de recorrência. A análise univariada (Kaplan-Meier) de recorrência 

demonstrou diferença significativa entre a sobrevida livre de doença (SLD) e os grupos (lesão in 

situ e lesão invasora), assim como entre a SLD e a super expressão de p16INK4a. Uma paciente com 

lesão invasora apresenta 2,8 vezes o risco de recorrência daquela com lesão in situ.  

Tabela 6 – Super expressão da p16INK4a X Estadiamento 
Super expressão da 

p16INK4a 

Estadiamento Total 

0 IA  IB  IIA  IIB  IIIA  IIIB  

Presente 9 6 6 1 6 2 8 38 

Ausente 15 0 2 1 0 0 1 19 

Total 24 6 8 2 6 2 9 57 

Valor de p=0,0047 
X2: 18,69 
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Figura 5 – Sobrevida livre de doença entre os grupos com lesão in situ e invasora (método de Kaplan-Meier) 
n=90. 
 
 
 
 

A Figura 6 demonstra a relação entre a super expressão da p16INK4a e a SLD. Podemos 

notar que existe uma relação estatisticamente significativa entre estas variáveis. A super 

expressão da p16INK4a traria um risco de 10,01 vezes aquele das pacientes sem este fator para a 

recorrência (HR:10,01; valor de p=0,004). Quando controlado para a interação com os grupos de 

lesão cervical (cálculo de regressão de Cox), este risco cai para 4,83, mas não demonstra 

significância estatística (valor de p=0,14) (Tabela 7). 

Grupos  

Log-rank 
p=0,008 
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Figura 6 – Sobrevida livre de doença das pacientes com super expressão de p16INK4a presente e ausente (método 
de Kaplan-Meier) n=57. 

Log-rank 
p=0,004 

Super expressão  
de p16 INK4a 
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Tabela 7 – Sobrevida livre de doença  
 N Recorrência Sobrevida livre de doença (%) HR p HR* p* 

6 
meses 

12 
meses 

18 
meses 

24 
meses 

30 
meses 

36 
meses 

48 
meses 

60 
meses 

Grupos               

Lesão in 

situ 
49 8 (16,3%) 97,9 93,8 87,7 83,7 83,7 83,7 83,7 83,7 Referência  

Lesão 
invasora 

41 17 (41,4%) 87,8 85,3 78,0 68,2 65,8 63,4 58,5 58,5 2,8 (1,33 a 
6,75) 

0,008  

Super 
expressão 
de p16INK4a 

             

Ausente 19 1 (5,2%) 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 Referência   
Presente 38 18 (47,3%) 92,1 89,4 81,5 65,7 65,7 65,7 62,7 62,7 10,01(1,55 

a 11,1) 
0,004 4,83 

(0,57 
a 
40,52) 

0,14 

HR = hazard ratio 
HR* = hazard ratio ajustado (controlado para interação com os grupos) 
P = valor de p 
P* = valor de p ajustado (controlado para interação com os grupos) 
  

A Figura 7 ilustra a SLD de acordo com o estadiamento do carcinoma cervical. Nesta 

figura podemos observar o prognóstico mais reservado das pacientes com estádio avançado da 

doença.  

 

Figura 7 – Sobrevida livre de doença de acordo com o estadiamento do câncer cervical (método de Kaplan-
Meier) n=90. 

Estadiamento  
FIGO 
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A Tabela 8 traz a análise univariada de Kaplan-Meier para SLD de acordo com o 

estadiamento clínico. Assim, observamos uma diferença significativa na SLD entre os estádios III 

(IIIa ou IIIb) e 0. Porém, apesar de apresentar uma tendência ao aumento do risco de recorrência 

entre os estádios iniciais e o estádio 0, esta diferença não foi significativa (valor de p=0,2 para os 

estádios Ia ou Ib e valor de p=0,9 para os estádios IIa ou IIb). Na análise de regressão de Cox, a 

relação entre fator de exposição e de confusão também foi controlada pela inclusão de interação 

dos termos “expressão de p16INK4a” e “estádio clínico pela FIGO” no modelo. Esta análise nos 

possibilitou identificar a presença marcante de uma associação entre estadiamento e SLD (valor 

de p=0,001), independente da expressão da p16INK4a. Foi também identificado um risco de 3,9 para 

a recorrência entre as pacientes com super expressão da p16INK4a, independente do estádio clínico, 

porém, sem significância estatística (valor de p=0,20). 

 

Tabela 8 – Sobrevida livre de doença – influência do estadiamento e da expressão da 
p16INK4a 
 n Recorrência Sobrevida livre de doença (%) HR p HR* p* 

6 
meses 

12 
meses 

18 
meses 

24 
meses 

30 
meses 

36 
meses 

48 
meses 

60 
meses 

Estádio 
FIGO 

              

0 49 8 (16,3%) 97,9 93,8 87,7 83,7 83,7 83,7 83,7 83,7 Referência 

Ia ou Ib 19 6 (31,5%) 94,7 94,7 89,4 89,4 84,2 78,9 68,5 68,5 1,9 (0,66 a 
7,03) 

0,2 

IIa ou IIb 11 2 (18,1%) 100 100 100 81,8 81,8 81,8 81,8 81,8 1,0 (0,21 a 
5,42) 

0,9 

IIIa ou IIIb 11 9 (81,8%) 63,6 54,5 36,3 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2 8,1 (13,79 
a 284,74)  

<0,0001 2,2 
(1,37 
a 
3,62) 

0,001 

Super 
expressão 
de p16INK4a 

              

Ausente 19 1 (5,2%) 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 Referência    
Presente 38 18 (47,3%) 92,1 89,4 81,5 65,7 65,7 65,7 62,7 62,7 10,01(1,55 

a 11,1) 
0,004 3,9 

(0,47 
a 
32,09) 

0,20 

HR = hazard ratio 
HR* = hazard ratio ajustado (controlado para interação estadiamento FIGO / p16INK4a) 
P = valor de p 
P* = valor de p ajustado (controlado para interação estadiamento FIGO / p16INK4a) 
 

 

 Se considerarmos apenas as pacientes no qual foi possível pesquisar a expressão da 

p16INK4a, estaremos trabalhando com um grupo de 57 mulheres, distribuído da seguinte maneira: 

grupo com lesão in situ com 24 pacientes e grupos com lesão invasora com 33 pacientes. Visto 
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que se trata de um grupo homogêneo, pareado pelas possíveis variáveis de risco e, portanto, sem 

os prováveis fatores de confusão, poderemos fazer a análise que segue. 

 Vinte e duas pacientes do grupo com lesão in situ atingiram o desfecho SLD no período 

do estudo. 68,1% destas pacientes não apresentavam super expressão da p16INK4a. Das pacientes 

com lesão invasora, apenas 16 atingiram este desfecho, outras 17 evoluíram com recorrência e/ou 

morte. 94,1% destas últimas apresentaram super expressão da p16INK4a (Figura 8). 

 

  

Figura 8 – Grupos com carcinoma cervical (lesão in situ e lesão invasora) X sobrevida livre de doença 

 
 
 Em 94,7% (18/19) das pacientes que apresentaram pior prognóstico (recorrência) foi 

demonstrado super expressão da p16INK4a. Entre as pacientes com SLD, este percentual foi de 

52,3% (20/38). Como fator prognóstico determinante da SLD, ao considerarmos todo o grupo de 

pacientes, a expressão da p16INK4a demonstra alto valor preditivo negativo (94,7%) e sensibilidade 

(94,7%), mas baixa especificidade (47,4%) e valor preditivo positivo (47,4%) (Tabela 9).     
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Tabela 9 – Super expressão da p16INK4a como preditor da sobrevida livre de doença  
Grupo Evolução Total  

     
Análise univariada 

Recorrência SLD  
Carcinoma invasor (n=33) 
p16INK4a  
     com super expressão 
     sem super expressão 

 
 

16 
1 

 
 

13  
3  

 
 

29 
4 
 

 
Sensibilidade 94,1% 
Especificidade 18,8% 
VPP 55,2% 
VPN 75% 
 

Carcinoma in situ (n=24) 
p16INK4a  
     com super expressão  
     sem super expressão             

 
 
2  
0  

 
 
7  
15  

 
 
9 
15 
 

 
Sensibilidade 100% 
Especificidade 68,2% 
VPP 22,2% 
VPN 100% 

Total (n=57) 
 p16INK4a  
     com super expressão  
     sem super expressão  

 
 

18  
1  

 
 

20  
18  
 

 
 

38 
19 
 

 
Sensibilidade 94,7% 
Especificidade 47,7% 
VPP 47,7% 
VPN 94,7% 
 

SLD = sobrevida livre de doença 
VPP = Valor preditivo positivo 
VPN = Valor preditivo negativo 
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6 DISCUSSÃO 
 

O diagnóstico de carcinoma in situ traduz um risco significativo de lesão invasiva se não 

tratado, sendo que a proporção de casos propensos à progressão ao câncer cervical aumenta com 

a duração do seguimento. Vários autores investigaram este risco de desenvolver câncer, 

encontrando valores entre 12% a 71% de progressão9,54,55. 

A média de idade para o diagnóstico do câncer de colo uterino é apontada como 47 anos56. 

Entretanto, nos últimos anos tem ocorrido o diagnóstico desta doença em pacientes mais jovens. 

Em 2007, 59% dos casos de câncer cervical registrados no estado do Rio Grande do Sul eram de 

mulheres com menos de 39 anos2.  

Alguns autores relatam que a média de idade das pacientes com lesões cervicais pré-

malignas é entre 10 e 15 anos inferior à média de idade das pacientes com câncer57,58. O tempo de 

evolução das lesões pré-malignas seria, desta forma, fator determinante na transformação das 

lesões cervicais displásicas em câncer. Na história natural das lesões malignas cervicais 

precisaríamos mais de uma década para o desenvolvimento do câncer a partir de uma lesão pré-

neoplásica.  

 A identificação, cada vez mais freqüente, de pacientes jovens com câncer de colo uterino 

nos faz pensar que a evolução desta doença é determinada por fatores diversos do próprio tempo. 

Portanto, precisamos ficar atentos à mudança do comportamento biológico do câncer de colo 

uterino. Neste estudo identificamos uma média de idade similar entre as pacientes com lesão in 

situ (39 anos) e as com lesão invasora (43,3 anos) (valor de p=0,054). Este pareamento etário visa 

diminuir a influência temporal como fator de confusão no estudo da transformação de um 

carcinoma in situ a invasor. Também identificamos similaridade nos dois grupos em relação a 

uma série de variáveis sociais, demográficas e de risco para o câncer cervical (Tabela 3 e 3a).  

Os HPVs de alto risco estão criticamente envolvidos com a carcinogênese cervical, apesar 

de a grande maioria das infecções ser transitória, com a eliminação do vírus em um período 

inferior a 12 meses59,60. O HPV é dito fator fundamental, mas não único, para o desenvolvimento 

do câncer cervical. Assim, é necessário que outros fatores ou condições de risco estejam 
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presentes para a carcinogênese. Estudos epidemiológicos apontam os seguintes fatores como 

importantes para o desenvolvimento do câncer quando associados à presença do HPV: idade do 

início da atividade sexual, paridade, número de parceiros sexuais, promiscuidade, tabagismo, 

nível sócio-econômico, fatores imunológicos e doenças sexualmente transmissíveis17,60,61.  

A análise molecular que simplesmente indica a presença do HPV possui baixo valor 

preditivo positivo na evolução das lesões pré-malignas cervicais, pois a integração do DNA viral 

na célula hospedeira, que é necessária para o desenvolvimento do câncer, ocorre apenas em 

algumas células infectadas. Isto explicaria porque a maioria das infecções por HPV apresenta 

remissão espontânea, especialmente em mulheres mais jovens 62.  

Na procura por fatores de risco associados ao HPV, alguns estudos buscaram 

características da relação do hospedeiro, a paciente, com o vírus. Diversos trabalhos analisaram o 

polimorfismo do códon 72 do gene TP53 em relação à hipótese de que pacientes homozigotas 

para a variante alélica que codifica arginina (Arg/Arg p53) teriam um risco aumentado de câncer 

cervical associado ao HPV. Os resultados neste ponto foram bastante controversos na literatura26. 

Contudo, alguns autores apontam um risco de 3,6 a 7,2 vezes para o desenvolvimento de câncer 

cervical associado ao HPV entre as pacientes Arg/Arg p5326,28,29,30,31,32,33,63.  

Apesar desta gama de variáveis de risco associadas ao câncer cervical, o fator decisivo, 

preditor da transformação do carcinoma in situ em invasor ainda não está estabelecido. Neste 

trabalho avaliamos dois grupos de pacientes com carcinoma cervical bastante homogêneos em 

relação aos possíveis fatores e condições de risco da doença, como ressaltado nas Tabelas 3 e 3a 

onde não há diferença estatisticamente significativa entre tais variáveis. Desta forma, possuímos 

dois grupos diferentes apenas no risco de invasão da membrana basal por células displásicas 

cervicais. Na busca do fator responsável por esta invasão investigamos a expressão da p16INK4a. 

Biomarcadores são indicadores mensuráveis da exposição e status de susceptibilidade ou 

doença, muito utilizados no entendimento da progressão ao câncer46,64,65. O uso de marcadores 

moleculares como ferramenta de rastreamento na patologia cervical tem sido acessado na 

literatura recente. A necessidade de marcadores para identificar células que estão não apenas 

infectadas por HPV, mas que provavelmente transcorram com transformação maligna mediada 

pela atividade viral é premente. 
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 A expressão da p16INK4a já foi utilizada como marcador diagnóstico e prognóstico das 

lesões pré-malignas e malignas cervicais, com resultados discordantes, em alguns 

estudos66,67,68,69,70,71,72. Também já foi associada com o diagnóstico de infecção por HPVs de alto 

risco e com a atividade oncogênica destes67,74. Contudo, este é o primeiro estudo a investigar a 

expressão da p16INK4a como preditor da invasão da membrana basal pelas células displásicas 

cervicais. As doenças neoplásicas são produtos de alterações dos controles de proliferação e 

sobrevivência celular, caracterizando-se por um descontrole do crescimento celular. O câncer é o 

resultado de uma série de alterações em diferentes mecanismos do controle do ciclo celular, 

tornando as células imortais e impedindo o processo normal de senescência. 

As oncoproteínas E6 e E7 dos HPVs de alto risco são responsáveis pela imortalização das 

células. A E6 se liga e sinaliza a degradação da proteína p53, que é ativada quando há danos no 

DNA e induz à apoptose. A proteína E7 se liga à pRb, que controla a proliferação celular, 

tornando-a inativa73. 

 A p16INK4a é uma proteína que está envolvida no controle da proliferação celular por ser 

inibidora dos complexos ciclina – cinase dependente de ciclina (CDK). Os complexos ciclina 

/CDK4 ou 6 são responsáveis por fosforilar a pRb que leva à progressão do ciclo celular de G1 

para S. Sendo assim, a p16INK4a é considerada um supressor tumoral pois tem a capacidade de 

inibir a proliferação celular. As alterações na expressão da p16INK4a em presença das oncoproteínas 

virais do HPV estão relacionadas com o desenvolvimento de câncer cervical, refletindo um 

desequilíbrio nos processos de controle do ciclo celular e senescência25,73. 

 Neste estudo a expressão da p16INK4a foi identificada em 91,7% das lesões in situ e em 

100% das lesões invasoras (Tabela 4). Estudos recentes também identificaram altas taxas, entre 

80% e 92%, de expressão da p16INK4a em lesões pré-malignas cervicais de alto grau (NIC II e NIC 

III) 66,72,74. Murphy e colaboradores encontraram super expressão da p16INK4a em 61% dos 

carcinomas cervicais in situ (28/46 casos) e em 100% das lesões invasoras (10/10 casos), 

demonstrando ser este fator um marcador da displasia celular cervical, com uma sensibilidade de 

99,9% e especificidade de 100%75. Um estudo italiano demonstrou ser a super expressão da 

p16INK4a um fator de risco para a NIC III e/ou câncer de colo uterino, com um OR de 4,07. Porém, 

os estudos não trazem o risco de lesão invasora atribuído a uma paciente com carcinoma in situ e 

super expressão da p16INK4a, além de identificarem diferença significativa entre as idades das 

pacientes com lesões pré-malignas e malignas cervicais46,74,75.  
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 Ao parearmos os grupos com lesão cervical in situ e invasora, isolamos fatores de 

confusão importantes como o tempo (idade), a infecção por HPV, o tabagismo, o polimorfismo 

do códon 72 do gene TP53, múltiplos parceiros sexuais e variações demográficas; determinamos 

então uma associação significativa entre a presença de super expressão da p16INK4a e o carcinoma 

invasor. Uma paciente com lesão cervical in situ e super expressão da p16INK4a teria 12,08 vezes o 

risco de apresentar invasão da membrana basal por células displásicas quando comparada com 

aquela sem a super expressão da p16INK4a (X2:13,68; p=0,0002; OR:12,08). 

 Estudos prévios já demonstraram um aumento da expressão da p16INK4a associado ao 

aumento do grau das lesões pré-malignas e malignas cervicais, sugerindo um aumento na 

desordem do ciclo celular causado pelo HPV13,67,70,74. Ao analisarmos nosso grupo de pacientes, 

encontramos 54% classificadas como estádio 0 da FIGO, 21% como estádio I, 12% como estádio 

II e 12% como estádio III (Figura 4). Nossos dados apontam naquela mesma direção, quanto 

maior o estadiamento do câncer cervical, maior a freqüência da super expressão da p16INK4a 

(Tabela 6).  

Em relação à evolução da doença, apontamos 16,3% das pacientes do grupo com lesão in 

situ com recorrência, enquanto que no grupo com lesão invasora este percentual foi de 41,4%. A 

invasão da membrana basal por células displásicas (grupo com lesão invasora) apresentou risco 

de recorrência 2,8 vezes aquele do grupo com lesão in situ (p=0,008). Estes dados confirmam os 

encontrados na literatura em relação aos fatores prognósticos no câncer cervical49. 

Também chama atenção a relação estatisticamente significativa (X2:18,38; p=0,0003) 

presente entre a graduação da própria expressão da p16INK4a com os grupos de paciente com lesão 

in situ e invasora. O grupo com lesão invasora concentra o maior percentual de super expressão 

da p16INK4a (87,9%), enquanto que o grupo com in situ apresenta todas as possibilidades de 

expressão da p16INK4a: 8,3% negativas, 25% positivas +, 29,1% positivas ++ e 37,6% com super 

expressão (Tabela 4). A super expressão da p16INK4a tem sido associada com o HPV e 

inversamente correlacionada com a função da pRb. De fato, a proteína E7 do HPV é responsável 

pelo aumento nos níveis de p16INK4a, que refletiriam um descontrole do ciclo celular45,76. 

 Existem discrepâncias em estudos iniciais no valor prognóstico e preditivo da expressão 

da p16INK4a e pRb. Para vários investigadores a super expressão da p16 estaria associada com 
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prognóstico mais reservado77,78. Entretanto, outros têm demonstrado que a baixa expressão da 

p16INK4a é um indicador de pior prognóstico79,80.  

 Para Bahnassy e colaboradores, as alterações na expressão da p16INK4a são consideradas 

eventos precoces na carcinogênese do colo uterino. Testes imunohistoquímicos para p16INK4a 

poderiam auxiliar no diagnóstico precoce do câncer cervical. Porém, a p16INK4a não seria um dos 

fatores envolvidos no prognóstico do câncer cervical81. 

 Em um estudo sobre o papel da p16INK4a na história natural das lesões pré-malignas 

cervicais, Hariri & Oster encontraram apenas 1 caso de progressão entre 26/91 casos com NIC I 

negativos para p16INK4a. Estes autores enfatizaram as lesões pré-malignas de baixo grau e 

demonstraram um valor preditivo negativo de 96% para a expressão da p16INK4a em predizer a 

evolução da NIC I82.  

Guedes e colaboradores apresentaram um trabalho sobre a expressão da p16INK4a na 

evolução de 45 pacientes com neoplasia intraepitleial de grau II que se mantiveram em 

acompanhamento, sem tratamento cirúrgico, no período de um ano (média de 6,8 meses). Para 

estes autores, não existe associação significativa entre a p16INK4a e a evolução das NIC II68. 

 Branca e colaboradores, em seu estudo sobre marcadores moleculares no câncer cervical, 

avaliaram 13 biomarcadores em relação a prognóstico e presença de HPV. A super expressão da 

p16INK4a esteve associada com um melhor prognóstico nas pacientes com câncer (OR=2,17), 

achado que foi de encontro a outro que demonstrou íntima relação entre p16 INK4a e a presença de 

HPV de alto risco (OR=4,9)46. Assim como Branca e colaboradores, Nam e colaboradores 

também demonstraram um valor menor na expressão da p16 associado com a recorrência46,83. 

Estes achados são contrários a outros estudos que apontam o aumento da expressão da p16INK4a 

como fator determinante de prognóstico reservado35,65. O valor prognóstico da expressão da 

p16INK4a nas lesões pré-malignas e no carcinoma de colo uterino ainda não está bem estabelecido. 

 Alguns autores têm sugerido que a falha no tratamento das lesões precursoras do câncer 

cervical e as taxas de recorrência estão intimamente relacionadas com a persistência de infecção 

por HPVs de alto risco84,85. Por isso, a super expressão da p16INK4a, agindo como marcador da 

atividade oncogênica do HPV, poderia ser utilizada como preditor da sobrevida livre de doença / 

recorrência do carcinoma in situ e extrapolada para as lesões invasoras.  
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No presente estudo, 94,7% (18/19) das pacientes que apresentaram pior prognóstico 

foram classificadas com super expressão da p16INK4a. Entre as pacientes com SLD este percentual 

foi de 52,3% (20/38) (p=0,004). Como fator prognóstico determinante da SLD, ao considerarmos 

todo o grupo de pacientes, a expressão da p16INK4a demonstra alto valor preditivo negativo 

(94,7%) e sensibilidade (94,7%), mas baixa especificidade (47,4%) e valor preditivo positivo 

(47,4%) (Tabela 9).     

A análise univariada (Kaplan-Meier) da presença de super expressão da p16INK4a 

evidenciou um risco de 10,01 para a recorrência no período de até 60 meses na nossa amostra 

(HR:10,01; p=0,004). Este risco diminui para 4,83 e 3,9 quando ajustamos, na análise 

multivariada (regressão de Cox), o HR para os grupos e para o estadiamento clínico, 

respectivamente. Contudo, estas associações ocorreram sem significância estatística (p=0,14 e 

p=0,20, respectivamente). Neste modelo de análise multivariada, assim como sugerido por outros 

autores46,74, apenas a invasão da membrana basal (grupos com lesão in situ x com lesão invasora) 

e o estadiamento clínico se mostraram como fatores preditivos independentes de recorrência 

(p=0,008 e p=0,004, respectivamente).  

 Podemos concluir que existe uma associação estatisticamente significativa entre a 

presença de super expressão da p16INK4a e a invasão da membrana basal por células displásicas. 

Este fator, provavelmente, é determinante na diferenciação de lesão in situ à invasora cervical. A 

super expressão da p16INK4a possui alta sensibilidade e VPN na identificação da recorrência das 

lesões cervicais. Contudo, não demonstrou relação significativa, na análise multivariada, com o 

prognóstico das lesões cervicais, mas sim associação direta e proporcional com o estadiamento 

clínico. Desta forma, corroboramos o achado anterior de fator importante e ponto crítico na 

transformação de carcinoma in situ a invasor da cérvice uterina. 

 Baseados nestes achados é dedutível que a investigação da expressão da p16INK4a tornará 

mais fácil o entendimento da carcinogênese do colo uterino, possibilitando o controle 

diferenciado das lesões precursoras do câncer cervical. A determinação da expressão da p16INK4a 

virá como auxílio na decisão das condutas clínicas frente às pacientes com lesões pré-malignas 

cervicais. Assim, poderemos optar por condutas mais conservadoras quando na ausência de super 

expressão da p16INK4a e sermos mais intervencionistas quando na presença daquela super 

expressão.  
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7 CONCLUSÕES 
 

 

 A análise dos resultados do presente estudo permitiu chegarmos às seguintes conclusões: 

 

 1 - As neoplasias cervicais in situ demonstram toda a gama de possibilidades de expressão 

da p16INK4a, desde a negatividade (8,3%) até a super expressão (37,6%). 

2 - Nas lesões invasoras nenhuma foi negativa para expressão da p16INK4a ou apresentou 

baixa expressão, sendo que a maioria apresentou super expressão (87,9%) e o restante (12,1%) 

expressão ++. 

 3 - Existe uma associação estatisticamente significativa entre a super expressão da p16INK4a 

e a neoplasia cervical in situ e invasora (p=0,0002). 

 4 - A super expressão da p16INK4a possui alta sensibilidade e VPN na identificação da 

recorrência das lesões cervicais.  

5 - A super expressão da p16INK4a não demonstrou relação significativa, na análise 

multivariada, com o prognóstico das lesões cervicais. 

6 - A super expressão da p16INK4a mostrou associação direta e proporcional com o 

estadiamento clínico. 

 7 - A super expressão da p16INK4a confere 12,08 vezes o risco de uma paciente com lesão 

cervical in situ apresentar invasão da membrana basal por células displásicas quando comparada 

com aquela sem a super expressão da p16INK4a (X2:13,68; p=0,0002; OR:12,08). 
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9 ANEXOS 

 

9.1 ANEXO 1 

 

 Versão do trabalho em inglês e documentação de envio para publicação em revista 
científica QUALIS A internacional. 
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Abstract 

To investigate the expression of p16INK4a in cervical carcinoma and its relation to the 

transition of carcinoma in situ to invasive carcinoma, and its role in recurrence of cervical lesions 

as well, a series of 90 patients with cervical carcinoma (49 with in situ lesion and 41 with 

invasive lesion) were selected from July 2001 and September 2002. Groups with in situ and 

invasive lesions were paired for a series of risk variables for cervical cancer and followed up for 

60 months. The follow-up visits occurred every 6 months in the first three years and annually up 

to the fifth year. It was observed that 87.9% of the patients with invasive lesion showed 

overexpression of p16INK4a, in comparison with 37.6% of those with in situ lesion (X2: 13.68; 2 df; 

p= 0.0002; OR: 12.08), demonstrating overexpression of p16INK4a as a risk of invasion of the basal 

layer by dysplastic cells. We also observed an association between overexpression of p16INK4a and 

staging of cancer (X2: 18.38; 6 df; p= 0.0003). A prospective analysis, when controlled for 

interaction with cervical lesion groups (by Cox regression), demonstrated a risk of recurrence of 

4.83 times attributed to overexpression of p16INK4a, albeit not statistically significant (p= 0.14).  

Key words: expression of p16INK4a, cervical carcinoma, recurrence, risk factor, 

immunohistochemistry. 
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Introduction 

Natural history of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) has three possible outcomes: 

regression, persistence or progression. About 60% of intraepithelial neoplasias of grade 1 (CIN I) 

regress, 30% persist, 10% progress to CIN 3 and 1% progress to cancer. The possible outcomes 

corresponding to CIN 2 are 40%, 40%, 20% and 5%, respectively. The rate of regression for CIN 

3 or carcinoma in situ is 33% and of progression to invasion is over 12% (Östor, 1993). 

 Despite knowing that the progression to cervical cancer starting with an in situ lesion 

should be time-dependent, the search for markers of this progression is important for the 

understanding of the dynamics of all pre-malignant alterations. Considering the low age range in 

which cervical alterations are most prevalent, pre-malignant knowledge of the risk of progression 

for each patient could provide a platform for managing these cervical alterations in the most 

conservative manner.  

 Various markers capable of predicting the outcome of precursor lesions of cervical cancer 

have been studied during the last years (Syrjänen, 2005; Moreno et al., 1995). One of the most 

promising candidates is tumor suppressor protein p16INK4a which shows overexpression in pre-

malignant and malignant cervical lesions (Lambert et al., 2006). This probably occurs due to a 

persistent infection by human papillomavirus of high risk (hr-HPV), such as HPV16 and 18, in 

the uterine cervix. Hr-HPV are essential factors in the carcinogenesis of the uterine cervix. In 

fact, HPV DNA has been greatly identified in a series of cervical carcinomas and pre-malignant 

lesions (Nakagawa et al., 2002). Hr-HPV infect cervical epithelial cells, and their oncoproteins 

E6 and E7 bind to and inactivate host proteins that regulate the cell cycle, p53 and pRb, 

respectively.   



51 

 

                                                                                                                                                                                            

Tumor suppressor protein p53 has three main functions: control of cell cycle, activation of 

DNA repair and regulation of apoptosis.  p53 acts as the “guardian of the genome,” and in the 

event of extensive DNA damage, induces repair or apoptosis, preventing the proliferation of cells 

with genetic mutations. The inactivation of p53 by the action of protein E6 of hr-HPV results in 

an effect similar to that of  mutations of the TP53 gene, with respect to the function of p53 (Lu 

and Feki, 2006).   

The TP53  gene which codes p53 protein, shows a polymorphism in codon 72 which 

determines the expression of an arginine (Arg) or proline (Pro). Despite the two allele variants 

being equivalent from a functional perspective, not interfering with the activity of the protein, it 

has been suggested that patients homozygous for Arg (Arg/Arg p53) have a greater risk of 

developing cervical cancer associated with HPV (Matlashewki et al., 1987; Storey et al., 1998; 

Van Duin et al., 2000; Zehbe et al., 2001). However, studies have not found evidence of a 

correlation between polymorphism in codon 72 of the TP53 gene and risk for HPV-positive 

cervical cancer (Sousa et al., 2007; Nishikawa et al., 2000; Madeleine et al., 2000).

 

The inactivation of pRb has an impact on the regulation of genes involved in the control 

of the progression of the cell cycle, allowing the cell to progress to S phase, bypassing the G1/S 

checkpoint, even under conditions where this passage should be blocked (Sano et al., 1998).  

p16INK4a inhibits the cyclin-dependent kinases that cause the phosphorylation and consequent 

inactivation of pRb associated with G1/S progression. An inverse relation has been reported 

between the presence of functional pRb and overexpression of p16INK4a (Sakaguchi et al., 1996).  

In uterine carcinoma, prognostic factors such as clinical staging, lymph node metastases 

and parametrial involvement are already well known (Ho et al., 2004; Ikuta et al., 2005). 

However, the critical point at which transition of carcinoma in situ to invasive carcinoma occurs 
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is still not clearly established. In this study, we investigated the relation between the expression 

of p16INK4a and cervical carcinoma in situ and invasive carcinoma, and followed-up on the 

development of these nosological entities, relating it to expression of p16INK4a. 

Material and methods: 

A series of 90 patients treated in the Pelvic Oncology Outpatient Clinic of the Gynecology 

Service of Hospital São Lucas of PUCRS, in whom a colposcopic examination and biopsy of the 

uterine cervix detected a carcinoma, were selected for this prospective study. The following 

procedures were conducted in all patients, after they signed an informed consent form: an 

anamnesis, gynecologic examination, colposcopy, collection of ecto- and endocervical material 

for cytology, study of HPV DNA  and of polymorphism in codon 72 of TP53 by polymerase 

chain reaction, besides biopsy of the uterine cervix for histological diagnosis and determination 

of expression of protein p16INK4a. 

Recruitment occurred in the period of July 2001 to September 2002. The follow-up visits 

were made every 6 months in the first three years and annually up to the fifth year. The patients 

were followed up for 60 months (mean of 54.9 months). The visits consisted of a gynecologic 

examination, cervical cytopathology, colposcopy and cervical biopsy with evidence of a recurrent 

lesion or progression of disease.  

All patients received standard treatment recommended for each stage of the International 

Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (Benedet et al., 2000): 67 (74.5%) only surgery, 

4 (4.5%) surgery and radiotherapy, 12 (13.3%) radiotherapy and chemotherapy, and 7 (7.7%) 

surgery with radiotherapy and chemotherapy. None of the patients were submitted to only 

surgical treatment showed compromised surgical margins. Clinical staging of cervical carcinoma 
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was determined by the FIGO classification. Therefore, 49 (54%) patients were found in stage 0 

(carcinoma in situ), 19 (21%) in stage I (1 IA and 18 IB), 11 (12%) in stage II (4 IIA and 7 IIB) 

and 11 (12%) in stage III (2 IIIA and 9 IIIB).     

Based on histological diagnosis, patients were classified into two groups: those with in 

situ cervical lesion and those with invasive cervical lesion. Patients were excluded in cases of 

having prior treatment for intraepithelial neoplasia or cervical cancer and those who undergone 

previous radiotherapeutic treatment in the pelvic region. Mean age of patients was 41 years 

(ranging from 21 to 75 years); for those with carcinoma in situ mean age was 39 years while for 

those with cervical invasion by malignant cells was 43.3 years.  Eleven patients of the group with 

invasive lesion died in the follow-up period as a result of their disease. There was no death 

among patients of the group with in situ lesion. 

HPV DNA 

Endo- and ectocervical cells for determination of human papillomavirus DNA by 

polymerase chain reaction (PCR) were collected with a cytobrush. This material was suspended 

in 10 ml of TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.5; 1mM EDTA), and stored at -20oC until DNA 

extraction. Specimens for human papillomavirus DNA assay were thawed and centrifuged at 

5200 rpm, under refrigeration, and the pellet was resuspended in 500µl of TE.  An aliquot of 

100µl was treated with 100µl of proteinase K/TE-50 (200 µg/ml of  Gibco proteinase K 

“DNase/RNase free,” 2% Tween 20, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 8.5) and incubated 

overnight at 37oC.  After inactivation at 94 oC for 10 min, samples were deproteinized and stored 

at -20oC until PCR analysis. 

 Total extracted DNA from the specimens was submitted to amplification by PCR, using 

consensus primers: My09 (5’ .. CGT CCA/C AAA/G GGA A/TAC TGA TC .. 3’) and  My11 (5’ .. 
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GCA/C CAG GGA/T CAT AAC/T AAT GG .. 3’) complementary to the region L1 of the viral 

genome. Amplification conditions were:  95oC for 5 min; 40 cycles of 95oC for 1 min, 55oC for 1 

min, 72oC for 1 min; 72oC for 10 min. All positive specimens were typed for HPV 16, 18, 31 and 

33, using type-specific primers complementary to E6 region of the viral genome. Amplification 

conditions and primers used were based on methods described by Cuzick et al (Cuzick et al., 

1994). PCR products were analysed by 2% agarose gel electrophoresis in TAE buffer, containing 

1 µg/mL of ethidium bromide, and observed under UV light. 

The patients positive for any of the HPV types described above (HPV 16, 18, 31 or 33) 

were classified as positive for high risk HPV (Hr-HPV). Patients positive for more than one type 

of HPV were classified as “having multiple infections by HPV.” 

p53 polymorphism   

Determination of Arg/Pro polymorphism was carried out by PCR with the primers 72S 

(5'.... TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA ... 3') and 72A (5'... TCT GGG AAG GGA 

CAG AAG ATG AC ... 3'). Patients homozygous for the allele variant arginine at position 72 of 

the TP53 gene were characterized as having genotype Arg/Arg p53, while those homozygous for 

the allele variant proline at position 72 of the TP53 gene were termed Pro/Pro p53 and the 

heterozygotes, Arg/Pro p53 (Ara et al., 1990). 

Studies on p16INK4a 

Paraffin embedded samples were submitted to immunohistochemical analysis utilizing a 

specific primary antibody for p16INK4a.  As some paraffin embedded blocks from study patients 

were not located or inadequate for immunohistochemical analysis (probably due to storage age or 

not appropriate embedding technique), p16INK4a immunohistochemical analysis was performed in 
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57 specimens. Paraffin blocks were cut and sections fixed to slides prepared with poly-L-lysine. 

The sections were treated sequentially with xylol, absolute ethanol, 90% ethanol, 80% ethanol, 

70% ethanol and distilled water for deparaffinization. Endogenous peroxidase was blocked by 

treating the sample with 3% hydrogen peroxide for 10 min. Slides were incubated for an hour 

with anti-p16 monoclonal antibody (Novocastra Laboratories, Ltd.) followed by treatement with 

biotin-labeled secondary antibody (Novostain universal detection kit, Novocastra Laboratories. 

Ltd.) for 10 min and streptavidin-peroxidase for another 10 min. Afterward, the substrate 

diaminobenzidine (DAB) was added, and slides were counterstained with hematoxylin (slide 

immersed for 15 s). 

Slides were analyzed with a light microscope and classified as negative if no staining was 

observed; (+), if less than 5% of cells were stained; (++), if 5 to 50% of cells were stained, and 

(+++), if more than 50% of cells were stained. For statistical analyses, samples with (+++) for 

p16INK4a expression were reffered as “overexpression present” and all other classifications as 

“overexpression absent”.   

This investigation was first approved by the Committee of Ethics in Research of the 

Pontíificia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. 

Statistical analysis  

 Odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (95% CI) was calculated to examine the 

strength and precision of the association between overexpression of p16INK4a and risk of invasion 

of the basal layer of the cervical epithelium by dysplastic cells. The chi-squared test (X2) was 

used to examine the differences in the proportions of risk factors for cervical cancer. Univariate 

anaysis of disease-free survival and recurrence in follow-up was based on the Kaplan-Meier 
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method, using the log-rank test for comparing the groups. Multivariate analysis (to control 

confounding factors of the sample) was performed by calculation of Cox’s regression (Cox´s 

proportional hazards model). 

Results: 

 A series of clinical and molecular risk factors for cervical cancer, such as age, skin color, 

number of sexual partners, use of oral contraception, age at menarche, age at first sexual 

intercourse, pregnancies, deliveries, age at first childbirth, smoking, school education level, 

marital status, regular sex partner, presence of high risk HPV DNA (HPV 16, 18, 31 and 33), 

multiple infections by HPV and polymorphism in codon 72 of TP53 gene, were investigated in 

the groups with in situ lesion and invasive lesion. As observed in Table 1, none of these risk 

factors showed a significant difference between the groups, demonstrating a homogeneous 

distribution (paring) of such factors in the patients with in situ lesion and invasive lesion.   

 Among the patients with in situ cervical lesion, we observed the following characteristic 

of the  expression of p16: 2 patients were negative, 6 were (+) for expression, 7 were (++) and 9 

were (+++). In the group with invasive lesion, 4 patients showed (++) and 29 patients (+++) 

expression of p16 (X2: 18.38; 3 degrees of freedom (df); p= 0.0003) (Table 2). 

 When analyzing both groups of patients regarding p16INK4a expression as a dichotomized 

variable, the majority of the group with invasive lesion (29/33 patients) showed overexpression, 

in contrast to the group with in situ lesion where most of the patients (15/24) did not present 

overexpression of p16INK4a. This association was statistically significant (X2: 13.68; 2 df; p= 

0.0002) with an odds ratio (OR) of 12.08 (2.74<OR<58.43) (Table 3).      
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 In Table 4, we can identify an association between p16INK4a overexpression and staging of 

cervical cancer (X2:18,69; 6 df; p=0.0047), i.e., the higher the staging, the greater the frequency 

of overexpression of p16INK4a. Table 5 shows that there was also an association between invasion 

of the basal layer of the uterine cervix by tumor cells and the recurrence index. Univariate 

analysis (Kaplan-Meier) of recurrence demonstrated a significant difference in disease-free 

survival (DFS) between the groups (in situ lesion and invasive lesion) as well as between DFS 

and overexpression of p16INK4a. A patient with invasive lesion showed 2.8 times the risk of 

recurrence than one with in situ lesion. Patients with overexpression of p16INK4a had a risk of 

recurrence 10.01 times than those without this factor (HR: 10.01; p= 0.004). When controlled for 

interaction with the groups with cervical lesion (Cox’s regression), this risk falls to 4.83, but does 

not demonstrate statistical significance (p= 0.14) (Table 5). 

 Table 6 presents the Kaplan-Meier univariate anaysis for DFS according to clinical 

staging. We observed a significant difference in DFS between stages III (IIIa or IIIb) and 0. 

However, despite showing a tendency of increasing risk of recurrence between initial stages and 

stage 0, this difference was not significant (p = 0.2 for stages Ia or Ib and p=0.9 for stages IIa or 

IIb). In the anaysis of Cox’s regression, the relation between exposure factor and confounding 

factor was also controlled by inclusion of the interaction of the terms “expression de p16INK4a” 

and “clinical stage according to FIGO” in the model. This analysis allowed us to detect a strong 

association between staging and DFS (p=0.001), independent of p16INK4a expression.  A risk of 3.1 

times for a recurrence among patients with overexpression of p16INK4a was revealed, independent 

of clinical stage, albeit not statistically significant (p =0.20). 
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Tables 

Table 1 – Risk variable x Group 

 
 
Risk variable  

Group (Cervical carcinoma)  
 

p value  
Lesion, in situ 
(n:49) 

Lesion, invasive 
(n:41) 

Value Value 

Age mean (years) 39.0 43.3 0.054 
Skin color (white) 73.5% 80.5% 0.433 
Mean number of sexual partners 3 2.56 0.617 
Use of oral contraception 73.5% 61.0% 0.200 
Mean age at menarche (years) 13.1 12.7 0.204 
Mean age of 1st sexual intercourse (years) 16.6 16.9 0.605 
Mean number of pregnancies 3.5 4.3 0.132 
Mean number of deliveries 2.8 3.7 0.054 
Mean number normal deliveries 2.6 3.2 0.959 
Mean age at first delivery (years) 20.3 19.8 0.668 
Smoker 55.1% 46.3% 0.400 
Presence of high risk HPV DNA 77.6% 85.4% 0.345 
Multiple infection by HPV 34.0% 42.0% 0.534 
School education level – Incomplete 
primary education,  

59.2% 65.9% 0.111 

Marital status – Married 67.3% 78.0% 0.253 
With regular sex partner 77.6% 82.9% 0.711 
Arg/Arg p53 50.0% 58.0% 0.321 
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Table 2 – Group x Expression of p16INK4a 

Group Expression of p16INK4a Total      
(%) Negative (%) + (%) ++ (%) +++ (%) 

Invasive lesion  0 (0) 0 (0) 4 (12.1) 29 (87.9) 33 (100) 
in situ lesion  2 (8.3) 6 (25) 7 (29.1) 9  (37.6) 24 (100) 

Total 2 (3.5) 6 (10.5) 11 (19.3) 38 (66.7) 57 (100) 

P= 0.0003 

X2 :18.38 

 

Table 3 – Group x Overexpression of p16INK4a 

Group Overexpression of p16INK4a (+++) Total 

Present  Absent 

Carcinoma, invasive 29 4 33 
Carcinoma in situ 9 15 24 

Total 38 19 57 

p = 0.0002 

X2 (Yates): 13.68 

OR: 12.08 (2.74<OR<58.43) 

 

Table 4 – Overexpression of p16INK4a X FIGO staging 

Overexpression 
of p16INK4a 

FIGO staging Total 

0 IA IB IIA IIB IIIA IIIB 

Present 9 6 6 1 6 2 8 38 
Absent 15 0 2 1 0 0 1 19 

Total 24 6 8 2 6 2 9 57 
P = 0.0047 

X2: 18.69 
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Table 5 – Disease-free survival  

 n Recurrence Disease-free survival (%) HR p HR* p* 

6 
months 

12 
months 

18 
months 

24 
months 

30 
months 

36 
months 

48 
months 

60 
months 

Groups               

Lesion, in situ 49 8 (16.3%) 97.9 93.8 87.7 83.7 83.7 83.7 83.7 83.7 Reference  

Lesion, invasive 41 17 (41.4%) 87.8 85.3 78.0 68.2 65.8 63.4 58.5 58.5 2.8 (1.33 
to 6.75) 

0.008  

Overexpression 
de p16INK4a 

             

Absent 19 1 (5.2%) 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 Reference   
Present 38 18 (47.3%) 92.1 89.4 81.5 65.7 65.7 65.7 62.7 62.7 10.01 

(1.55 to 
11.1) 

0.004 4.83 
(0.57 
to 
40.52) 

0.14 

HR = hazard ratio 

HR* = hazard ratio adjusted (controlled for interaction with the groups) 

P = p value 

P* = adjusted p value (controlled for interaction with the groups) 
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Table 6 – Disease-free survival– influence of staging and p16INK4a expression 

 n Recurrence Disease-free survival (%) HR P HR* p* 

6 
months 

12 
months 

18 
months 

24 
months 

30 
months 

36 
months 

48 
months 

60 
months 

FIGO stage                

0 49 8 (16.3%) 97.9 93.8 87.7 83.7 83.7 83.7 83.7 83.7 Reference 

Ia or Ib 19 6 (31.5%) 94.7 94.7 89.4 89.4 84.2 78.9 68.5 68.5 1.9 (0.66 
to 7.03) 

0.2 

IIa or IIb 11 2 (18.1%) 100 100 100 81.8 81.8 81.8 81.8 81.8 1.0 (0.21 
to 5.42) 

0.9 

IIIa or IIIb 11 9 (81.8%) 63.6 54.5 36.3 18.2 18.2 18.2 18.2 18.2 8.1 (13.79 
to 284.74)  

<0.0001 2.2 
(1.37 
to 
3.62) 

0.001 

Overexpression 
of p16INK4a 

              

Absent 19 1 (5.2%) 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 94.6 Referencia    
Present 38 18 (47.3%) 92.1 89.4 81.5 65.7 65.7 65.7 62.7 62.7 10.01 

(1.55 to 
11.1) 

0.004 3.9 
(0.47 
to 
32.09) 

0.20 

HR = hazard ratio 

HR* = adjusted hazard ratio (controlled for interaction FIGO staging/ p16INK4a) 

P = p value 

P* = adjusted p value (controlled for interaction  FIGO staging / p16INK4a) 
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Discussion 

The increasing identification of young patients with cancer of the uterine cervix leads us 

to speculate that the development of this disease is determined by various factors besides time 

course. In this study, we found similar mean ages among patients with in situ lesion (39 years) 

and those  with invasive lesion (43.3 years) (p=0.054). This age pairing minimized the age 

influence as a confounding factor in the transition of carcinoma in situ to invasive carcinoma. We 

also found both groups to be similar in relation to a series of social and demographic variables 

and risk factors for cervical cancer (Table 1). Therefore, we had two groups differing only in the 

risk of invasion of basal layer by cervical dysplastic cells. In the search for the responsible factor 

for this invasion, we investigated the expression of p16INK4a. 

 p16INK4a expression has already been proposed as a diagnostic and prognostic marker of  

pre-malignant and malignant cervical lesions, with discordant results in some studies (Eleuterio 

et al., 2007; Ishikawa et al., 2006; Guedes et al., 2007; Carozzi et al., 2006; Yildiz et al., 2007; 

Ekalaksananan et al., 2006; Bragança et al., 2007). It has also been associated, albeit with 

disparate results, with the diagnosis of infection by Hr-HPV and with their oncogenic activity 

(Ishikawa et al., 2006; Branca et al., 2004; Samama et al., 2008). However, the present study is 

the first to investigate the expression of p16INK4a as a predictor of invasion of the basal layer by 

cervical dysplastic cells. 

 p16INK4a expression was identified in 91.7% of the in situ lesions and in 100% of the 

invasive lesions (Table 2). Recent studies also demonstrated high rates of expression of p16INK4a, 
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ranging from 80% to 92%, among patients with high-grade pre-malignant cervical lesions 

(Eleuterio et al., 2007; Branca et al., 2004). An Italian study demonstrated that overexpression of 

p16INK4a is a risk factor for CIN3 and/or cancer of the uterine cervix, with an OR of 4.07 (Branca 

et al., 2004). However, this latter study did not show risk of invasive lesion attributed to a patient 

with carcinoma in situ and overexpression of p16INK4a, besides detecting a significant difference in 

age among patients with pre-malignant versus malignant cervical lesions.  

 In pairing the groups with cervical lesion in situ and invasive, we isolated important 

confounding factors such as time (age), infection by HPV, smoking, polymorphism of codon 72 

of the TP53 gene, multiple sex partners and demographic variations, and determined a significant 

association between overexpression of p16INK4a and invasive carcinoma. A patient with an in situ 

cervical lesion and overexpression of p16INK4a would have a 12.08 times risk of showing invasion 

of the basal layer by dysplastic cells when compared to that without overexpression of p16INK4a 

(X2:13.68; p=0.0002; OR:12.08). 

 Previous studies have demonstrated an increase in the expression of p16INK4a associated 

with higher grade of pre-malignant and malignant cervical lesions, suggesting an increase in the 

disruption of the cell cycle caused by HPV (Lambert et al., 2006; Ishikawa et al., 2006; Yildiz et 

al., 2007; Branca et al., 2004). Our data are in line with those findings, that is, the higher the 

staging of cervical cancer, the greater the frequency of overexpression of p16INK4a (Table 4). The 

overexpression of p16INK4a has been associated with HPV and inversely correlated with the 

function of pRb. In fact, protein E7 of HPV is responsible for the increased levels of p16INK4a, 

which reflect an uncontrolled cell cycle (Masumotto et al., 2003). 

 Some authors have suggested that the lack of treatment of precursor lesions of cervical 

cancer and the rate of recurrence are intimately related to the persistence of infection by Hr-HPV 
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(Costa et al., 2003; Alcadious et al., 2002). Thus, overexpression of p16INK4a, acting as a marker of 

the oncogenic activity of HPV, could be a predictor of disease-free survival or recurrence of 

carcinoma in situ and extrapolated to invasive lesions. In this study, the analysis of disease-free 

survival is based on 79 patients who completed follow-up, taking into consideration that there 

were 11 deaths in the group with invasive lesion. Of the group with in situ lesion, 16.3% of 

patients showed recurrence, while in the group with invasive lesion this percentage was 41.4%. 

The invasion of the basal membrane by dysplastic cells (group with invasive lesion) showed a 

risk of recurrence 2.8 times that of the group with in situ lesion. These finding confirm data from 

the literature regarding prognostic factors in cervical cancer (Ho et al., 2004). 

The prognostic value of p16INK4a expression in pre-malignant lesions and in carcinoma of 

the uterine cervix is still not well established. In our study univariate anaysis (Kaplan-Meier) of 

the occurrence of overexpression of p16INK4a demonstrated a risk of 10.01 times for a recurrence in 

a period of 60 months in our sample (HR:10.01; p=0.004). This risk diminished to 4.83 and 3.9 

when adjusted in multivariate analysis (Cox’s regression) for the groups and for clinical staging, 

respectively. However, these associations had no statistical significance (p=0.14 and p=0.20, 

respectively). In this model of multivariate analysis, as suggested by other authors (Branca et al., 

2004), only  clinical staging was shown to be a predicting factor independent of recurrence 

(p=0.004). 

 Based on data reported here, we can conclude that there is a statistically significant 

association between overexpression of  p16INK4a and invasion of the basal layer by dysplastic cells. 

This factor is probably a determinant in the transition of the in situ cervical lesion to an invasive 

one. The overexpression of p16INK4a did not show a significant relation with prognosis of cervical 

lesions, but rather a direct and proportional association with clinical staging. Therefore, this study 
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corroborates earlier findings of p16INK4a overexpression being important and a critical point in the 

transition of carcinoma in situ to invasive carcinoma of the uterine cervix. 
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