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RESUMO

A fim de investigar a expressdo da P16no carcinoma cervical e sua relagdo com a
transformacdo de carcinomia situ em invasor, além de seu papel na recorréncia atdiged
cervicais, uma série de 90 pacientes com carcirgamécal (49 com lesaim situ e 41 com leséo
invasora) foi selecionada, entre julho de 2001tensiero de 2002. Os grupos com legéaitu e
invasora foram pareados para uma seérie de varideeissco do cancer cervical e as pacientes
mantidas em acompanhamento por 60 meses. As uilgtasompanhamento ocorreram a cada 6
meses nos primeiros trés anos e anualmente aténtm guno. 87,9% das pacientes com leséo
invasora apresentavam super expressdo dd“f1ém comparacdo com 37,6% daquelas com
lesdoin situ (X%:13,68; 2GL; p=0,0002; OR:12,08), demonstrando aeuper expressio da
p16™* um risco de invasdo da membrana basal por cétligméasicas. Também observamos
associacio entre super expressao dd‘fkestadiamento do cancf:(8,38; 6GL; p=0,0003).

A analise prospectiva, quando controlada a interagén os grupos de leséo cervical (calculo de
regressdo de Cox), demonstra risco de 4,83 atobaidsuper expressdo da P16 para
recorréncia, mas sem significancia estatistica,iFh0

Palavras chave: expressdo da p16°, carcinoma cervical, recorréncia, fator de risco,

imunohistoquimica
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ABSTRACT

To investigate the expression of P16 in cervical carcinoma and its relation to the
transition of carcinomén situ to invasive carcinoma, and its role in recurreofceervical lesions
as well, a series of 90 patients with cervical icemma (49 within situ lesion and 41 with
invasive lesion) were selected between July 20@il September 2002. Groups withsitu and
invasive lesions were paired for a series of rigkables for cervical cancer and followed up for
60 months. The follow-up visits occurred every 6nithg in the first three years and annually up
to the fifth year. It was seen that 87.9% of theguéis with invasive lesion had overexpression of
p16™*, in comparison with 37.6% of those with situ lesion &*: 13.68; 2 df; p=0.0002; OR:
12.08), demonstrating the overexpression of'{'iGs a risk of invasion of the basal layer by
dysplastic cells. We also observed an associatiween overexpression of g6 and staging
of cancer X: 18.38; 6 df; p=0.0003). A prospective analysifiew controlled for interaction
with cervical lesion groups (by Cox regression)ndastrated a risk of recurrence of 4.83 times
attributed to overexpression of g16 , albeit not statistically significant (p=0.14).

Key words: expression of p16*® cervical carcinoma, recurrence, risk factor,
immunohistochemistry.



1 INTRODUCAO

Dentro dos conhecimentos sobre oncologia e de mgtde rastreamento e prevencao do
cancer, a neoplasia maligna do colo uterino € oetoadb qual existe maior poder de deteccéo e
tratamento precoce. Os conhecimentos acumuladosoc@assar dos anos nos trouxeram a
histéria natural deste cancer, ao ponto de sabeatéomesmo situacdes que antecedem o seu
aparecimento.

J& estd bem estabelecido que o cancer de colmateossui estagios precursores nos
guais ainda ndo temos invaséo do estroma. Nes&éggasspodemos observar alteracdes celulares
no colo uterino que comprometem o epitélio da egi&e traduzem na neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), dividida em graus |, Il e lll (canomain situ). Como regra, décadas sao
necessarias desde a infeccdo, por via sexual, élatax basais do epitélio cervical, pelo
papilomavirus humano (HPV), agente etiolégico docea cervical, até o desenvolvimento da
neoplasia invasora.

Alguns tipos especificos de HPV, como o HPV 16 €& tem sido fortemente
identificados em uma série de carcinomas e les@malignas cervicais. Os HPVs infectam as
células epiteliais cervicais e as suas oncopradelithe E7 se ligam e inativam as proteinas
hospedeiras reguladoras do ciclo celular, p53 e pfipectivamente.

A pl6 € uma proteina que esta envolvida no conudalgroliferacdo celular por ser
inibidora dos complexos ciclina-cinase dependegteidina. Os complexos ciclina/CDK4 ou 6
séo responsaveis por fosforilar a pRB que levaogrpssao do ciclo celular da fase G1 para S.
Sendo assim, a p16™ é considerada um supressor tumoral pois tem acickuz de inibir a
proliferacéo celular. As alteracdes na expressdopl8d* em presenca das oncoproteinas virais
do HPV estdo relacionadas com o desenvolvimentocdecer cervical, refletindo um
desequilibrio nos processo de controle do ciclolaek senescéncia.

Outro fato a ser considerado é que quanto maioadugcao da NIC maior seu poder de
progressao e, assim, de transformacao maligna.aAglescompreendermos que a progressao ao
cancer cervical a partir de uma lesaaitu deve ser tempo dependente, a busca por marcadores
desta progressao é importante para o entendimentdindmica de todas as alteracbes preé-
malignas. Tendo em vista a baixa faixa etaria rel g8 alteracdes cervicais pré-malignas séo



mais prevalentes, o entendimento do risco de psegmede cada paciente podera nos fornecer
substrato para manejarmos de maneira mais congeavasitas alteracdes cervicais.

O ponto critico no qual ocorre a transformagéo afeigomain situ a invasor ainda nao
esta claramente estabelecido. Neste estudo nostigu@os a relagdo entre a expressao da
p16™* e o carcinoma cervicah situ e invasor, além de acompanharmos a evolu¢do destas

entidades nosoldgicas, relacionando-a com a exjweksp16“,



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE COLO UTERINO

Com aproximadamente 500.000 casos novos por amaundo, o cancer do colo uterino
ou cervical é o segundo tipo de cancer mais commine @s mulheres, sendo responsavel pelo
Obito de aproximadamente 230.000 mulheres/anoirSideéncia é cerca de duas vezes maior em
paises menos desenvolvidos quando comparada commais desenvolvidbs

A Ameérica possui uma populacédo de 336,5 milhdesdieres com idade superior a 15
anos, com risco potencial de desenvolverem careeplb uterino. Estima-se que 86.532 casos
de céancer cervical sejam diagnosticados a cada &8436 mulheres morram por esta doenca
no continente americaho

O cancer cervical é o quarto em freqiéncia nasieamas em geral e o segundo mais
frequente entre as mulheres com idade de 15 aa@B! Bhais da metade destes casos de cancer e
de morte atribuida ao cancer sédo relatados na A&andd Sul. No Brasil a estimativa para o ano
de 2008 é de 18.680 novos casos de cancer deteoiloo) com um risco estimado de 19 casos a
cada 100.000 mulheres

O estado do Rio Grande do Sul apresenta uma téraada de 28,17 casos de cancer de
colo uterino para cada 100.000 mulheres no ano0@8. ZEsta taxa estd muito acima daquela
esperada para o Brasil e € uma das mais elevadaaisloUum fato importante para chamarmos
atencdo neste ponto é a incidéncia crescente @s dascancer de colo uterino em pacientes
jovens. No Rio Grande do Sul, no ano de 2004, 22Jj0% casos de cancer cervical foram
diagnosticados em pacientes com idade inferior ar8%. Em 2006 esta incidéncia aumentou
para 51% e em 2007 para 59%, demonstrando uma gaigencomportamento biolégico do
cancer cervical

A historia natural do cancer cervical faz destapteessia um bom modelo para programas
de rastreamento. Como regra, décadas sdo necssdésde a introducdo do papilomavirus



humano (HPV), agente etiologico fundamental, ndslas basais do epitélio cervical, por via
sexual, até o desenvolvimento da neoplasia invaspesar da alta prevaléncia das infec¢des por
HPV no colo uterino, a maioria é transitéria e @ssnatica. A infeccdo persistente por alguns
tipos de HPV, chamados de oncogénicos, € um daefamais importantes para a progressao ao
cancer cervical O periodo de laténcia desta doenca oportunizéentificagdo de alteracdes
citoldgicas e colposcopicas ou até mesmo o prdiid.

Desde 1925, com a invencao do colposcopio por Hivase, permitindo a observacao do
colo uterino com magnificacdo, foram acrescentadservacdes que serviram de base para o
conceito atual da origem do céancer cervical. O @eomecaria ndo em um foco estatico de
tecido, mas em uma lamina de epitélio em consfaoieesso de transformadio

Também em 1925, Papanicolaou, envolvido com susgupas com células cervicais
esfoliadas, diagnosticou uma paciente com cancecotte uterino assintomatica. Apesar de
apresentar seus relatérios em 1928, até 1941lagidale Papanicolaou permaneceu com pouca
credibilidade como forma de rastreamento do cam@eando introduzida nos programas de
rastreamento do cancer de colo uterino, a citolpgiorcionou grande impacto na incidéncia
desta entidade nosolédgica, com redugdo aproximad®¥. Apesar desta redugdo importante, o
cancer cervical continua sendo uma causa de nuztiEie morbidade alta entre as mulHeres

Ja estd bem estabelecido que o cancer de colmateossua estagios precursores nos
guais ainda ndo temos invaséo do estroma. Neséggasspodemos observar alteracdes celulares
gue comprometem o epitélio da regido e se tradumemeoplasia intraepitelial cervical (NIC),
dividida em graus 1, Il e Iil A historia natural da NIC tem trés possibilidadies desfecho:
regressao, persisténcia e progressao. Cerca del&¥%eoplasias intraepiteliais de grau | (NIC )
regridem, 30% persistem, 10% progridem para canmzania situ (NIC III) e 1% progride para
cancer. Os desfechos possiveis correspondentesaddt@ Il sdo de 40%, 40%, 20% e 5%,
respectivamente. A taxa de regressdo para a padcemh carcinoman situ é de 33% e de
progressao para invasio acima de 12%Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1 — Histéria natural das lesdes precursorado cancer cervical

(Arquivo do autor)



Figura 2 — Carcinoma cervical in situ (HE 50X)
Presenca de atipia envolvendo toda a espessura gitélio.
Membrana basal sem invasaagarquivo do autor).

Figura 3 — Carcinoma cervical invasor (HE 50X)
Membrana basal com invaséo.
Infiltrac@o do estroma por células atipicasrquivo do autor).



Apesar de compreendermos que a progressao ao camemal a partir de uma leséo
situ deve ser tempo dependente, a busca por marcadiests progressdo € importante para o
entendimento da dindmica de todas as alteracOesgignas. Tendo em vista a baixa faixa
etaria na qual as alteracdes cervicais pré-maligasnais prevalentes, o entendimento do risco
de progressao de cada paciente podera nos forsigltstirato para manejarmos de maneira mais
conservadora estas alteracdes cervicais.

Véarios marcadores capazes de predizer o desfechieses precursoras do cancer
cervical foram estudados durante os Ultimos afo8im dos mais promissores candidatos € a
proteina supressora tumoral P18 que mostrou estar super expressa em lesdes fighasae
malignas cervicat$'**. Isto provavelmente ocorra devido a uma infecc&osigtente por
papilomavirus humano de alto risco, como o HPV 1I6HPV 18, na cérvice uterina. HPVs de
alto risco séo fatores fundamentais na carcinogédesolo uterino. De fato, DNA de HPV tem
sido fortemente identificado em uma série de caris e lesdes pré-malignas cervicai©s
HPVs de alto risco infectam as células epiteli@sricais e as suas oncoproteinas E6 e E7 se
ligam e inativam as proteinas hospedeiras reguadaio ciclo celular, p53 e PpRb,
respectivamenté

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

A patologia associada ao papilomavirus humano éefinicdo uma doenca infecciosa.
Entretanto, ao longo das ultimas décadas, ela adgoiportancia no campo da oncologia, uma
vez que alguns tipos de papilomavirus humano témastrado envolvidos no desenvolvimento
de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas.

O HPV & um membro da familRapillomaviridae. Existem mais de 100 tipos, agrupados
em HPVs de alto e baixo risco, de acordo com ali@ega em que aparecem associados a
processos cancerigenos. Agueles de alto risco tarsBé conhecidos como tipos oncogénicos.
Pelo menos 30 tipos exibem um tropismo pela muasagenital. Os HPVs podem ser
agrupados de acordo com seu tropismo em tiposengdmucosos (Tabeld’1)



Tabela 1 — Tipos de HPV mais frequientes e seu trgpno tecidual

Grupo Prot6tipos Local Lesac
Cutaneos HPV 1, HPV: Pele Verrugas / assintomati
Cutaneos- alto risco HPV5, HPV ¢ Pele Verrugas / Carcinoma escam
Mucosos- baixo riscc HPV6, HPV 1! Mucosa Verrugas / assintomati
anogenital
Mucosos- alto risco HPV 16, HPV 18, HPV Mucosa Lesdes pré-malignas / Carcinoma

31, HPV 33, HPV 45 anogenital  escamoso / assintomatico

(Adaptado de Sheurer e colaboradores, 200%)

Lesdes que progridem para o carcinoma sdo comurassbeiadas aos papilomavirus de
alto risco, mais freqiientemente os tipos 16 e BBa&sionalmente os tipos 30, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56. Histologicamente eles sdo reconhecjida ruptura da arquitetura do epitélio
estratificado e pela anaplasia nuctear

2.3 ONCOPROTEINAS VIRAIS

O genoma do HPV é constituido por uma molécula Né\ Rircular de fita dupla, de
aproximadamente 8000 pares de base. O ciclo \prakanta uma fase precoce (“early” = E) e
uma fase tardia (“late” = L). Trés proteinas siatatas pelo virus durante a fase precoce do
ciclo replicativo, E6, E7 e E5, desempenham um Ipapelamental na patogenicidade do virus.
A proteina E6 atua como ativador do processo deadagao da proteina supressora tumoral p53,
um importante regulador negativo do crescimentolagl. A proteina E7, por sua vez, liga-se e
inativa a proteina do retinoblastoma (pRb), quebtam é um supressor tumoral que apresenta
funcdo reguladora do ciclo celufars proteina E5 interfere na reciclagem dos reseptdo fator
de crescimento epitelial promovendo a proliferacélmlaf’. Durante o processo de infeccdo e
multiplicac&o do virus, a sintese de E5, E6 e E@nérolada através da ativagdo ou repressao de
uma regido reguladora presente no genoma viral @enparticipa a proteina E2. No caso de
tumores positivos para papilomavirus humano de dipcogénico, observa-se o genoma viral
integrado ao DNA cromossdmico celular. O local mkedracdo no genoma celular € aleatério,
mas o local de quebra no genoma viral é semprenmta regido que codifica a proteina

reguladora E2. Como conseqiéncia, a sintese d#sima® E5, E6 e E7 acontece de forma



descontrolada nas células que contém a forma ptodo HPV. O efeito final serd uma
inativagdo significativa dos supressores tumorags@pRb, falta de regulacdo adequada do ciclo
celular e consequente multiplicacdo celular desotautd" >,

2.4 O CICLO CELULAR

O ciclo celular é tradicionalmente dividido em 4da distintas: G1, S, G2 e M, das quais
a mais visivel € a mitose, dase M. A fase de mitose do ciclo celular compreende séree de
etapas continuas: profase, pro-metafase, met&natgse, teldfase e citocinese. Nestas etapas,
ocorre a separagdo dos cromossomos duplicadas@®e a divisdo de uma célula em diés

O periodo que vai de uma fase M a outra € chamadintdrfase. A interfase
compreende fases importantes e distintas: G1, 3.eN&fase Sdo ciclo celular (S = sintese)
acontece a duplicacdo do material genético daacéulintervalo entre o término da mitose e o
comeco da sintese de DNA é chamadfede G1(G = gap ou lacuna) e o intervalo entre o final
da sintese de DNA e o inicio da mitose é chamadiaske G2 G1 € a fase em que a ceélula
permanece até receber um estimulo para a duplieacaoesponde a fase mais longa do ciclo.
G2 propicia um tempo adicional para o crescimemrdolar, permite que a célula aumente a
quantidade de citoplasma e o volume da membrantaceintes de se dividif’

Em um ciclo celular padréo existe um sistema-ctatomnstituido por uma série de
proteinas que interagem entre si e que regularolo @élular através de paradas temporarias do
ciclo em pontos de controle estratégicos espesifipontos de checagem). Existem pontos de
checagem no final de G1, no final de G2 / inicidle no final de M que controlam se existem
condi¢Oes favoraveis para a divisdo celular, comoegxemplo: replicagdo completa do DNA,
auséncia de danos ou anormalidades no DNA, persgaciacdo dos cromossomas aos fusos
mitéticos, tamanho e volume ideais da célula

As interrupgfes sdo importantes também para perqig o sistema-controle do ciclo
celular seja regulado por sinais provenientes da raenbiente. Estes controles ambientais
geralmente agem sobre o sistema-controle em umutw dos dois importantes pontos de
checagem do seu ciclo: em G1, exatamente antesttlr @a fase S, e em G2, no inicio da
mitosé**’.
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Este sistema de controle esta baseado em duasafansl proteinas que sdo chave para o
seu funcionamento: a familia das proteinoquinaspsmdentes de ciclinas (CDK) e a familia das
ciclinas, que se ligam as moléculas de CHKO comando deste sistema de controle parte de
alguns genes chamados de genes de supressao tumoral

2.5 0S GENES DE SUPRESSAO TUMORAL

O cancer normalmente se desenvolve como conseqliéaaim acumulo de alteracdes
genéticas que incluem ativagdo dos oncogenesiedgab dos genes supressores de tumores. As
mutacbes dos genes supressores tumorais RB58 foram associadas a doencas malignas
hereditarias (retinoblastoma e sindrome de Li-Fenimrespectivamente) e haviam sido
encontradas em diferentes percentagens em tumalemos esporadicos como osteossarcoma,
cancer de mama e cancer de beXiga

O principal supressor tumoral € o gdib3, localizado no cromossoma 17, cuja proteina
codificada, p53 responde pelo controle da prolg@oacelular e da apoptose (morte celular
programada). A proteina p53 se liga ao DNA e exsme efeito, em parte, por inducdo da
transcricdo de outros genes reguladores. Um dagess codifica uma proteina de 21
quilodaltons (p21), que se liga e inibe o compleidina G1 / proteina CDK2 que fosforilaria
pRb, liberando o fator de transcricdo E2F ao geassocia, promovendo assim a passagem de
G1 para S. Pelo bloqueio da atividade de cinageslesmplexos, a proteina p21 impede a célula
de progredir para a fase S e replicar seu BNA

A proteina de supressdo tumoral p53 possui trégdés principais: controle do ciclo
celular, ativacdo do reparo do DNA e regulacdo plaptse. A p53 atua como “guardid do
genoma” e diante de um dano extenso ou irrepar@v&NA, ativa o controle do ciclo celular,
induzindo o reparo ou apoptose, e previne a pratifi'o de células com mutagbes genéticas. O
efeito da inativacdo funcional da p53 pela protdiBados HPVs de alto risco sobre a célula
parece ser equivalente a qualquer mutacdo doTRB8que afete a fungéo normal da §53

O geneTP53 apresenta um polimorfismo no cédon 72 que resuttaima arginina (Arg)
ou uma prolina (Pro) nesta posicdo. Apesar de as dariantes alélicas serem equivalentes de
uma perspectiva funcional, néo interferindo nai@digde da proteina, foi sugerido que pacientes
homozigoto para Arg (Arg/Arg p53) teriam um riscaior de desenvolver cancer cervical
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associado ao HPV**** Contudo, véarios estudos ndo encontraram evid€uigiaima correlacéo
entre o polimorfismo no codon 72 do géiRs3 e risco para cancer cervical HPV positivo™

Alguns individuos que apresentam retinoblastomadgtuque se origina a partir de células
precursoras neurais na retina imatura) possuerdtiparivisivelmente anormal, com uma delecéo
de uma banda especifica no cromossoma 13, detewioingue este cancer seja causado por
perda de um gene supressor de tumor mais do quagp@icdo de um oncogene. O gene cuja
perda é critica para o desenvolvimento deste c@nceamado gene RB

O gene RB é normalmente expresso em todas aagélcorpo e seu produto atua como
um dos principais freios da progressdo do ciclodilésdo celular. A acdo da frenagem é
normalmente regulada por fosforilacdo. A proteiladR alterna entre um estado fosforilado e
nao-fosforilado nas diferentes fases do ciclo eelal em células que foram removidas do ciclo
se mantém nao-fosforilado. A medida que permanéoefasforilada, RB se liga fortemente a
E2F, um fator de transcricdo de genes que codifipanteinas que regulam a passagem da fase
G1 para S, impedindo a progresséao do ciclo cetlleonseqiente proliferacdo celular. A perda
do gene mantém a célula livre deste impediniénto

A inativagdo da pRb tem um impacto na regulacdgetes envolvidos no controle da
progressao do ciclo celular, permitindo que a ectritre na fase S, ultrapassando o ponto de
checagem G1/S, mesmo em condi¢cdes onde esta pasdageria ser bloqueada A p16™*
inibe as quinases dependentes de ciclina que pemmavfosforilagdo e conseqlente inativagdo
da pRb. Uma relacéo inversa foi relatada entreeagmca de pRb fosforilada e a super expresséo
de p16"“*,

2.6 P16™*

O gene p1l6, localizado no cromossomo 9p21, cadifioa proteina que inibe as quinases
dependentes de ciclina, como CDK4 e CDKG6, as quaisiovem a fosforilacdo e consequiente
inativacdo da pRb. A atividade de supressao tunuit@IpRb freqientemente esta inativa em
muitos tipos de canceres humanos. A inativacao @atpl6 como da pRb tem um impacto na
regulacdo de um grupo de genes envolvidos no dentta progressédo do ciclo celular,
permitindo que a célula entre na fase S, ultrapassa ponto de checagem G%/S
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Mutacdes na p16* estdo ligadas a perda da aptiddo de controlaclo celular, tendo
como resultado um crescimento exagerado e seldtigocélulas afetadas. Mutagbes somaticas
nos dois alelos da p16® estdo presentes de forma significativa em difesetipos de cancer,
como cancer colorretal, cancer gastrico e glidhids

Alguns estudos revelaram que a inativacdo da pRegfientemente acompanhada da
super expressdo de pf6 em varios cancer88*. Foi observado que o complexo pRb-E2F tem
um efeito inibidor da transcricdo da p16. Conseqiientemente, a perda da funcédo da pRb, por
mutacdo ou por interagcdo com a proteina viral EJulta na liberacdo do controle negativo da
transcricido do gene pl%. Porém, o aumento da expressdo da"Plode nio estar
relacionado com o aumento da atividade da proteiria,esta pode estar funcionalmente inativa.
Concordando com esta hipotese, niveis elevados16€“b foram encontrados em células
infectadas pelo HPV, tanto em lesdes pré-neopkisiomo cancerosas. Embora alguns trabalhos
sugiram que em lesdes cervicais a expressido dopd@&hié® pode estar regulado negativamente
por hipermetilacdo ou mutacbes, esta hipotese oidoohfirmada por outros estudds’ No
cancer de colo uterino ndo foram encontradas mesagd delecdo homozigética da Pif6ou
foi detectada somente em 5% dos carcinéinas

A super expressdo da pi6 em lesbes displasicas cervicais e em cancer akném
sido o objetivo de alguns estudos. Estes estudosd@dfirmado a alta expressado na maioria das
lesGes cervicais avangadas, mas nao no epitéNicaenormal, indicando que a expresséao da
p16™“* em lesBes cervicais e em cancer pode ser usa@alpservar células transformadas pelo
HPp) 4194243444548

O acumulo da proteina p16 tem sido observado em resposta a inativacédo dgppRb
proteina E7 do HPV de alto risco. Contudo, a relagitre a p16* e a pRb € mais complexa do
que se acreditava: o nivel de expresséo dd“Biio somente reflete o status funcional da pRb;
a expresséo da p16 permanece constante durante a transicdo da fasgcquote para a fase de
proliferacéo durante toda a progresséo do ciclol@elE possivel que a inducdo da expresséo da
p16"“*ocorra somente depois de um prolongado periodoaliéepacio, na auséncia da fungdo
da pRB™*.

2.7 O PONTO CRITICO

No carcinoma uterino, fatores progndésticos comadisiento clinico, metastases
linfonodais e o envolvimento parametrial ja sdo beanhecido§®. Também s&o conhecidos
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fatores de risco para o desenvolvimento das lgs@ereoplasicas e do proprio cancer cervical.
Entre os fatores de risco podemos citar: a idagedente, o grau de escolaridade, o nivel socio-
econbmico, a menarca, a idade precoce da primeiaggdo sexual, a paridade, o numero de
parceiros sexuais, a infeccdo pelo HPV, a preséagioencas sexualmente transmissiveis, 0 uso
de anticoncepcionais orais e o tabagismoContudo, o ponto critico no qual ocorre a
transformacdo de carcinoma situ a invasor ainda ndo esta claramente estabelekieste
estudo nés investigamos a relagéo entre a expréssf@é ** e o carcinoma cervicah situ e
invasor, além de acompanharmos a evolucdo dedidadas nosologicas, relacionando-a com a
expressao da p16-.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a expressdo da proteina Pi6em espécimes de neoplasia cervicasitu e
invasora.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar a super expresséo da'fy1@om a neoplasia cervicial situ e invasora, com o
estadiamento do cancer cervical e com a sobrewvidade doenca.

Demonstrar o risco atribuivel & super expressjoléd“ na determinac&o da invasio da
membrana basal do epitélio cervical por célulaplsicas.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO E AMOSTRA

Para realizacdo do presente trabalho, foi efeteatialo retrospectivo de coorte historico,
no qual foi selecionada uma série de 90 pacietregadas no Ambulatorio de Oncologia Pélvica
do Servico de Ginecologia do Hospital S&o Luca®Pd&RS, que buscaram assisténcia para
realizacdo de exame colposcopico e realizaram iai@gscolo uterino identificando carcinoma,
no periodo correspondente a julho de 2001 e setedeb2002.

Todas as pacientes, apds apresentacdo e assidatteamo de consentimento livre e
esclarecido, realizaram anamnese, exame ginecologidposcopia, coleta de material ecto e
endocervical para citologia, pesquisa de DNA de HPd0 polimorfismo no cédon 72 da p53
através da reacdo em cadeia da polimerase, aléondpsia de colo uterino para diagnostico
histologico e determinacdo da expressdo da propaieia™.

As visitas de acompanhamento foram realizadas @ @adeses nos primeiros trés anos e
anualmente até o quinto ano. As pacientes foracmmpapnhadas por 60 meses (média de 54,9
meses). Nas visitas foram realizados exame gingicalocitopatologico cervical, colposcopia e
bidpsia cervical na evidéncia de lesdo recorremterogressédo da doenca.

Todas as pacientes receberam o tratamento pad@oeadado por estadio da Federacéo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO§7 (74,5%) apenas cirurgia, 4 (4,5%)
cirurgia e radioterapia, 12 (13,3%) radioterapiag@mioterapia, 7 (7,7%) cirurgia com
radioterapia e quimioterapia. Nenhuma das paciemesfoi submetida apenas a tratamento
cirirgico apresentou margens cirdurgicas comproragti® estadiamento clinico do carcinoma
cervical foi determinado pela classificacdo da FlI@@bela 2). Assim, 49 (54%) pacientes
encontravam-se no estadio 0 (carcinomsitu), 19 (21%) em estadio | (1 IA e 18 IB), 11 (12%)
em estadio Il (4 1A e 7 11B) e 11 (12%) em estadid¢2 IlIA e 9 11IB) (Figura 4).
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Tabela 2 — Estadiamento do cancer de colo uterin&IGO) >

Estadio  Caracteristicas

0 Carcinomain situ
I Carcinoma limitado ao colo uterinc
IA carcinoma pr-clinico (diagndstico somente pela microsc)
IAl: invasdo estromal minima: 3x7mm.
IA2: invasédo de até 5x7mm de largura.
B dimensdes superiores a 1A2.
IB1: tumores com didmetro < 4cm.
IB2: tumores com diametra 4cm.
I Tumor além do colo, mas que nao atinge a parede pigla. Comprometimento
da vagina até no maximo o terco médio.
[IA: sem comprometimento evidente de paramétrio (apetasa)
[IB: com comprometimento evidente de parame
1l Tumor no terco inferior da vagina ou até a parede pélvica. Todos 0s casmsn
uretero-hidronefrose ou excluséo renal.
[lIA:  n&o ha extensado a parede pélvica (s6 da vagina).
lIB: extensdo a parede pélvica e/ou uretero-hidronefrosxclusao renal.
A% Tumor além da pelve verdadeira ou ha mucosa dadxiga ou do reto .
IVA: envolvimento 6rgdos adjacentes, como reto e bexiga.
IVB: envolvimento de 6rgaos distantes.

De acordo com o diagndstico histologico, as paegefitram divididas em dois grupos:
aguelas com lesda situ e aquelas com lesdo invasora cervical. Foram iebadlas pacientes que
apresentavam tratamento prévio para neoplasisepitedial ou cancer cervical e aquelas que
sofreram tratamento radioterapico prévio sobregéoepélvica. A idade média das pacientes foi
de 41 anos (variando entre 21 e 75 anos), aquelascarcinoman situ apresentaram idade
média de 39 anos enquanto que as com invasao agueiccelulas malignas apresentaram idade
média de 43,3 anos. 11 pacientes do grupo com lgs&sora morreram no periodo de
acompanhamento em decorréncia de sua doenca. N&e henhuma morte entre as pacientes
do grupo com leséim situ.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
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Foram incluidas as pacientes com diagnoésticolbgitio de neoplasia cervical situ ou
invasora do Ambulatério de Oncologia Pélvica dovigerde Ginecologia do HSL PUCRS, no
periodo referido anteriormente.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do estudo todas as pacientes pugseataram uma ou mais das
condicdes abaixo:

- pacientes submetidas a radioterapia ou quinaipterpreviamente a biopsia de colo
uterino.

- pacientes cujo exame histolégico cervical ndodalizado no HSL PUCRS.

4.4 PESQUISA DO DNA DE HPV

A retirada de células endo e ectocervicais parasgysa de DNA de papilomavirus
humano pela reacdo em cadeia da polimerase (PCRpfzada com cytobrush. Tal material era
deixado em suspensdo em 10 ml de tampéo T.E. (1dm8HCI pH 8,5; 1mM EDTA),
estocadas a temperatura d€C2&é a extracdo do DNA.

As amostras para a pesquisa de DNA de papilomakiirosno, apdés descongelamento,
foram centrifugadas a 5200 rpm, sob refrigeracamsedimento ressuspendido em 500ul de TE.
Destes, 100ul foram tratados com 100ul de Proteikd$E-50 (200 pug/ml de proteinase K
‘DNase/RNase free' Gibco, 2% Tween 20, 1mM EDTA,nd TrisHCI pH 8,5) e incubados
durante 12 horas a ¥. Ap6s inativacdo &4 °C por 10 minutos, as amostras foram
desproteinizadas e conservadas 8G2¢ o momento da analise.

O DNA total extraido das amostras foi submetidaima amplificacdo por PCR,
utilizando-se como primers consenso os seguintigsnicleotideos My09 (5’ .. CGT CC
AA*, GGA*.AC TGA TC .. 3') e Myl1 (5’ .. GO_ CAG GG/, CAT AA%, AAT GG .. 3)
complementares a regido L1 do genoma viral. As icbed para amplificacdo das amostras
foram: 95C por 5 minutos; 40 ciclos de @ por 1 minuto, 5% por 1 minuto, 7Z por 1
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minuto; 72C por 10 minutos. Todas as amostras resultantasvpssna triagem acima foram
tipadas para HPV 16, 18, 31 e 33, utlizando-sem@rs especificos para cada tipo,
complementares a regido E6 do genoma viral. Aslicoas de amplificagdo (com pequenas
alteragbes) e os primers utilizados foram baseadosnetodologia descrita por Cuzick e
colaboradore’

Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofeesgel de agarose 2%, em tampéo
TAE, contendo 1 ug/ml de brometo de etidio e aadéis sob luz ultravioleta.

As pacientes que possuiam algum dos tipos de HRVaatescritos (HPV 16, 18, 31 ou
33) foram classificadas como positivas para “HP\alie risco”. As pacientes nas quais foram
identificados mais de um tipo de DNA de HPV fordassificadas como “com infeccdo multipla
por HPV™.

4.5 DETERMINACAO DO POLIMORFISMO ARG/PRO DO CODON 7 2 DA P53

A pesquisa do polimorfismo Arg/Pro foi efetuada comuso de PCR utilizando os
primers: 72S (5'.... TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA3) e 72A (5'... TCT GGG AAG
GGA CAG AAG ATG AC ... 3'). As pacientes homozigbtaara o alelo que codifica arginina na
posicdo 72 do gendP53 foram caracterizadas como tendo genotipo Arg/AES;pas
homozigotas para o alelo que codifica prolina nsigdm 72 do gen&P53 foram denominadas
Pro/Pro p53 e as heterozigotas, Arg/Pro’p53

4.6 PESQUISA IMUNOHISTOQUIMICA DE P16 "™

As amostras fixadas foram submetidas a imunohistaga utilizando o anticorpo
primério especifico para p16®. Por encontrarmos alguns blocos de parafina camervacio
inadequada para analise imunohistoquimica, foissgee restringir a pesquisa do anticorpo para
p16™* em 57 amostras. Os blocos de parafina foram astadixados em laminas preparadas
com poli-L-lisina. Os cortes tratados sequenciabmeom xilol, etanol absoluto, etanol 90%,
etanol 80%, etanol 70% e agua destilada para addspzacdo. Para o bloqueio da peroxidase
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endogena, a amostra foi tratada com peroxido dedgdio 3% por 10 minutos. As laminas
foram incubadas por uma hora com o anticorpo monetlanti-p16 (Novocastra laboratories
Ltd) e, a seguir, tratadas com o anticorpo secumadarcado com biotina (Novostain universal
detection kit, Novocastra laboratories Ltd) porriwtos e estreptavidina-peroxidase por mais
10 minutos. Apés, foi colocado o substrato, Diarhgnidina (DAB). Como contraste foi
utilizado a coloracdo com hematoxilina-eosina (mkrando a lamina por 15 segundos).

As laminas foram analisadas no microscopio otictassificadas como negativas (se nao
apresentassem reacdo), + (se menos de 5% dasscfdstem reagentes), ++ (de 5 a 50%
reagentes), +++ (mais de 50% reagentes) para assgu das proteinas. Para andlise posterior
classificamos as pacientes com +++ para a expredadplé ® como “super expressao

presente” e a as outras pacientes foram refer@as ¢super expressdo ausente”.

4.7 VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis analisadas em relac&o a super exprésspl6"* foram:
- grupos com leséo cervidal situ e invasora

- estadiamento do cancer de colo uterino

- sobrevida livre de doenga

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A razdo de chance (odds ratio (OR)) com um interde confianca (IC) de 95% foi
calculada para examinar a forca e a precisdo @&iagéio entre a super expressao dd'¥16 o
risco de invasdo da membrana basal do epitéliaca¢mpelas células displasicas. O teste de qui-
quadrado X°) foi utilizado para examinar as diferencas nap@rgdes de fatores de risco para o
cancer cervical. A analise univariada da sobreinda de doenca e recorréncia na medi¢do do
acompanhamento foi baseada no método de KaplansMis&ndo o teste log-rank para comparar
0s grupos. A analise multivariada (para controtafatores de confusdo da amostra) foi realizada
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pelo calculo de regressédo de Cox (Cox’s propottioazards model). Também foram utilizados
calculos de sensibilidade, especificidade, valedipivo positivo e negativo.

4.9 ETICA

Este estudo encontra-se em conformidade com os itk8.i e Il.3.t das Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvends Bamanos (Resolugcdo CNS 196/96),
bem como a diretriz 12 das Diretrizes Eticas Imteionais para Pesquisas Biomédicas
envolvendo Seres Humanos (CIOMS 1993), tendo sjfovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Grande do Sul — adendo ao Protocolo
002/99.
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5 RESULTADOS

Foram analisados os dados de 90 pacientes cormaa@icervical, classificadas de
acordo com o estadiamento da FIGO da seguinte martd (54%) pacientes no estadio O
(carcinoman situ), 19 (21%) em estadio | (1 IA e 18 IB), 11 (12%) estadio Il (4 1A e 7 1IB)

e 11 (12%) em estadio Il (2 1l1A e 9 llIB) (Figug.

Estadios do cincer de colo uterino

Figura 4 — Distribui¢cdo de pacientes por estadiosodcancer de colo uterino

Uma série de fatores clinicos e moleculares si®npara o cancer cervical, como idade,
cor da pele, nimero de parceiros sexuais, uso rteaceptivo oral, idade da menarca, idade da
primeira relacdo sexual, gestacdes, partos, idaderimeiro parto, tabagismo, escolaridade,



22

estado civil, parceiro sexual fixo, presenca de Dd¢AHPYV de alto risco, maltipla infec¢éo pelo
HPV e o polimorfismo no codon 72 do gereb3, foi pesquisada nos grupos com les@situ e
invasora. Como observado nas Tabelas 3 e 3a, newlestes fatores de risco apresentou
diferenca significativa entre os grupos, evidendtanoma distribuicdo homogénea (pareamento)
de tais fatores nas pacientes com lesa&tu e invasora. A Tabela 3 chama aten¢ao para o grupo
todo de 90 pacientes, ja a Tabela 3a demonstrargs/eis distribuidas pelas 57 pacientes nas
quais foi possivel a pesquisa da expressdo dd“‘hl8enhuma paciente do estudo apresentava
ou tinha histéria de doencas sexualmente transraisgiutras além do HPV.

Tabela 3 — Variaveis de risco x Grupo (n=90)

Grupo (Carcinoma cervical)

Les&oin situ Les&o invasora
Variaveis de risco (n:49) (n:41) Valor de p
Valor Valor

Idade média (ana 39,(C 43,2 0,05¢
Cor da pele (branc 73,5% 80,5% 0,43:
NUmero médio de parceiros sexi 3 2,5€ 0,617
Uso de método contracept 73,5% 61,0% 0,20(
Idade média da menarca (anos) 13,1 12,7 0,204
Idade média da 12 redo sexual (ano 16,€ 16,¢ 0,60t
NUmero médio de gestagi 3,5 4,3 0,132
NuUmero médio de part 2,8 3,7 0,05¢
NUmero médio de partos norir 2,€ 3,2 0,95¢
Média de idade no primeiro parto (ar 20,3 19,¢ 0,66¢
Tabagism 55,1% 46,3% 0,40
Presenca ( DNA de HPV de alto risc 77,6% 85,4% 0,34t
Infeccdo multipla por HP 34,0% 42,0% 0,53¢
Escolaridad¢« 1° Grau incomplet 59,2% 65,9% 0,111
Estado Civil- Casad 67,3% 78,0% 0,25:
Com parceiro sexual atual fi 77,6% 82,9% 0,711

Arg/Arg p5< 50,0% 58,(% 0,321
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Tabela 3a — Variaveis de risco x Grupo (n=57)

Grupo (Carcinoma cervical)

Les&oin situ Leséo invasora
Variaveis de risco (n:24) (n:33) Valor de p
Valor Valor
Idade média (ana 38,¢ 42,7 0,057
Cor da pele (branc 70,8% 81,8% 0,32¢
NUmero médio de parceiros sexi 2 2,6 0,32z
Uso de método contracept 73,3% 57,6% 0,17:
Idade média da menarca (ar 13 12,€ 0,38¢
Idade média da 12 relagao sexual (8 16,2 16,¢ 0,36¢
NUmero médio de gestagi 3,2 4,5 0,061
Numero médio e parto 2,7 3,8 0,061
NUmero médio de partos norir 24 3,3 0,15¢
Média de idade no primeiro parto (ar 19,¢ 20,4 0,67¢
Tabagism: 62,5% 48,5% 0,29¢
Presenca de DNA de HPV de alto ri 79,2% 87,9% 0,601
Infeccdo maultipla por HP 31,0% 41,8% 0,30t
Escolaridad¢« 1° Grau incomplet 66,7% 69,7% 0,80¢
Estado Civil- Casad 62,5% 78,8% 0,17¢
Com parceiro sexual atual fi 66,7% 81,8% 0,18¢
Arg/Arg p5< 40,9% 57,6% 0,23¢

Entre as pacientes com lesdo cervicakitu observamos a seguinte caracteristica da
expressao da pl6: 2 pacientes eram negativas, G-+€ppara expressdo, 7 com (++) e 9 com
(+++). J& no grupo com leséo invasora, 4 paciempessentaram (++) e 29 pacientes (+++) de
expressdo da p1&%18,38; 3 graus de liberdade (GL); p=0,0003) (Tal!

Tabela 4 — Grupo x Expresséo da p16*

INK4a

Grupo Expresséo da pl Total

Negativa (% + (%) ++ (%) +++ (%) (%)
Leséo invasor: 0 (0) 0 (0) 4 (12,1 29 (87,9 33 (100
Les&oin 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
X*:18,38
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Ao analisarmos os dois grupos de pacientes emaelacexpressdo da pi6 como
variavel dicotomizada, identificamos a maioria dapyp com lesdo invasora (29/33 pacientes)
com super expressdo, ao contrario do grupo coro lesditu onde a maior parte das pacientes
(15/24) ndo apresentava super expressdo dd‘pIBsta associagdo se mostrou estatisticamente
significativa §%13,68; 2GL; p=0,0002 com uma razdo de chance (Q@R) 12,08
(2,74<0OR<58,43) (Tabela 5).

Tabela 5 — Grupo x Super expressao da p16*

INK4a

Grupo Super expressao da pl™ - (+++) Total
Presents Ausente

Carcinoma invasot 28 4 33

Carcinomain situ 9 15 24

Total 38 19 57

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

NK4a

Na Tabela 6 podemos identificar uma associacae ensuper expressao eo
estadiamento do cancer cervicgh:{8,69; 6GL; p=0,0047), quanto maior o estadiamemimior
a freqiiéncia de super expressdo da'pl60bservando a Figura 5, verificamos que também
existe uma associacao presente entre a invasaeuidnana basal do colo uterino por células
carcinomatosas e os indices de recorréncia. Asanéhivariada (Kaplan-Meier) de recorréncia
demonstrou diferenca significativa entre a sobielidte de doenca (SLD) e os grupos (leséo
situ e lesdo invasora), assim como entre a SLD e a supeessio de p16°. Uma paciente com

lesdo invasora apresenta 2,8 vezes o risco de@aca@ daquela com les@ositu.

Tabela 6 — Super expressio da p6® X Estadiamento

Super expressao di Estadiamentc Total
p16" 0 A IB IIA 1B A 1B
Presente 9 6 6 1 6 2 8 38
Ausente 15 O 2 1 0 0 1 19
Total 24 6 8 2 6 2 9 57

Valor de p=0,0047
X% 18,69
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Figura 5 — Sobrevida livre de doencga entre os grugacom leséan situ e invasora (método de Kaplan-Meier)
n=90.

A Figura 6 demonstra a relacdo entre a super esgweda p16“ e a SLD. Podemos
notar que existe uma relacdo estatisticamente fisigiva entre estas variaveis. A super
expressdo da pl6® traria um risco de 10,01 vezes aquele das pasiesti® este fator para a
recorréncia (HR:10,01; valor de p=0,004). Quandutrotado para a interacdo com os grupos de
lesdo cervical (calculo de regressdo de Cox), Bst® cai para 4,83, mas ndo demonstra

significancia estatistica (valor de p=0,14) (Tab®la
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Figura 6 — Sobrevida livre de doenca das pacientesm super expresséo de p16* presente e ausente (método
de Kaplan-Meier) n=57.
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Tabela 7 — Sobrevida livre de doenca

N Recorréncia _ Sobrevida livre de doenca (%) HR p HR* p*
6 12 18 24 30 36 48 60
meses  meses  Meses  Meses  Mmeses  meses  meses  Mmeses

Grupos
Lesdo in 49  8(16,3%) 97,9 93,8 87,7 83,7 83,7 83,7 83,7 83,7 Referéncia
situ

Lesédo 41 17(41,4%) 878 85,3 78,0 68,2 658 63,4 58,5 58,5 28(1,33a 0,008
invasora 6,75)
Super
expressédo
de p16INK4a
Ausente 19 1(5,2%) 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 Referéncia
Presente 38 18(47,3%) 921 89,4 81,5 65,7 65,7 65,7 62,7 62,7 10,01(1,55 0,004 4,83 0,14
all) (0,57
a
40,52)

HR = hazard ratio

HR* = hazard ratio ajustado (controlado para irg@cacom os grupos)
P =valorde p

P* = valor de p ajustado (controlado para interaigga oS grupos)

A Figura 7 ilustra a SLD de acordo com o estadidmelo carcinoma cervical. Nesta
figura podemos observar o prognéstico mais reserdas pacientes com estadio avancado da

doenca.
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g Q0% H‘“r N
0 —i R
e T ) ) -
T 80% e : = : :
@ N
= \\\
S 0% =———=  Estadiamento
— |
- 50%, ] FIGO
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® " ——Ilaou llb
- 0,
0 o —=—1llaou llb
o 20% . . . _ .
2
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o
0% T T I , . . : |
6 12 18 24 30 36 48 30
Seguimento (meses)

Figura 7 — Sobrevida livre de doenga de acordo comestadiamento do cancer cervical (método de Kaplan
Meier) n=90.
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A Tabela 8 traz a analise univariada de Kaplan-Me@a SLD de acordo com o
estadiamento clinico. Assim, observamos uma difersignificativa na SLD entre os estadios Il
(Ia ou llIb) e 0. Porém, apesar de apresentar temdéncia ao aumento do risco de recorréncia
entre os estadios iniciais e o estadio 0, estaedif@ ndo foi significativa (valor de p=0,2 para os
estadios la ou Ib e valor de p=0,9 para os estdldiasu IIb). Na andlise de regressao de Cox, a
relacdo entre fator de exposicdo e de confusdoéaibi controlada pela inclusédo de interacao

6NK4an

dos termos “expressao (é e “estadio clinico pela FIGO” no modelo. Esta ls®nos
possibilitou identificar a presenca marcante de associacdo entre estadiamento e SLD (valor
de p=0,001), independente da expressiuléd“. Foi também identificado um risco de 3,9 para
a recorréncia entre as pacientes com super exprdapd 6"“, independente do estadio clinico,

porém, sem significancia estatistica (valor de p&),

Tabela 8 — Sobrevida livre de doenca — influénciaodestadiamento e da expresséao da

plGNMa
n Recorréncia _ Sobrevida livre de doenca (%) HR p HR* p*
6 12 18 24 30 36 48 60
meses  meses  Meses  Meses  meses  Mmeses  Meses  meses
Estadio
FIGO
0 49  8(16,3%) 97,9 93,8 87,7 83,7 83,7 83,7 83,7 83,7 Referéncia
laoulb 19 6(31,5%) 94,7 94,7 89,4 89,4 84,2 789 68,5 68,5 19(066a 0,2
7,03)
lla ou llb 11 2(18,1%) 100 100 100 818 818 818 818 818 1,0(021a 09
542)
Maoulllb 11 9(81,8%) 63,6 54,5 36,3 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2 8,1(13,79  <0,0001 22 0,001
a284,74) (1,37
a
3,62)
Super
expressédo
de p16INK4a
Ausente 19 1(5,2%) 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 94,6 Referéncia
Presente 38 18(47,3%) 921 89,4 81,5 65,7 65,7 65,7 62,7 62,7 10,01(1,55 0,004 39 0,20
al111) (0,47
a
32,09)

HR = hazard ratio

HR* = hazard ratio ajustado (controlado para ing&eeestadiamento FIGO / 316)
P =valorde p

P* = valor de p ajustado (controlado para interastadiamento FIGO / p16%)

Se considerarmos apenas as pacientes no quabg$sivpl pesquisar a expressao da
p16™*, estaremos trabalhando com um grupo de 57 mulhdistsbuido da seguinte maneira:
grupo com lesamn situ com 24 pacientes e grupos com lesao invasora Gopadentes. Visto
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gue se trata de um grupo homogéneo, pareado pEdas/@is variaveis de risco e, portanto, sem
os provaveis fatores de confusdo, poderemos faaedlese que segue.

Vinte e duas pacientes do grupo com leséo inasiigiram o desfecho SLD no periodo
do estudo. 68,1% destas pacientes ndo apresentayzn expressdo da Pf6. Das pacientes
com lesdo invasora, apenas 16 atingiram este dhesfeatras 17 evoluiram com recorréncia e/ou

morte. 94,1% destas Ultimas apresentaram supezssgw da p16* (Figura 8).

n 35

20

25

20

15 ~

m Recorréncia/morte

W Sobrevida livie de doenga

3]
|

lesdoin situ lesdo invasora

Grupos com carcinoma cervical

Figura 8 — Grupos com carcinoma cervical (lesdim situ e lesdo invasora) X sobrevida livre de doencga

Em 94,7% (18/19) das pacientes que apresentaramppdgnostico (recorréncia) foi
demonstrado super expressdo da"pPil6Entre as pacientes com SLD, este percentual doi d
52,3% (20/38). Como fator prognéstico determinataeSLD, ao considerarmos todo o grupo de
pacientes, a expressao da'PJfedemonstra alto valor preditivo negativo (94,7%gasibilidade
(94,7%), mas baixa especificidade (47,4%) e valeditivo positivo (47,4%) (Tabela 9).



Tabela 9 — Super expressio da p16* como preditor da sobrevida livre de doenca
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Grupo Evolucaao Total Analise univariada
Recorréncie SLD
Carcinoma invasor (n=33 o
p16NK4a Sensibilidade94,1%
~ Especificidade18,8%
Com super expressao 16 13 29 VPP 55.2%
sem super expressao 1 3 4 VPN 75%
Carcinomain situ (n=24) o
p16NK4a Sensibilidade100%
~ Especificidade68,2%
com super expresséo 2 7 9 VPP 22 204
sem super expressao 0 15 15 VPN 100%
Total (n=57) I
p16NK4a Sensibilidade94,7%
~ Especificidade47,7%
Com super expressao 18 20 38 VPP 47 7%
sem super expressao 1 18 19 VPN 94,7%

SLD = sobrevida livre de doenca
VPP = Valor preditivo positivo
VPN = Valor preditivo negativo
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6 DISCUSSAO

O diagnéstico de carcinonmia situ traduz um risco significativo de leséo invasivane
tratado, sendo que a proporcao de casos propemsogr@ssao ao cancer cervical aumenta com
a duracdo do seguimento. Varios autores investiyagste risco de desenvolver cancer,

encontrando valores entre 12% a 71% de progressso

A média de idade para o diagndstico do cancer lbeuterino é apontada como 47 afios
Entretanto, nos ultimos anos tem ocorrido o diatitdslesta doengca em pacientes mais jovens.
Em 2007, 59% dos casos de cancer cervical registnaol estado do Rio Grande do Sul eram de
mulheres com menos de 39 anos

Alguns autores relatam que a média de idade ddsmpes com lesbes cervicais pré-
malignas é entre 10 e 15 anos inferior & médialaeei das pacientes com caf¢ero tempo de
evolucdo das lesbes pré-malignas seria, desta fdatma determinante na transformacdo das
lesbes cervicais displasicas em cancer. Na histdataral das lesdes malignas cervicais
precisariamos mais de uma década para o deseneokdrdo cancer a partir de uma lesao pré-
neopléasica.

A identificacdo, cada vez mais frequente, de paesejovens com cancer de colo uterino
nos faz pensar que a evolucdo desta doenca € detdepor fatores diversos do préprio tempo.
Portanto, precisamos ficar atentos a mudanca dpadamento biolégico do céancer de colo
uterino. Neste estudo identificamos uma média ddddsimilar entre as pacientes com lgséo
situ (39 anos) e as com lesédo invasora (43,3 ano®r(@alp=0,054). Este pareamento etario visa
diminuir a influéncia temporal como fator de comdfosno estudo da transformacédo de um
carcinomain situ a invasor. Também identificamos similaridade nois drupos em relagéo a
uma seérie de variaveis sociais, demogréficas esde para o cancer cervical (Tabela 3 e 3a).

Os HPVs de alto risco estéo criticamente envolvaoa a carcinogénese cervical, apesar
de a grande maioria das infeccdes ser transitéoia, a eliminacdo do virus em um periodo
inferior a 12 mesé¥’. O HPV ¢ dito fator fundamental, mas n&o Gnicoamadesenvolvimento
do céancer cervical. Assim, é necessario que outtimes ou condicbes de risco estejam
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presentes para a carcinogénese. Estudos epidemagogpontam os seguintes fatores como
importantes para o desenvolvimento do cancer quasslociados a presenca do HPV: idade do
inicio da atividade sexual, paridade, nUumero degias sexuais, promiscuidade, tabagismo,
nivel sécio-econdmico, fatores imunoldgicos e dasrsgxualmente transmissivers:

A andlise molecular que simplesmente indica a pgselo HPV possui baixo valor
preditivo positivo na evolucao das lesdes pré-makgcervicais, pois a integracao do DNA viral
na célula hospedeira, que € necessaria para ovidégerento do cancer, ocorre apenas em
algumas células infectadas. Isto explicaria porgueaioria das infec¢cdes por HPV apresenta

remissdo espontanea, especialmente em mulheregovenis™.

Na procura por fatores de risco associados ao H&guns estudos buscaram
caracteristicas da relacdo do hospedeiro, a paciem o virus. Diversos trabalhos analisaram o
polimorfismo do codon 72 do gefi®53 em relacdo a hipotese de que pacientes homozigotas
para a variante alélica que codifica arginina (Arg/p53) teriam um risco aumentado de cancer
cervical associado ao HPV. Os resultados nestegordm bastante controversos na litergtura
Contudo, alguns autores apontam um risco de 3,8 &ezes para o desenvolvimento de cancer

28,29,30,31,32,33,63

cervical associado ao HPV entre as pacientes AgypaB°

Apesar desta gama de variaveis de risco assocgdaancer cervical, o fator decisivo,
preditor da transformacédo do carcinomasitu em invasor ainda ndo esta estabelecido. Neste
trabalho avaliamos dois grupos de pacientes cogincana cervical bastante homogéneos em
relacdo aos possiveis fatores e condicbes dedascimenca, como ressaltado nas Tabelas 3 e 3a
onde ndo ha diferenca estatisticamente signifigagivre tais variaveis. Desta forma, possuimos
dois grupos diferentes apenas no risco de invaadmembrana basal por células displéasicas
cervicais. Na busca do fator responsavel por astsiio investigamos a expressédo dd'[j16

Biomarcadores sao indicadores mensuraveis da e€&uosi status de susceptibilidade ou
doenca, muito utilizados no entendimento da prefesao cancé&® O uso de marcadores
moleculares como ferramenta de rastreamento ndopetocervical tem sido acessado na
literatura recente. A necessidade de marcadores igantificar células que estdo ndo apenas
infectadas por HPV, mas que provavelmente trarseocom transformagdo maligna mediada

pela atividade viral € premente.
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A expressdo da pl6® ja foi utilizada como marcador diagndstico e praxiito das
lesbes pré-malignas e malignas cervicais, com tezig discordantes, em alguns

67,68,69,70,71,72

estudo® Também ja foi associada com o diagnostico decgédie por HPVs de alto
risco e com a atividade oncogénica déste€ontudo, este é o primeiro estudo a investigar a
expressdo da pi6* como preditor da invasdo da membrana basal pélatas displasicas
cervicais. As doencas neoplasicas sao produtolietag@es dos controles de proliferacéo e
sobrevivéncia celular, caracterizando-se por uroalgsole do crescimento celular. O cancer é o
resultado de uma série de alteragbes em difereméesinismos do controle do ciclo celular,

tornando as células imortais e impedindo o proceesmal de senescéncia.

As oncoproteinas E6 e E7 dos HPVs de alto riscaesjmnsaveis pela imortalizacdo das
células. A E6 se liga e sinaliza a degradacgéo dizipia p53, que € ativada quando ha danos no
DNA e induz a apoptose. A proteina E7 se liga a,piRle controla a proliferagdo celular,
tornando-a inativa

A p16™* é uma proteina que esta envolvida no controlerdifgracéo celular por ser
inibidora dos complexos ciclina — cinase dependéeteiclina (CDK). Os complexos ciclina
/CDK4 ou 6 sado responsaveis por fosforilar a pRé lgua a progressao do ciclo celular de G1
para S. Sendo assim, a PT6 ¢ considerada um supressor tumoral pois tem eacickmoe de
inibir a proliferacdo celular. As altera¢des narespdo da p16*™ em presenca das oncoproteinas
virais do HPV estédo relacionadas com o desenvohtionele cancer cervical, refletindo um
desequilibrio nos processos de controle do cidldaree senescéndid’

Neste estudo a expresséo da'Pidoi identificada em 91,7% das lesG@ssitu e em
100% das les@es invasoras (Tabela 4). Estudostescembém identificaram altas taxas, entre
80% e 92%, de expresséao da'Jfem lesbes pré-malignas cervicais de alto grau (NeCNIC
)%™ Murphy e colaboradores encontraram super exmessd pl6“* em 61% dos
carcinomas cervicaisn situ (28/46 casos) e em 100% das lesdes invasorasO(1@4os),
demonstrando ser este fator um marcador da diaptagilar cervical, com uma sensibilidade de
99,9% e especificidade de 100%Jm estudo italiano demonstrou ser a super exjpoeds
p16™“* um fator de risco para a NIC Il e/ou cancer de cterino, com um OR de 4,07. Porém,
os estudos ndo trazem o risco de leséo invasadaidy a uma paciente com carcinomaitu e
super expressdo da piB, além de identificarem diferenca significativarenas idades das

pacientes com lesdes pré-malignas e malignas egs¥it”™
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Ao parearmos 0s grupos com lesdo cervicakitu e invasora, isolamos fatores de
confusdo importantes como o tempo (idade), a iae@pr HPV, o tabagismo, o polimorfismo
do codon 72 do genBP53, multiplos parceiros sexuais e variagbes demaggfideterminamos
entdo uma associacao significativa entre a presgmsaper expressio da f6e o carcinoma
invasor. Uma paciente com les&o cervioaditu e super expressdo da pI6teria 12,08 vezes o
risco de apresentar invasdo da membrana basakpdas displasicas quando comparada com
aquela sem a super expressao dd P16<¢:13,68; p=0,0002; OR:12,08).

Estudos prévios ja demonstraram um aumento deessgo da p16™ associado ao
aumento do grau das lesGes pré-malignas e maligaascais, sugerindo um aumento nha
desordem do ciclo celular causado pelo HPV"! Ao analisarmos nosso grupo de pacientes,
encontramos 54% classificadas como estadio 0 d& F2&% como estadio I, 12% como estadio
Il e 12% como estadio Il (Figura 4). Nossos dadpentam naquela mesma direcdo, quanto
maior o estadiamento do cancer cervical, maioregii@ncia da super expressdo da"pl6
(Tabela 6).

Em relacdo a evolucdo da doenca, apontamos 16,8%ad&entes do grupo com leséo
situ com recorréncia, enquanto que no grupo com lesé@sora este percentual foi de 41,4%. A
invasdo da membrana basal por células displasitapd com lesao invasora) apresentou risco
de recorréncia 2,8 vezes aquele do grupo com lessitu (p=0,008). Estes dados confirmam os
encontrados na literatura em relacéo aos fatooggpsticos no cancer cervical

Também chama atengdo a relagdo estatisticameméicsitiva (X:18,38; p=0,0003)
presente entre a graduacdo da propria expresgabetfd com os grupos de paciente com leséo
in situ e invasora. O grupo com leséo invasora concentnaior percentual de super expressao
da p16"* (87,9%),enquanto que o grupo coin situ apresenta todas as possibilidades de
expressdo da p16™ 8,3% negativas, 25% positivas +, 29,1% positivase 37,6% com super
expressdo (Tabela 4). A super expressdo dd“Plém sido associada com o HPV e
inversamente correlacionada com a funcdo da pRlfatdoea proteina E7 do HPV é responséavel
pelo aumento nos niveis de P'1% que refletiriam um descontrole do ciclo celifAr

Existem discrepancias em estudos iniciais no alogndstico e preditivo da expressao
da p16“* e pRb. Para varios investigadores a super exgredsi16 estaria associada com
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progndstico mais reservadd Entretanto, outros tém demonstrado que a baipaessdo da
p16"“** & um indicador de pior prognostitt

Para Bahnassy e colaboradores, as alteracGespnesso da pf6™* sdo consideradas
eventos precoces na carcinogénese do colo utefiegies imunohistoquimicos para P16
poderiam auxiliar no diagnéstico precoce do cameevical. Porém, a pf6* ndo seria um dos
fatores envolvidos no prognéstico do cancer celvica

Em um estudo sobre o papel da 'B¥f6na histéria natural das lesbes pré-malignas
cervicais, Hariri & Oster encontraram apenas 1 clesprogressao entre 26/91 casos com NIC |
negativos para pi6“. Estes autores enfatizaram as lesbes pré-maligaabaixo grau e
demonstraram um valor preditivo negativo de 96%a @aexpressio da g6 em predizer a
evolucéo da NIC™.

Guedes e colaboradores apresentaram um traballre solexpressido da pi6 na
evolugdo de 45 pacientes com neoplasia intraegitée grau Il que se mantiveram em
acompanhamento, sem tratamento cirdrgico, no perdedum ano (média de 6,8 meses). Para
estes autores, ndo existe associacao significatira a p16““ e a evolucéo das NIC

Branca e colaboradores, em seu estudo sobre maesaholeculares no cancer cervical,
avaliaram 13 biomarcadores em relacdo a prognostmmesenca de HPV. A super expresséo da
p16"“ esteve associada com um melhor prognéstico nasnpes com cancer (OR=2,17),
achado que foi de encontro a outro que demonstitoud relacdo entre p16* e a presenca de
HPV de alto risco (OR=4,9) Assim como Branca e colaboradores, Nam e coldboea
também demonstraram um valor menor na expressjul@associado com a recorréicia
Estes achados s&o contrarios a outros estudospguéam o aumento da expressdo da' Ppl6
como fator determinante de progndstico reser&dd valor prognodstico da expressdo da
p16"“ nas lesdes pré-malignas e no carcinoma de caimait@inda ndo esta bem estabelecido.

Alguns autores tém sugerido que a falha no tratéongas lesGes precursoras do cancer
cervical e as taxas de recorréncia estao intimanehcionadas com a persisténcia de infeccao
por HPVs de alto risé8”™. Por isso, a super expressdo da"pi6agindo como marcador da
atividade oncogénica do HPV, poderia ser utilizeol@o preditor da sobrevida livre de doenca /
recorréncia do carcinomasitu e extrapolada para as lesdes invasoras.
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No presente estudo, 94,7% (18/19) das pacientesaftesentaram pior prognostico
foram classificadas com super expressdo dd'ff1&ntre as pacientes com SLD este percentual
foi de 52,3% (20/38) (p=0,004). Como fator prograastieterminante da SLD, ao considerarmos
todo o grupo de pacientes, a expressdo dd“filéemonstra alto valor preditivo negativo
(94,7%) e sensibilidade (94,7%), mas baixa espatdide (47,4%) e valor preditivo positivo
(47,4%) (Tabela 9).

A andlise univariada (Kaplan-Meier) da presenca stper expressdo da pi6
evidenciou um risco de 10,01 para a recorréncipardo de até 60 meses na nossa amostra
(HR:10,01; p=0,004). Este risco diminui para 4,8338 quando ajustamos, na analise
multivariada (regressdo de Cox), o HR para os grupopara o estadiamento clinico,
respectivamente. Contudo, estas associacfes ararggm significancia estatistica (p=0,14 e
p=0,20, respectivamente). Neste modelo de analigiévariada, assim como sugerido por outros
autore®™, apenas a invasdo da membrana basal (grupos eépifesitu x com les&o invasora)

e o estadiamento clinico se mostraram como fatpregitivos independentes de recorréncia
(p=0,008 e p=0,004, respectivamente).

Podemos concluir que existe uma associacdo éstatiente significativa entre a
presenca de super expressdo dd'[1é a invasdo da membrana basal por células disptasi
Este fator, provavelmente, é determinante na ditéagdo de lesdim situ a invasora cervical. A
super expressdo da pi6 possui alta sensibilidade e VPN na identificacaaetorréncia das
lesGes cervicais. Contudo, ndo demonstrou relaggdfisativa, na analise multivariada, com o
prognéstico das lesdes cervicais, mas sim assaciigéta e proporcional com o estadiamento
clinico. Desta forma, corroboramos o achado anteté fator importante e ponto critico na

transformacédo de carcinorrasitu a invasor da cérvice uterina.

Baseados nestes achados é dedutivel que a iragiigla expressdo da fT6tornara
mais facil o entendimento da carcinogénese do adkrino, possibilitando o controle
diferenciado das lesdes precursoras do cancercakn determinacéo da expressédo da'pi6
vird como auxilio na decisdo das condutas clinicage as pacientes com lesdes pré-malignas
cervicais. Assim, poderemos optar por condutas nmiservadoras quando na auséncia de super
expressdo da pi6® e sermos mais intervencionistas quando na presdagaela super
expressao.
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7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados do presente estudo perchiggarmos as seguintes conclusoes:

1 - As neoplasias cervicdissitu demonstram toda a gama de possibilidades de s&ares
da p16"*“, desde a negatividade (8,3%) até a super expré3g&80).

2 - Nas les6es invasoras nenhuma foi negativa gareessdo da p16® ou apresentou
baixa expresséo, sendo que a maioria apresenteu sypressao (87,9%) e o restante (12,1%)

expressao ++.

3 - Existe uma associagdo estatisticamente sigtiifa entre a super expressio dd'p16
e a neoplasia cervical situ e invasora (p=0,0002).

4 - A super expressdo da P16 possui alta sensibilidade e VPN na identificacéo d
recorréncia das lesdes cervicais.

5 - A super expressdo da pi6 ndo demonstrou relacdo significativa, na analise
multivariada, com o prognaéstico das lesdes cerwicai

6 - A super expressdo da P16 mostrou associacido direta e proporcional com o

estadiamento clinico.

7 - A super expressdo da P16 confere 12,08 vezes o risco de uma paciente cséo le
cervicalin situ apresentar invasao da membrana basal por célsfalasicas quando comparada
com aquela sem a super expressio dd“B1&*13,68; p=0,0002; OR:12,08).
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1

Versado do trabalho em inglés e documentacdo de eémpara publicacdo em revista
cientifica QUALIS A internacional.
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Abstract

To investigate the expression of P16 in cervical carcinoma and its relation to the
transition of carcinomén situ to invasive carcinoma, and its role in recurreofceervical lesions
as well, a series of 90 patients with cervical icemma (49 within situ lesion and41 with
invasive lesion) were selected from July 2001 aegt&nber 2002. Groups wiin situ and
invasive lesions were paired for a series of rigkables for cervical cancer and followed up for
60 months. The follow-up visits occurred every énthg in the first three years and annually up
to the fifth year. It was observed that 87.9% oé ghatients with invasive lesion showed
overexpression of p1%6*, in comparison with 37.6% of those withsitu lesion &’ 13.68; 2 df;
p= 0.0002; OR: 12.08), demonstrating overexpressf@i6"“* as a risk of invasion of the basal
layer by dysplastic cells. We also observed andiaon between overexpression of fT6and
staging of cancerX(: 18.38; 6 df; p= 0.0003). A prospective analysidien controlled for
interaction with cervical lesion groups (by Cox neggion), demonstrated a risk of recurrence of
4.83 times attributed to overexpression of §¥6albeit not statistically significant (p= 0.14).

Key words: expression of p16*® cervical carcinoma, recurrence, risk factor,

immunohistochemistry.
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Introduction

Natural history of cervical intraepithelial neop&®gCIN) has three possible outcomes:
regression, persistence or progression. About 60traepithelial neoplasias of grade 1 (CIN 1)
regress, 30% persist, 10% progress to CIN 3 angrifgress to cancer. The possible outcomes
corresponding to CIN 2 are 40%, 40%, 20% and 5%paetively. The rate of regression for CIN

3 or carcinoman situ is 33% and of progression to invasion is over 1@%tor, 1993).

Despite knowing that the progression to cerviatocer starting with aimn situ lesion
should be time-dependent, the search for markerghisf progression is important for the
understanding of the dynamics of all pre-maligredtérations. Considering the low age range in
which cervical alterations are most prevalent, pedignant knowledge of the risk of progression
for each patient could provide a platform for manggthese cervical alterations in the most

conservative manner.

Various markers capable of predicting the outcafmgrecursor lesions of cervical cancer
have been studied during the last years (Syrja2@d5; Moreno et al., 1995). One of the most
promising candidates is tumor suppressor prote@l lwhich shows overexpression in pre-
malignant and malignant cervical lesions (Lambeérale 2006). This probably occurs due to a
persistent infection by human papillomavirus ofthigsk (hr-HPV), such as HPV16 and 18, in
the uterine cervix. Hr-HPV are essential factordhe carcinogenesis of the uterine cervix. In
fact, HPV DNA has been greatly identified in a esrof cervical carcinomas and pre-malignant
lesions (Nakagawa et al., 2002). Hr-HPV infect aalepithelial cells, and their oncoproteins
E6 and E7 bind to and inactivate host proteins tiegulate the cell cycle, p53 and pRb,

respectively.
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Tumor suppressor protein p53 has three main fumgticontrol of cell cycle, activation of
DNA repair and regulation of apoptosis. p53 astshe “guardian of the genome,” and in the
event of extensive DNA damage, induces repair opegsis, preventing the proliferation of cells
with genetic mutations. The inactivation of p53thg action of protein E6 of hr-HPV results in
an effect similar to that of mutations of thEB53 gene, with respect to the function of p53 (Lu

and Feki, 2006).

The TP53 gene which codes p53 protein, shows a polymorphismodon 72 which
determines the expression of an arginine (Arg)rofime (Pro). Despite the two allele variants
being equivalent from a functional perspective, intgrfering with the activity of the protein, it
has been suggested that patients homozygous for(Ang/Arg p53) have a greater risk of
developing cervical cancer associated with HPV (d&ktewki et al., 1987; Storey et al., 1998;
Van Duin et al., 2000; Zehbe et al., 2001). Howewtudies have not found evidence of a
correlation between polymorphism in codon 72 of 153 gene andrisk for HPV-positive

cervical cancer (Sousa et al., 2007; Nishikawa.e2@00; Madeleine et al., 2000)

The inactivation of pRb has an impact on the regnaof genes involved in the control
of the progression of the cell cycle, allowing ttedl to progress to S phase, bypassing the G1/S
checkpoint, even under conditions where this passdguld be blocked (Sano et al., 1998).
p16™“ inhibits the cyclin-dependent kinases that caume ghosphorylation and consequent
inactivation of pRb associated with G1/S progreassian inverse relation has been reported

between the presence of functional pRb and oveessfon of p16““(Sakaguchi et al., 1996).

In uterine carcinoma, prognostic factors such ascal staging, lymph node metastases
and parametrial involvement are already well knofido et al., 2004; Ikuta et al., 2005).

However, the critical point at which transition@drcinomain situ to invasive carcinoma occurs
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is still not clearly established. In this study, imgestigated the relation between the expression
of p16™** and cervical carcinoman situ and invasive carcinoma, and followed-up on the

development of these nosological entities, relaiting expression of p16™.
Material and methods:

A series of 90 patients treated in the Pelvic CogplOutpatient Clinic of the Gynecology
Service of Hospital S&o Lucas of PUCRS, in whonelpascopic examination and biopsy of the
uterine cervix detected a carcinoma, were selefdedhis prospective study. The following
procedures were conducted in all patients, aftey thigned an informed consent form: an
anamnesis, gynecologic examination, colposcopyedobn of ecto- and endocervical material
for cytology, study of HPV DNA and of polymorphisim codon 72 ofTP53 by polymerase
chain reaction, besides biopsy of the uterine gefioi histological diagnosis and determination

of expression of protein p16°.

Recruitment occurred in the period of July 20065&ptember 2002. The follow-up visits
were made every 6 months in the first three yeadsaamnually up to the fifth year. The patients
were followed up for 60 months (mean of 54.9 montf$e visits consisted of a gynecologic
examination, cervical cytopathology, colposcopy aerrical biopsy with evidence of a recurrent

lesion or progression of disease.

All patients received standard treatment recommeridlieeach stage of the International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) @k et al., 2000): 67 (74.5%) only surgery,
4 (4.5%) surgery and radiotherapy, 12 (13.3%) théi@apy and chemotherapy, and 7 (7.7%)
surgery with radiotherapy and chemotherapy. Nonedhef patients were submitted to only

surgical treatment showed compromised surgical msrglinical staging of cervical carcinoma
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was determined by the FIGO classification. Theefd9 (54%) patients were found in stage O
(carcinoman situ), 19 (21%) in stage | (1 1A and 18 IB), 11 (12%)stage Il (4 1IA and 7 1IB)

and 11 (12%) in stage Il (2 IlIA and 9 11IB).

Based on histological diagnosis, patients weresdlad into two groups: those witim
situ cervical lesion and those with invasive cerviedion. Patients were excluded in cases of
having prior treatment for intraepithelial neop#asir cervical cancer and those who undergone
previous radiotherapeutic treatment in the pel@gion. Mean age of patients was 41 years
(ranging from 21 to 75 years); for those with caothain situ mean age was 39 years while for
those with cervical invasion by malignant cells Wi&s3 years. Eleven patients of the group with
invasive lesion died in the follow-up period asesult of their disease. There was no death

among patients of the group withsitu lesion.

HPV DNA

Endo- and ectocervical cells for determination afman papillomavirus DNA by
polymerase chain reaction (PCR) were collected wittytobrush. This material was suspended
in 10 ml of TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5; 1mEDTA), and stored at -20 until DNA
extraction. Specimens for human papillomavirus DBgsay were thawed and centrifuged at
5200 rpm, under refrigeration, and the pellet wesuspended in 500ul of TE. An aliquot of
100ul was treated with 100ul of proteinase K/TE{200 pg/ml of Gibco proteinase K
“DNase/RNase free,” 2% Tween 20, 1 mM EDTA, 50 mKsIHCI, pH 8.5) and incubated
overnight at 37TC. After inactivation at 94C for 10 min, samples were deproteinized and stored
at -20C until PCR analysis.

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

consensus primers: My09 (5’ .. CGT TCAA"/, GGA"/.,AC TGA TC .. 3) and My11l (5 ..
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GC'/. CAG GG/, CAT AA®/_ AAT GG .. 3') complementary to the region L1 ofethviral
genome. Amplification conditions were: “@5for 5 min; 40 cycles of 98 for 1 min, 55C for 1
min, 72C for 1 min; 72C for 10 min. All positive specimens were typed ft#V 16, 18, 31 and
33, using type-specific primers complementary tor&gion of the viral genome. Amplification
conditions and primers used were based on methesisrided by Cuzick et al (Cuzick et al.,
1994). PCR products were analysed by 2% agaroselemtophoresis in TAE buffer, containing
1 pg/mL of ethidium bromide, and observed underligkt.

The patients positive for any of the HPV types dbésd above (HPV 16, 18, 31 or 33)
were classified as positive for high risk HPV (HRW). Patients positive for more than one type

of HPV were classified as “having multiple infect®oby HPV.”
p53 polymorphism

Determination of Arg/Pro polymorphism was carriadt by PCR with the primers 72S
(5.... TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA ... 3) ant?A (5'... TCT GGG AAG GGA
CAG AAG ATG AC ... 3). Patients homozygous for thléele variant arginine at position 72 of
the TP53 gene were characterized as having genotype ArgdB8j while those homozygous for
the allele variant proline at position 72 of tMB53 gene were termed Pro/Pro p53 and the

heterozygotes, Arg/Pro p53 (Ara et al., 1990).
Studies on p16**

Paraffin embedded samples were submitted to immstoahemical analysis utilizing a
specific primary antibody for p16®. As some paraffin embedded blocks from studyepési
were not located or inadequate for immunohistocbehanalysis (probably due to storage age or

not appropriate embedding technique), Y¥ammunohistochemical analysis was performed in



55

57 specimens. Paraffin blocks were cut and secfizad to slides prepared with poly-L-lysine.
The sections were treated sequentially with xyddisolute ethanol, 90% ethanol, 80% ethanol,
70% ethanol and distilled water for deparaffiniaati Endogenous peroxidase was blocked by
treating the sample with 3% hydrogen peroxide forniin. Slides were incubated for an hour
with anti-p16 monoclonal antibody (Novocastra Lattories, Ltd.) followed by treatement with
biotin-labeled secondary antibody (Novostain ursaérdetection kit, Novocastra Laboratories.
Ltd.) for 10 min and streptavidin-peroxidase forotlier 10 min. Afterward, the substrate
diaminobenzidine (DAB) was added, and slides wearenterstained with hematoxylin (slide

immersed for 15 s).

Slides were analyzed with a light microscope amdsified as negative if no staining was
observed; (+), if less than 5% of cells were st@jr{e+), if 5 to 50% of cells were stained, and
(+++), if more than 50% of cells were stained. Btatistical analyses, samples with (+++) for
p16"“* expression were reffered as “overexpression ptésammd all other classifications as

“overexpression absent”.

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

Pontiificia Universidade Catélica do Rio GrandeSid.
Statistical analysis

Odds ratio (OR) with a 95% confidence intervalY®&l) was calculated to examine the
strength and precision of the association betweeneapression of p16™ and risk of invasion
of the basal layer of the cervical epithelium bysplastic cells. The chi-squared teXf) (was
used to examine the differences in the proportafnssk factors for cervical cancer. Univariate

anaysis of disease-free survival and recurrencllow-up was based on the Kaplan-Meier
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method, using the log-rank test for comparing tlheugs. Multivariate analysis (to control
confounding factors of the sample) was performedcalgulation of Cox’s regression (Cox’s

proportional hazards model).

Results:

A series of clinical and molecular risk factors éarvical cancer, such as age, skin color,
number of sexual partners, use of oral contraceptage at menarche, age at first sexual
intercourse, pregnancies, deliveries, age at fitskdbirth, smoking, school education level,
marital status, regular sex partner, presence gif sk HPV DNA (HPV 16, 18, 31 and 33),
multiple infections by HPV and polymorphism in codd2 of TP53 gene, were investigated in
the groups within situ lesion and invasive lesion. As observed in Tabledne of these risk
factors showed a significant difference between gineups, demonstrating a homogeneous

distribution (paring) of such factors in the patgewithin situ lesionand invasive lesion.

Among the patients wit situ cervical lesion, we observed the following chagastic
of the expression of pl6: 2 patients were negaweere (+) for expression, 7 were (++) and 9
were (+++). In the group with invasive lesion, 4tigats showed (++) and 29 patients (+++)

expression of p16x: 18.38; 3 degrees of freedom (df); p= 0.0003) (@ &).

When analyzing both groups of patients regardih@"j* expression as a dichotomized
variable, the majority of the group with invasiwsion (29/33 patients) showed overexpression,
in contrast to the group witn situ lesion where most of the patients (15/24) did pr@sent
overexpression of pf6“. This association was statistically significai:(13.68; 2 df; p=

0.0002) with an odds ratio (OR) of 12.08 (2.74<OR43) (Table 3).
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In Table 4, we can identify an association betwgk®"“* overexpression and staging of
cervical cancerX:18,69; 6 df; p=0.0047), i.e., the higher the siggithe greater the frequency
of overexpression of pf6“. Table 5 shows that there was also an associbtitween invasion
of the basal layer of the uterine cervix by tumetlsc and the recurrence index. Univariate
analysis (Kaplan-Meier) of recurrence demonstragedignificant difference in disease-free
survival (DFS) between the grougs 6itu lesion and invasive lesion) as well as between DFS
and overexpression of pl%. A patient with invasive lesion showed 2.8 timég tisk of
recurrence than one witim situ lesion. Patients with overexpression of Ji6had a risk of
recurrence 10.01 times than those without thiofa@iR: 10.01; p= 0.004). When controlled for
interaction with the groups with cervical lesiorofCs regression), this risk falls to 4.83, but does

not demonstrate statistical significance (p= 0(T4ble 5).

Table 6 presents the Kaplan-Meier univariate asaje DFS according to clinical
staging. We observed a significant difference inSDbetween stages Il (llla or llIb) and O.
However, despite showing a tendency of increadsigaf recurrence between initial stages and
stage 0, this difference was not significant (p.2 for stages la or Ib and p=0.9 for stages lla or
IIb). In the anaysis of Cox’s regression, the ietatbetween exposure factor and confounding
factor was also controlled by inclusion of the iatgion of the terms “expression @é6"*”
and “clinical stage according to FIGO” in the madghis analysis allowed us to detect a strong
association between staging and DFS (p=0.001)peitent 0p16™** expression A risk of 3.1

times for a recurrence among patients with oversgion ofp16™** was revealed, independent

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



Tables

Table 1 — Risk variable x Group

Group (Cervical carcinoma)
Lesion, in situ  Lesion, invasive

Risk variable (n:49) (n:41) p value
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 35 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 59.2% 65.9% 0.111
primary education,

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




Table 2 — Group x Expression of p16“

Group Expression of p16!NK4a 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

X?:18.38

Table 3 — Group x Overexpression of p16*

Group Overexpression of p16/NK4a (+++) Total
Present Absent

Carcinoma, invasive 29 4 33

Carcinoma in situ 9 15 24

Total 38 19 57

p = 0.0002

X (Yates): 13.68
OR: 12.08 (2.74<OR<58.43)

Table 4 — Overexpression of p16* X FIGO staging

Overexpression FIGO staging Total
of p16/NKéa 0 IA 1B IIA 1B 1IA 1lIB

Present 9 6 6 1 6 2 8 38
Absent %5 0 2 1 0 0 1 19
Total 24 6 8 2 6 2 9 57

P =0.0047

X% 18.69
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Table 5 — Disease-free survival

n  Recurrence _ Disease-free survival (%) HR p HR* p*
6 12 18 24 30 36 48 60
months  months  months  months  months  months  months  months

Groups
Lesion, in situ 49 8(16.3%) 97.9 93.8 87.7 83.7 83.7 83.7 83.7 837 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 0.008

to 6.75)
Overexpression
de p16INK43
Absent 19 1(5.2%) 94.6 94.6 94.6 946 94.6 94.6 94.6 94.6 Reference
Present 38 18(47.3%) 921 89.4 81.5 65.7 65.7 65.7 62.7 62.7 10.01 0.004 483 0.14
(1.5510 (0.57
11.1) to
40.52)

HR = hazard ratio
HR* = hazard ratio adjusted (controlled for interac with the groups)
P = p value

P* = adjusted p value (controlled for interactiothathe groups)
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Table 6 — Disease-free survival— influence of stagj and p16™* expression

n Recurrence _ Disease-free survival (%) HR P HR* p*
6 12 18 24 30 36 48 60
months  months  months  months  months  months  months  months
FIGO stage
0 49  8(16.3%) 97.9 93.8 87.7 83.7 83.7 83.7 83.7 837 Reference
laorlb 19  6(31.5%) 94.7 94.7 894 894 84.2 789 68.5 68.5 1.9 (0.66 0.2
to 7.03)
llaor llb 11 2(18.1%) 100 100 100 81.8 81.8 818 818 818 1.0(0.21 0.9
t0 5.42)
llla or llib 11 9(81.8%) 63.6 545 36.3 18.2 18.2 18.2 18.2 18.2 8.1(13.79  <0.0001 22 0.001
to 284.74) (1.37
to
3.62)
Overexpression
ofp16|NK4a
Absent 19 1(5.2%) 94.6 94.6 946 94.6 94.6 94.6 94.6 946 Referencia
Present 38  18(47.3%) 921 89.4 815 65.7 65.7 65.7 62.7 62.7 10.01 0.004 39 0.20
(1.55to (0.47
11.1) to
32.09)

HR = hazard ratio
HR* = adjusted hazard ratio (controlled for intdiae FIGO staging/ p16*)
P = p value

P* = adjusted p value (controlled for interacti&hGO staging / p16™)
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Discussion

The increasing identification of young patientshagancer of the uterine cervix leads us
to speculate that the development of this disessketermined by various factors besides time
course. In this study, we found similar mean agesray patients withn situ lesion (39 years)
and those with invasive lesion (43.3 years) (p59)0 This age pairing minimized the age
influence as a confounding factor in the transitbdbicarcinoman situ to invasive carcinoma. We
also found both groups to be similar in relatioratseries of social and demographic variables
and risk factors for cervical cancer (Table 1). rEfi@re, we had two groups differing only in the
risk of invasion of basal layer by cervical dysgiasells. In the search for the responsible factor

for this invasion, we investigated the expressibpi®" .

p16"“** expression has already been proposed as a diagaast prognostic marker of
pre-malignant and malignant cervical lesions, vdtbcordant results in some studies (Eleuterio
et al., 2007; Ishikawa et al., 2006; Guedes e280;7; Carozzi et al., 2006; Yildiz et al., 2007;
Ekalaksananan et al., 2006; Braganca et al., 2007%as also been associated, albeit with
disparate results, with the diagnosis of infectipnHr-HPV and with their oncogenic activity
(Ishikawa et al., 2006; Branca et al., 2004; Samatral., 2008). However, the present study is
the first to investigate the expression of J4%6as a predictor of invasion of the basal layer by

cervical dysplastic cells.

p16"“ expression was identified in 91.7% of thesitu lesions and in 100% of the

invasive lesions (Table 2). Recent studies alsoomstrated high rates of expression of P16
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ranging from 80% to 92%, among patients with highdg pre-malignant cervical lesions
(Eleuterio et al., 2007; Branca et al., 2004). fglian study demonstrated that overexpression of
p16™“ is a risk factor for CIN3 and/or cancer of therime cervix, with an OR of 4.07 (Branca
et al., 2004). However, this latter study did nodw risk of invasive lesion attributed to a patient
with carcinoman situ and overexpression of p1&’, besides detecting a significant difference in

age among patients with pre-malignant versus maiigoervical lesions.

In pairing the groups with cervical lesion situ and invasive, we isolated important
confounding factors such as time (age), infectigrHFPV, smoking, polymorphism of codon 72
of theTP53 gene, multiple sex partners and demographic vansitand determined a significant
association between overexpression of Pf@ind invasive carcinoma. A patient with iarsitu
cervical lesion and overexpression of §16would have a 12.08 times risk of showing invasion
of the basal layer by dysplastic cells when comgaoethat without overexpression of pi%

(X13.68; p=0.0002; OR:12.08).

Previous studies have demonstrated an increatieeiexpression of p1%6* associated
with higher grade of pre-malignant and malignantical lesions, suggesting an increase in the
disruption of the cell cycle caused by HPV (Lamlegral., 2006; Ishikawa et al., 2006; Yildiz et
al., 2007; Branca et al., 2004). Our data arene lvith those findings, that is, the higher the
staging of cervical cancer, the greater the frequeri overexpression of p16® (Table 4). The
overexpression of pf6* has been associated with HPV and inversely cdeelavith the
function of pRb. In fact, protein E7 of HPV is resgible for the increased levels of pi%6

which reflect an uncontrolled cell cycle (Masumagtal., 2003).

Some authors have suggested that the lack ofrtezdtof precursor lesions of cervical

cancer and the rate of recurrence are intimatédyee to the persistence of infection by Hr-HPV
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(Costa et al., 2003; Alcadious et al., 2002). Tlowsrexpression of p16*, acting as a marker of
the oncogenic activity of HPV, could be a predictdrdisease-free survival or recurrence of
carcinomain situ and extrapolated to invasive lesions. In this wtuilde analysis of disease-free
survival is based on 79 patients who completed¥ailip, taking into consideration that there
were 11 deaths in the group with invasive lesioh.tl@ group within situ lesion, 16.3% of
patients showed recurrence, while in the group wittasive lesion this percentage was 41.4%.
The invasion of the basal membrane by dysplastis ¢group with invasive lesion) showed a
risk of recurrence 2.8 times that of the group witkitu lesion. These finding confirm data from

the literature regarding prognostic factors in aalcancer (Ho et al., 2004).

The prognostic value of p16* expression in pre-malignant lesions and in caromof

the uterine cervix is still not well established.dur study univariate anaysis (Kaplan-Meier) of
the occurrence of overexpression of Jtedemonstrated a risk of 10.01 times for a recueenc

a period of 60 months in our sample (HR:10.01; 648). This risk diminished to 4.83 and 3.9
when adjusted in multivariate analysis (Cox’s regien) for the groups and for clinical staging,
respectively. However, these associations had atisstal significance (p=0.14 and p=0.20,
respectively). In this model of multivariate anadyss suggested by other authors (Branca et al.,
2004), only clinical staging was shown to be adpting factor independent of recurrence

(p=0.004).

Based on data reported here, we can concludethkat is a statistically significant
association between overexpression of "Bt @&nd invasion of the basal layer by dysplasticscell
This factor is probably a determinant in the traasiof thein situ cervical lesion to an invasive
one. The overexpression of 316 did not show a significant relation with prognosfscervical

lesions, but rather a direct and proportional assiot with clinical staging. Therefore, this study
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corroborates earlier findings of g6 overexpression being important and a critical poirthe

transition of carcinoman situ to invasive carcinoma of the uterine cervix.
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