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1. Introducao

1.1 Epidemiologia do Cancer do Colo do Utero

Carcinoma da cérvice é a segunda neoplasia maligna entre as mulheres e a
mais comum na populacdo feminina nos paises em desenvolvimento. Na india,
aproximadamente 130.000 mulheres desenvolvem esse cancer a cada ano,
constituindo 16% da incidéncia mundial'. Segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) é a quarta causa de morte por cancer entre as mulheres no
Brasil chegando a 4.800 mortes/ano. Estima-se que mais de 18 mil novos
casos sao diagnosticados a cada ano. A maioria dos casos ocorre em células
escamosas e 0 segundo tipo mais comum é o adenocarcinoma cervical. Sua
incidéncia é de aproximadamente 20% dos canceres cervicais na América do
Norte®® e, nas Ultimas décadas, tém sido cada vez mais relatado em mulheres
jovens®. Em muitos paises ocidentais esta sendo observado um aumento na
incidéncia desta neoplasia, chegando a ocupar 25% de todos os carcinomas

cervicais”®.

1.2 Classificagéo do Adenocarcinoma do Colo Uterino

O adenocarcinoma cervical pode ser classificado em dois tipos principais:
adenocarcinoma in situ (AIS) e adenocarcinoma invasor, havendo ainda
subtipos dentro de cada classe. Nao ha diferenca biolégica descrita para os
subtipos, sendo justificaveis para auxiliar o patologista no reconhecimento da
lesdo® A classificacdo dos subtipos dos adenocarcinomas cervicais ndo é um

consenso geral, havendo diferencas entre autores.
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O adenocarcinoma in situ € caracterizado por alteragbes confinadas as
glandulas endocervicais e ao epitélio superficial. As glandulas podem
apresentar formato distorcido, bem como projecfes papilares. O epitélio pode
ser simples ou estratificado, composto por células cubdides colunares com
nicleos de volume aumentado e geralmente hipercromaticos. E comum
nucléolos proeminentes. A atividade mitética € variavel e aproximadamente
metade dos casos acompanha leses escamosas™®.

Os subtipos do adenocarcinoma in situ sdo baseados nas alteracbes

citoplasmaticas® (tabela 1).

Tabela 1: Subtipos de adenocarcinoma in situ.

Subtipo Descricao Morfoldgica

Endocervical Lembra o epitélio endocervical normal, com citoplasma abundante e
vacuolizado, frequentemente granular e palido.

Intestinal Mostra distensdo da parte apical citoplasmatica por grande quantidade
de mucina, assemelhando-se as células intestinais em anel-de-sinete.

Endometridide Similar ao adenocarcinoma de endométrio apresenta arquitetura
glandular complexa com padrdo papilar (back-to-back), ha pouca ou
nenhuma mucina.

Adenoescamoso | Composto por elementos malignos escamosos e glandulares.
Geralmente o componente escamoso é moderadamente diferenciado
com presencga de pérolas cérneas e componente glandular tipicamente
tipo endocervical.

O adenocarcinoma invasor caracteriza-se quando as alteracdes neoplasicas
invadem o estroma e permanecem em glandulas mais profundas. Os tipos mais
frequentes sdo 0s mucinosos que incluem tipo endocervical, intestinal, anel-de-
sinete e adenoma maligno. O segundo tipo mais comum é o endometridide que
se assemelha estruturalmente ao adenocarcinoma de endométrio. Existem

ainda os tipos viloglandular, adenocarcinoma de células claras, seroso,




14

mesonéfrico, adendide cistico e adendide basal que sdo mais raros. A

descricdo morfolégica®® dos subtipos esta na tabela 2.

Tabela 2: Descricdo Morfolégica dos Tipos de Adenocarcinoma Cervical Invasor.

Adenocarcinoma Mucinoso
S3o exofiticos e polipéides com arquitetura complexa. Células colunares com pseudoestratificacdo e
nucleo atipico basal. A quantidade de mucina no citoplasma é varidvel podendo haver formacgao de lagos
com reagdo estromal.
1. Adenocarcinoma tipo endocervical
E o tipo mais comum. As glandulas lembram glandulas normais e a maior parte é moderadamente
diferenciada. Reagdo estromal esta frequentemente presente e lagos de mucina podem ser
ocasionalmemte vistos. O nucleo é basal com atipias. Hd pseudoestratificacdo, perda de polaridade,
variacdo no tamanho e forma nuclear, hipercromasia e cromatina grosseira. Figuras de mitose e
apoptose sdo frequentes.
2. Adenocarcinoma tipo intestinal
Segundo tipo mais comum entre os adenocarcinoma mucinosos. Caracteristicas morfoldgicas
lembram o adenocarcinoma colorretal. Células em anel-de-sinete sdo frequentes. Padrdo glandular
podendo ter areas papilares.
3. Adenocarcinoma mucinoso tipo anel-de-sinete
Raro na sua forma pura, geralmente visto como um componente menor nos tipos endocervical e
intestinal.
4. Adenocarcinoma mucinoso de desvio minimo (MDA) ou Adenoma Maligno
Variante extremamente bem diferenciado. A forma glandular é varidvel. Atipia citoldgica minima
com pequeno aumento nuclear e ocasionais mitoses. Atipias citoldgicas malignas sdo vistas focalmente.
Ha reacdo estromal focal ou edema.

Adenocarcinoma Viloglandular bem diferenciado
E raro. Formando massa papilar fridvel que se estende ao canal endocervical. As vilosidades no estroma
sdo longas, delgadas e cobertas por epitélio com atipia citoldgica leve. A quantidade do estroma viloso
pode ser consideravel ou minima. O epitélio pode ser pseudoestratificado, podendo conter ou ndo
mucina intracelular. Frequente presenca de células de inflamagdo aguda e crénica. Usualmente o tumor
é bem circunscrito.

Adenocarcinoma Endometridide
Segundo tipo mais comum. Similar ao adenocarcinoma de endométrio apresenta arquitetura glandular
complexa com padrdo papilar ou cerebriforme. O citoplasma é menos abundante do que o
adenocarcinoma tipo endocervical, ha pouca ou nenhuma mucina. Epitélio estratificado com nucleo oval
perpendicular a base da membrana basal. Usualmente bem diferenciado com misto de padrdo glandular
e papilar.
1. Adenocarcinoma endometridide de desvio minimo
Extremamente bem diferenciado, caracterizado por invasdo glandular sutil e dificil de caracterizar

da parede cervical. Atipia citoldgica moderada, atividade mitdtica e algum grau de reagdo estromal.

Adenocarcinoma de células claras
Relacionado a exposicdo ao dietilbestrol. Variagdo no padrdo histolégico com dareas sélidas, tubulos e
cistos revestidos por células exibindo formato de “tachinhas” ou areas papilares. Células pleomdrficas
com citoplasma claro e abundante, nucleo atipico e hipercromatico. Pode ser encontrada mucina
extracelular e ndo intracelular. Presenca de glicogénio intracitoplasmatico.

Adenocarcinoma Seroso
Extremamente raro e histologicamente idéntico ao adenocarcinoma papilar seroso do ovario,
endométrio e periténio. Composto por papilas complexas com brotamento e alta atipia nuclear.
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Adenocarcinoma Mesonéfrico
Raro, originado do mesonéfron remanescente. Profundamente invasivo com aparéncia microscopica
altamente varidvel. Apresenta estruturas compostas por células pouco diferenciadas e ndo contém
nenhuma mucina intracelular

Carcinoma adenoescamoso
Tumor composto por elementos malignos distintos: escamoso e glandular. O componente escamoso é
frequentemente moderadamente diferenciado e pérolas cérneas podem ser vistas, o componente
glandular é tipicamente endocervical. Tumores bem diferenciados tém pérolas de queratina, pontes
intracelulares e glandulas com arquitetura complexa.
1. Células de Aspecto Vitreo

E o carcinoma adenoescamoso pobremente diferenciado. Pode ser visto em lencdis ou ilhas de
células malignas com citoplasma vitreo, nucleo grande, nucléolo proeminente, sem queratinizacdo.
Associado a infiltrado inflamatdrio eosinofilico.

Carcinoma adenéide cistico
O tumor lembra a contrapartida das glandulas salivares. Composto por lencol ou ninhos de células
tumorais. Frequentemente marcados por padrdo cerebriforme. Raramente o tumor é puramente sdlido.
Células de escasso citoplasma, nucleo oval com pouca a moderada atipia celular, nucléolo evidente e
frequente cariocinese. Pode conter material hialino ou mucina associados a reagao estromal.

Carcinoma adendoide basal
Tumor com pequenos ninhos de células com configuragao lobular lembrando um carcinoma de células
basais de pele. As vezes os ninhos podem ter um limem central. As células s3o pequenas e uniformes,
citoplasma escasso, nucleo oval, nucléolo que se destaca e pouca atividade mitética. Reagdao estromal
nao é vista.

Sabe-se também que AIS é precursor do adenocarcinoma invasivo. A
duracdo da progressdo dos AIS em invasor foi estimada em 5-13 anos*%
Segundo Eifel et al (1995), pacientes com adenocarcinoma tém prognostico

pior do que pacientes com carcinoma de células escamosas”.

1.3 O Papillomavirus Humano

A infeccdo pelo Papillomavirus Humano (HPV) é necesséaria para o
desenvolvimento do cancer cervical. As infeccbes genitais pelo HPV séao as
mais frequentemente diagnosticadas entre as doencas sexualmente
transmissiveis (DST) de origem viral, podendo ter sua prevaléncia entre 8,7% a

72%, dependendo da populacdo estudada™® **.
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A infeccdo ocorre através do contato sexual e a transmissdo do virus pode
ocorrer mesmo na auséncia de lesdes. ApOs o contagio, a acao viral esta na
dependéncia de muitos fatores e 0s acontecimentos seguintes sao variaveis,
ndo existindo um marcador que defina a evolucdo da infeccéo™. Porém, de
maneira geral, essa evolucdo depende do inter-relacionamento entre as
caracteristicas do individuo, como sua resposta imune e o gendétipo viral, que
determinam a atividade do virus*®. Em grande parte dos individuos expostos, o
HPV permanece inativo, na forma latente por um longo periodo®. No
hospedeiro o virus pode ficar na forma epissomal ou incorporado ao DNA.
Alguns pesquisadores observaram maior frequéncia de DNA de HPV epissomal
nos coilécitos e nas camadas mais superficiais do epitélio e presenca de DNA
de HPV integrado em areas mais profundas e com atipias celulares”?°. Como
a integracdo do DNA viral ao genoma humano é uma fase critica para a
carcinogénese do cancer cervical, a avaliagcdo do estado fisico do virus pode
ser um marcador Util para predizer a progresséo da les&o®.

Os HPVs séao virus DNA de dupla hélice circular, pertencentes a familia
Papillomaviridae. Foram descritos mais de 130 tipos que infectam o homem e
representam diferentes repercussées clinicas®’. As particulas do HPV medem
aproximadamente 55nm de diametro, tem forma icosaédrica e ndo sao
envelopados. Replicam-se no nucleo de células epiteliais escamosas e seu
genoma € composto por fita dupla de DNA circular. O DNA viral € associado
com proteinas histone-like, possuindo aproximadamente 8000 pares de bases
e é encapsulado por 72 capsdmeros. O genoma viral pode ser dividido em trés
regides: uma regido de controle da transcri¢cdo e replicacdo viral (Long Control

Region — LCR), correspondendo a aproximadamente 10% do seu genoma,
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uma regiao de genes precoce (E-early) e uma regido de genes tardios (L-late)
Os genes da regido tardia codificam proteinas estruturais (L1 e L2), enquanto a
regido precoce apresenta genes principalmente relacionados as funcdes
regulatérias da transcricéo e replicacdo do DNA do virus (E1 a E7)%.

Os genes E5, E6 e E7 codificam proteinas relacionadas a funcdes de
estimulacdo do crescimento. A proteina codificada pelo gene E5 interage com
os dominios transmembranas dos receptores das quinases, alterando suas
funcdes. Os genes E6 e E7 sdo expressos na forma de RNA mensageiro
(RNAm) transcrito da regido promotora E6/E7?°. A proteina codificada pelo
gene E6 esta associada a degradacdo do p53, gene supressor tumoral®?. A
oncoproteina viral E7 se liga a forma hipofosforilada da proteina pRb
permitindo a liberacdo do fator de transcricdo E2F. Uma vez liberada, esta
proteina promove a ativacao transcricional de iniumeros genes envolvidos no
controle do ciclo celular, bem como a ciclina D?.

Os HPVs que infectam o trato genital séo classificados de acordo com seu
potencial na inducédo do céancer: gendtipo de alto risco (16,18,31,33,35,45,51,
entre outros) e gendtipo de baixo risco (6,11,40,42,54,61)%.

Os gendtipos de alto risco estdo associados com lesdes precursoras do
cancer cervical e ao desenvolvimento de carcinoma cervical invasor. A infecgéo
por HR-HPV (high risk-HPV) é marcador para progressao da lesao intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL), passando pela lesao intraepitelial escamosa
de alto grau (HSIL), ao carcinoma cervical invasor?*. Embora o genétipo viral
seja importante marcador para progressdo das lesdes cervicais, outros
preditores tém sido estudados para determinar o resultado clinico,

principalmente de mulheres com LSIL e infectadas por genétipos virais de alto
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risco oncogénico. Dentre esses marcadores, o estado de incorporagcdo do HPV
ao genoma celular e a carga viral t&ém sido destaque nos estudos recentes®. O
estado de integracdo do virus leva a disrupcdo ou delecdo da ORF E2,
resultando na falta de expressdo da respectiva proteina e consequente
aumento da expressdo das proteinas E6 e E7?*?°. A expressdo continua
dessas proteinas contribui para progresséo das lesbes e para a imortalizacéo
das células infectadas, ja que elas desregulam o ciclo celular através da
interacdo com diferentes proteinas, como p53 e Rb, importantes reguladoras
da proliferacdo celular®® %°.

Durante a progressédo das lesdes associadas ao HPV, ocorrem mudancas
no padrao de expressdo dos genes virais. Nas lesdes de baixo grau, a
expressdo dos genes virais se assemelha ao observado durante a infeccéo
produtiva: as proteinas precoces, como E2, E4, E6 e E7 que sdo essenciais
para replicacdo do virus e manutencdo do genoma celular nas células das
camadas mais basais, sdo expressas ao longo de todo epitélio. A proteina
tardia L1, principal componente do capsideo viral, € expressa nas camadas
mais superficiais do epitélio. Nas lesdes de alto grau e no carcinoma invasivo
ha o predominio da expressédo do oncogene E7 e nota-se expressao reduzida

dos genes tardios®.

1.4 Cancer cervical associado ao HPV

A relagdo entre a presenca do virus HPV e o carcinoma das células
escamosas do colo do Utero estd bem estabelecida na literatura. No entanto,
quando se trata do epitélio cervical glandular esta relacdo ainda permanece

incerta, pois a prevaléncia de DNA de HPV nesses tumores pode variar
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significantemente, de 32 a 100%, dependendo do método empregado. Além
disso, poucos estudos sao realizados com adenocarcinoma cervical o que
reduz o poder estatistico para detectar associacdo deste tumor com o virus
HPV. Estudos que relacionem a populacdo brasileira e o adenocarcinoma
cervical também sdo escassos. No ano de 2000, Pirog et al. (2000) avaliando
adenocarcinomas cervicais, incluindo adenocarcinoma in situ, tipo
endocervical, tipo intestinal, tipo endometridide, de células claras e
adenocarcinoma seroso, demonstraram alta prevaléncia de DNA HPV?’ quando

comparado com estudos anteriores®.

Esses autores apontam que a
dificuldade de deteccédo de HPV no adenocarcinoma pode estar relacionada a
menor carga viral nas lesfes glandulares quando comparadas as lesdes
escamosas.

Os tipos de HPV que predominam no carcinoma de células escamosas sao
0S mesmos tipos que predominam no adenocarcinoma cervical. J& se sabe que
o HPV16 é o mais frequente no carcinoma de células escamosas e 0s tipos 16
e 18 sdo os mais frequentes no adenocarcinoma®’*. No carcinoma de células
escamosas, 0 virus oncogénico tipo 16, € observado em 50-60% dos casos e 0
tipo 18 em 10-20% dos casos**. No adenocarcinoma, o tipo 18 ocorre em
aproximadamente 40-60% dos casos de adenocarcinoma e o tipo 16 é
observado em 30-55% dos casos. No total, os tipos 16 e 18 sdo responséaveis
por aproximadamente 92% dos casos de adenocarcinoma® 3¢ 3839,

Tornesello et al. (2011) avaliou a presenca da infeccéo pelo HPV16 em 39
casos de adenocarcinoma em pacientes italianas e encontrou positividade em

72% dos casos?. Castellsagué et al. (2006) em um estudo multicéntrico,

avaliou 112 casos de adenocarcinoma dentre os quais, 18 casos eram
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brasileiros e encontrou uma prevaléncia de 94,4% de infeccdo pelo HPV*. A
presenca deste virus foi encontrada em 88% dos casos de adenocarcinoma in
situ e invasivo por Schorge et al. (2004). Este autor também reiterou que a
maior expressdo da proteina p16 reflete a desregulacéo do ciclo celular quando
héa infeccdo pelo papillomavirus humano®.

Andlises de HPV tipo-especifico também indicam um mau progndéstico para
tumores associados ao tipo oncogénico 18, particularmente em

adenocarcinoma® #*,

1.5 Métodos de deteccao do virus e de diagnosticod e canceres

cervicais

S&ao varios os meétodos de biologia molecular utilizados atualmente para
deteccdo do HPV, os quais podem ser classificados de acordo com sua
sensibilidade. A imunoperoxidase, a imunofluorescéncia e a hibridizacéo in situ
detectam o virus apenas quando presentes em mais de 10 cépias de DNA viral
por célula, sendo considerados de baixa sensibilidade. Técnicas que detectam
0 virus quando presentes de 1 a 10 copias do DNA viral por célula séo
consideradas de moderada sensibilidade, sendo Southern blot, dot blot e
hibridizacdo inversa. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € método de
alta sensibilidade, pois detecta o virus quando menos de 1 cOpia viral estiver
presente®.

A citologia de colo uterino, ou exame de Papanicolaou, é hoje o exame de
rotina preconizado para a deteccdo de lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas do
colo do utero. Este método € considerado de extrema eficiéncia para lesées do

epitélio escamoso, contudo quando se trata de lesdes relacionadas ao epitélio
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glandular cervical essa eficiéncia se torna muito baixa*. Estudo que revisou
laminas de Papanicolaou que tinham tido resultado negativo ou insatisfatorio de
pacientes com adenocarcinoma cervical comprovado por biopsia, mostrou que
50% dos casos eram falso-negativo ou falso-insatisfatério®”.

O exame histopatolégico € o mais adequado para o diagnostico deste
carcinoma, uma vez que seu achado pode levar a uma terapéutica agressiva.
Geralmente essas lesGes sdo tratadas com bidpsias em cone ou até mesmo
uma histerectomia, o que pode ser complicado para pacientes jovens em idade
fértil*®*°. Contudo, muitas vezes o diagnéstico histolégico de adenocarcinomas
cervicais ndo € uma tarefa facil para o patologista. Alteracbes reacionais
benignas podem mimetizar uma lesdo neoplasica maligna® >*.

A imunoistoquimica € um meétodo diagnostico que se baseia no uso de
anticorpos marcados para identificar antigenos especificos em tecidos ou em
preparados citoldgicos®®. Esta técnica pode ser usada como adjuvante &
analise morfolégica para auxiliar casos duvidosos. Em patologia ginecologica é
um técnica que esta sendo cada vez mais utilizada, especialmente nas
patologias cervicais®. Marcadores como bcl-2, Ki-67 e proteina p16™*** (p16)
ja foram descritos para ajudar nas duvidas relacionadas ao epitélio glandular
cervical®®®. A proteina Ki67 (MIB1) é um marcador nuclear de proliferacéo
celular cuja expressédo pode ser detectada em todas as fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2 e mitose) e estd ausente nas células em repouso (GO).
Localizado no cromossomo 18, bcl-2 é um proto-oncogene de marcagéo
citoplasmatica, que aumenta a sobrevida da célula pela inibicdo da apoptose. A

proteina p16, marcador nuclear, se liga especificamente ao complexo ciclinaD-

cdk4/6 atuando no controle do ciclo celular na interfase G1-S. Estudos
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demonstram a alta expresséo de p1l6 em lesbes escamosas de alto grau e em
lesdes de baixo grau associadas a HPV de alto risco®.

Recentes trabalhos mostram a importancia da adicdo da marcacédo para
proteina Ciclina D1 ao painel imunoistoquimico para ser usado na distincdo
entre  epitélio endocervical normal, metaplasia tubo-endometridide,
adenocarcinoma in situ e adenocarcinoma invasor°.

Embora esses anticorpos sejam uteis, nenhum deles €& confiavel
individualmente. Além disso, quando o padrao de coloracédo é focal ou difuso a
avaliacdo pode se tornar dificil, principalmente nas amostras pequenas, como
as por “punch” ou quando a regi&do neoplasica é pequena>®. Portanto, o uso do

painel imunoistoquimico € o mais indicado na distingcdo de casos dificeis.

1.6 A proteina Ciclina D1

Ciclinas séo proteinas do sistema de controle do ciclo celular que se ligam
as quinases — quinases dependentes de ciclinas (CDKs) - atuando na
regulacdo do ciclo. A concentracdo das ciclinas varia ciclicamente durante o
ciclo celular, o que ajuda a direcionar a montagem e ativacdo dos complexos
ciclina-CDK. A ativagdo desses complexos aciona diversos eventos do ciclo
celular®’>%9,

Desde a descoberta das CDKs, mais de 13 tipos de ciclinas e 25 proteinas
homélogas foram identificadas no genoma humano®’. Ha trés tipos de Ciclina D
- ciclina D1, D2 e D3 - elas interagem com CDK4 e CDK6 atuando sobre a fase

G1 do ciclo celular®’. A Ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 que esta

localizado no cromossomo 11q13%.
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Aberracdes genéticas nos circuitos de regulacdo da fase G1 do ciclo celular
ocorrem com frequéncia nas neoplasias e a superexpressdo da Ciclina D1 é

uma das altera¢cdes mais comumente observada®®>°

. Quando isto ocorre, esta
proteina atua como oncogene em diferentes neoplasias humanas®.

A auséncia da Ciclina D1 em lesdes associadas ao HPV pode ser entendida
como resultado da supressédo do controle negativo do pl6, que normalmente
desacelera o ciclo através da ligagdo com o complexo CiclinaD/CDK. A
suspensdo do controle negativo do pl6é é consequéncia da acdo da
oncoproteina viral E7, que se liga a pRb liberando o fator transcricdo E2F
promovendo o ciclo celular®®.

Estudos que avaliaram a expresséo da Ciclina D1 e a amplificacdo do gene
(CCND1) em canceres demonstraram que o padrdo de expressdao e
amplificacdo é variavel para cada tipo de tecido afetado. Moreno-Bueno et al.
demonstrou que a maior amplificacdo do gene CCND1 esta ligada com maior
expressdo de Ciclina D1 em cancer endometrial®®. Em carcinoma ductal de
mama, a Ciclina D1 pode estar superexpressa mesmo sem a amplificacdo do
gene, especialmente nas lesdes de baixo grau®®. Nas lesées da tiredide, tanto
benignas quanto malignas, a expressao de Ciclina D1 esta aumentada sem
que haja aumento da amplificacdo génica®. Nos carcinomas de laringe a maior
amplificacdo do gene CCND1 relaciona-se com a presenca do virus HPV e
com pior prognoéstico®®. Goia et al. relatou a baixa expressdo de Ciclina D1 nas
lesBes cervicais HPV positivas em carcinomas cervicais. Este estudo também
prop6s que a avaliacdo da expressao desta proteina pode ser Util para predizer

um prognéstico desfavoravel na progresséo destas lesdes®’.
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A incidéncia do adenocarcinoma cervical tem aumentado sendo o
conhecimento da etiologia, epidemiologia, evolu¢cdo da doenca, diagndstico e
tratamento de grande importancia.

A confirmacdo da relacdo entre a presenca do virus HPV e o
desenvolvimento do adenocarcinoma cervical, assim como é verdadeira para o
carcinoma escamoso deve ser corroborada, uma vez que S80 escassoS 0S
trabalhos na literatura, especialmente quando se trata de avaliacdo na
populacao brasileira.

A avaliacdo imunoistoquimica para pl6, Ki-67 e bcl2, ja foi descrita como
painel, na distincdo entre neoplasias e lesbes benignas que podem mimetizar o
adenocarcinoma. De forma interessante, a expressao de Ciclina D1 tem sido
relatada como papel chave na tumorigénese, sendo seu perfil de expressao
nas diferentes neoplasias importante fator a ser conhecido. No presente estudo
foram avaliados 74 casos de adenocarcinomas in situ e invasor. O elevado
namero de amostras confere vantagem em respeito as analises estatisticas ao
nosso estudo quando comparado aos demais trabalhos descritos na literatura.

Portanto, a analise da expressdo da Ciclina D1 em conjunto com a
identificacdo de moléculas envolvidas nos processos de proliferacdo celular
(p16 e Ki-67) e apoptose (bcl2), além da deteccdo e genotipagem do HPV
neste tipo de neoplasia traz importante contribuicdo cientifica no sentido de

fornecer mais informacdes sobre esta patologia.
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Estabelecer a relacdo entre o HPV e o adenocarcinoma do colo do utero,
bem como a caracterizacdo dos genotipos virais presentes nesta doenca.
Avaliar o comportamento da proteina Ciclina D1 em adenocarcinomas

cervicais e em condicdes benignas reativas da endocérvice.
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Manuscrito escrito com base nas normas da Revista Modern Pathology.

Resumo

A incidéncia do adenocarcinoma do colo do utero (AC) estd aumentando
em muitos paises. A associacdo entre a infeccdo pelo Papillomavirus Humano
(HPV) e o AC ainda permanece incerta. A imunoistoquimica pode auxiliar no
diagnéstico nos casos duvidosos, pois algumas condicfes benignas reativas
podem mimetizar processos neoplasicos. Marcadores como bcl-2, Ki-67 e
proteina p16™<** (p16) ja foram descritos para ajudar nas duvidas relacionadas
ao epitélio glandular cervical. Trabalhos recentes demonstraram a importancia
da adicdo da marcacao da proteina Ciclina D1 ao painel imunoistoquimico. A
Ciclina D1 € uma proteina sensor chave e integrador dos sinais extracelulares
nas celulas em inicio até meados da fase G1 do ciclo celular, sendo importante
na regulacdo da proliferacdo e diferenciacédo celular. Foram estudados 74
casos de bidépsias com diagnostico de adenocarcinoma de colo do atero, sendo
24 de adenocarcinoma cervical in situ e 50 de adenocarcinoma cervical
invasor. No grupo controle, foram incluidas 79 biopsias de colo do utero que
continham endocérvice normal ou em condi¢des benignas reativas. A pesquisa
de HPV nas bidpsias foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os primers especificos (MY09/11 e GP5+/GP6+) e
a genotipagem foi realizada empregando-se a técnica de PCR Multiplex
utilizando primers especificos para o0s gendtipos 6, 16, 18 e 33. A
imunoistoquimica foi realizada nos 74 casos com diagnostico de
adenocarcinoma cervical (tipo in situ e invasor) para os marcadores Ciclina D1,
proteina pl6, Ki-67 e bcl-2 e em 79 casos controle para a Ciclina D1. O DNA-
HPV foi observado em 100% dos casos de adenocarcinoma cervical. O
genadtipo mais frequente foi o HPV18. A Ciclina D1 se apresentou negativa nos
casos da doenca e positiva nos casos benignos e reativos. O painel
imunoistoquimico associando Ciclina D1, p16 e Ki-67 pode ser ferramenta Uutil
na caracterizacéo e diagnoéstico do adenocarcinoma cervical.

Palavras-chave: adenocarcinoma cervical, ciclina D1, HPV.
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Abstract

The incidence of cervical adenocarcinoma (AC) is increasing in many
countries. The association between Human Papillomavirus (HPV) infection and
the AC remains uncertain. Immunohistochemistry may help in the diagnosis in
doubtful cases, because some benign reactive conditions can mimic neoplastic
processes. Markers such as bcl-2, Ki-67 and protein p16™<** (p16) have been
described to assist with questions related to cervical glandular epithelium.
Recent studies have shown the importance of adding protein labeling Cyclin D1
into immunohistochemical panel. The Cyclin D1 protein is a key sensor and
integrator of extracellular signals into cells in early to mid G1 phase of the cell
cycle, which is important in the regulation of cell proliferation and differentiation.
We studied 74 patients with biopsy diagnosis of adenocarcinoma of the cervix,
24 of cervical adenocarcinoma in situ and 50 invasive cervical adenocarcinoma,
The control group included 79 cervical biopsies containing endocervix normal or
benign reactive conditions. The research of HPV in biopsies was performed by
the polymerase chain reaction (PCR) using specific primers (MY9/11 and GP5 +
/ GP6 +) and genotyping was carried out using the Multiplex PCR using primers
specific for genotypes 6, 16, 18 and 33. Immunohistochemistry was performed
in 74 cases diagnosed with cervical adenocarcinoma (type in situ and invasive)
for markers Cyclin D1, p16, Ki-67 and bcl-2, and 79 cases control for Cyclin D1.
The HPV DNA was observed in 100% of cases of cervical adenocarcinoma.
The most common genotype was HPV18. The Cyclin D1 was found negative in
cases of illness and positive in benign and reactive samples. The
immunohistochemical panel associating Cyclin D1, pl6 and Ki-67 may be
useful tool in the characterization and diagnosis of cervical adenocarcinoma.

Keywords: cervical adenocarcinoma, cyclin D1, HPV.
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1. Introducao

O carcinoma do colo uterino € o0 segundo cancer mais comum entre as
mulheres de todo o mundo. A maioria dos casos ocorre em células escamosas,
seguido pelo adenocarcinoma (AC) que acomete as glandulas endocervicais.
Embora o screening seja um meétodo eficaz para detectar lesbes escamosas,
ele tem baixa eficAcia em adenocarcinomas da cérvice'. A incidéncia deste tipo
de cancer esta aumentando em muitos paises, chegando a 25% de todos os
carcinomas cervicais nos paises ocidentais’® e de 15 a 20% nos Estados
Unidos*’. O adenocarcinoma cervical pode ser classificado em dois tipos
principais: adenocarcinoma in situ (AlS) e adenocarcinoma invasor®. Sabe-se,
que a forma in situ € precursora do adenocarcinoma invasivo. A duracao da
progressdo dos AlIS em invasor foi estimada em 5-13 anos®*°.

A associagdo entre a infeccdo pelo Papillomavirus Humano (HPV) e o
carcinoma de células escamosas do colo uterino ja foi amplamente descrita. No
entanto, quando se trata do adenocarcinoma de colo de Utero, esta relagédo
ainda permanece incerta, pois a prevaléncia de DNA de HPV nesses tumores
varia significantemente na literatura. Existem poucos estudos com
adenocarcinoma cervical o que reduz o poder estatistico para detectar
associacdo deste tumor com o virus HPV. Adicionalmente, autores tém
sugerido que fatores ambientais e predisposicdo genética sdo mais relevantes
para que ocorra o aparecimento do adenocarcinoma’. O HPV 16 é o mais
frequente no carcinoma de células escamosas e os tipos 16 e 18 tém sido
relacionados ao adenocarcinoma®*?. Estudos relataram que o tipo 18 ocorre

em aproximadamente 40-60% dos casos e o tipo 16 em 30-55%. Juntos, os
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tipos 16 e 18 seriam responsaveis por aproximadamente 92% dos casos de
adenocarcinoma®*™*®,

A imunoistoquimica é uma técnica auxiliar no diagnoéstico que pode ser util
nos casos duvidosos, pois algumas condicdes benignas reativas podem
mimetizar processos neoplasicos. Marcadores como bcl-2, Ki-67 e proteina

6K (p16) ja foram descritos para ajudar nas dlvidas relacionadas ao

pl
epitélio glandular cervical'”*® Recentes trabalhos demonstraram a importancia
da adicdo da marcacdo da proteina Ciclina D1 ao painel imunoistoquimico
utilizado na distincdo entre epitélio endocervical normal, metaplasia tubo-
endometridide, adenocarcinoma in situ e adenocarcinoma invasor®®.

A Ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 que esta localizado no
cromossomo 11913 e interage com CDK4 e CDK6 atuando sobre a fase G1 do
ciclo celular. Esta proteina serve como sensor chave e integrador dos sinais
extracelulares nas células em inicio até meados da fase G1 do ciclo celular,
sendo importante na regulacdo da proliferacdo e diferenciacédo celular®.
Estudos que avaliaram a expressao da Ciclina D1 e a amplificacdo de seu gene
(CCND1) em canceres demonstram que o padrédo de expressao e amplificacdo
é variavel para cada tipo de tecido afetado®*?°.

O presente estudo teve como objetivo estabelecer a relacdo entre o HPV e
o adenocarcinoma do colo do Utero e avaliar o comportamento da proteina

Ciclina D1 resultante das alteragbes do ciclo celular determinadas pela

presenca do virus.



39

2. Materiais e Métodos

2.1. Casuistica

Foi realizado estudo retrospectivo das bidpsias com diagndstico de
adenocarcinoma de colo de utero, no periodo de 1999 a junho 2012, dos
arquivos do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP) e do servico de Patologia do Hospital Fundagdo Amaral Carvalho de
Jau, Séo Paulo.

Todas as 74 bidpsias com diagnéstico histolégico de adenocarcinoma
cervical encontradas foram incluidas no estudo, sendo 24 biépsias de
adenocarcinoma cervical in situ e 50 bi6psias de adenocarcinoma cervical
invasor. Para constituir um grupo controle, foram incluidas 79 biépsias de colo
de atero que continham endocérvice normal ou em condi¢cdes benignas
reativas, tais como hiperplasia microglandular, metaplasia, cervicite cronica,
reparacao e cistos de Naboth.

As laminas coradas pela hematoxilina e eosina (HE) foram revisadas por
uma Patologista e uma citotécnica (MM e SB) e confirmadas quanto ao
diagnoéstico de adenocarcinoma cervical e tipo histoldgico (in situ ou invasor).
Foi selecionado para analise um bloco representativo de cada caso.

A pesquisa e genotipagem do virus HPV foram realizadas nos 74 casos de
adenocarcinoma.

A imunoistoquimica foi realizada nos 74 casos com diagndéstico de
adenocarcinoma cervical (tipo in situ e invasor) para os marcadores Ciclina D1,
proteina p16, Ki-67 e bcl-2 e em 79 casos controle para a Ciclina D1.

Este estudo teve aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo CEP 4380-2012). O trabalho foi
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dispensado do termo de consentimento livre e esclarecido por se tratar de
amostras de arquivos da rotina patoldgica, de maneira completamente

andnima.

2.2. Pesquisa e Genotipagem de HPV

As amostras foram desparafinizadas e o DNA total foi extraido com
solucdo de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB)*. Para confirmacéo da
extragdo 0 gene constitutivo da [(-globina, utilizando os primers GH20 e
PCO4?", foi amplificado. Somente as amostras positivas para B-globina foram
utilizadas para analise de pesquisa e genotipagem de HPV. Para a deteccao do
virus HPV utilizou-se a técnica de nested PCR. Primeiramente, 4uL de cada
amostra foram amplificados com os primers MY09/11%®. A segunda PCR
consistiu na amplificacdo de 3uL do produto da primeira PCR utilizando-se os
primers GP5+/6+%°. A ciclagem para amplificacdo (GP5+/6+) seguiu 0s
seguintes parametros: 95°C durante 45 segundos para a desnaturacéo, 47,7°C
por 45 segundos para anelamento dos primers e 72°C durante 1 minuto para a
amplificacdo, seguido por mais 44 ciclos idénticos a este, concluindo com
extensdo de 7 minutos a 72°C e armazenamento das amostras a 4°C. Um
controle negativo foi utilizado em todas as reacbes, no qual a mesma
guantidade de amostra foi substituida por agua Milli-Q. Um controle positivo foi
utilizado em todas as reacdes, usando DNA-HPV extraido de células HelLa. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), preparado em tamp&o Tris-Acido Bérico-
EDTA (TBE) 1X e corado com Gel Red™ (BioLabs, Ipswich, Inglaterra). O

tamanho dos produtos amplificados foram comparados com o padrdo de 100
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pb (GE Healthcare) e visualizados sob transiluminacédo ultra-violeta. As
amostras foram interpretadas como positiva para HPV na presenca da banda e
negativa para HPV na auséncia da mesma.

Para a genotipagem dos HPVs presentes nas amostras, realizou-se a
técnica de PCR Multiplex utilizando primers especificos para os genoétipos 6,
16, 18. Os Master Mixes foram preparados com 12,5yl de Mix GoTaq Green
(Promega, Valencia, USA), 8ul de agua destilada, 1,5ul do conjunto de primers
(0,2uM de cada) e 3ul do amplificado da reagédo com os primers MY09/11 como
amostra, obtendo um volume final de 25ul. Como controles positivos foram
utilizados plasmideos contendo os clones correspondentes dos HPVs. As
amplificacbes foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycle
Personal com o seguinte padrao de ciclagem: 94°C por 5 minutos para ativacao
da Taq DNA polimerase, seguido de 38 ciclos de desnaturacdo por 1 minuto a
94°C, 30 segundos a 53,5°C para anelamento e 1 minuto a 72°C para
amplificacdo, concluindo com extensdo de 7 minutos a 72°C sendo as
amostras armazenadas a 4°C. Para a pesquisa do genotipo 33, realizou-se
uma PCR utilizando primers especificos para tal genétipo. Os Master Mixes
foram preparados com 10ul de Mix GoTag Green (Promega, Valencia, USA),
5,8ul de agua destilada, 0,6ul do primer sense 10uM, 0,6 do primer anti-sense
10puM e 3pl do amplificado da reagcdo com os primers MY09/11 como amostra,
obtendo um volume final de 20ul. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador Eppendorf Mastercycle Personal com o padrdo de ciclagem:
ativacdo da Taq DNA polimerase por 4 minutos a 94°C, seguido de 38 ciclos de

desnaturacao por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 45°C para anelamento e mais 1
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minuto a 72°C para amplificacdo, finalizando com extensdo de 7 minutos a
72°C sendo as amostras armazenadas a 4°C.

Um controle negativo foi utilizado em todas as reacdes, onde a mesma
quantidade de amostra foi substituida por agua Milli-Q e um controle positivo
para cada tipo de HPV foi utilizado em todas as reacdes.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), preparado em tamp&o Tris-Acido
Bé6rico-EDTA (TBE) 1X e corado com Gel Red™ (BioLabs, Ipswich, Inglaterra).
O tamanho dos produtos amplificados foram comparados com o padréo de 100
pb (GE Healthcare) e visualizados sob transiluminacédo ultra-violeta. Os
genadtipos de HPV foram determinados pela visualizacdo e comparacdo das

bandas correspondentes aos controles positivos.

2.3. Imunoistoquimica (IHQ)

Cortes de 3um de espessura foram extendidos sobre laminas
histolégicas previamente tratadas com VectaBond®, sendo uma lamina para
cada marcador. A imunoistoquimica foi realizada pela técnica do ABC onde os
anticorpos primarios utilizados: anti-Ciclina D1 (clone SP4, Cell Marque,
Rocklin, USA; pronto para uso); anti-bcl-2 (clone 124, Cell Marque, RockKlin,
USA; pronto para uso); anti-Ki-67 (clone SP6, Cell Marque, Rocklin, USA;
pronto para uso); e anti-pl6 (clone E6H4, CINtec Histology, Tucson,
USA,; pronto para uso) foram incubados por um periodo de 45 minutos. Os
imuno-marcadores foram revelados pelo cromdégeno 3,3-diaminobenzidina
(DAB Substrate Kit Cell Marque, Rocklin, USA) e a contra-coloracao realizada

com hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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A imunorreatividade das amostras foi analisada pelo método semi-
quantitativo e a positividade foi graduada do seguinte modo: (0) 0 até 5%, (1+)

6 até 25%, (2+) 26 até 50%, (3+) 51 até 76% e (4+) 76 até 100%°.

2.4. Analise Estatistica
A variavel idade foi avaliada por média. A comparacédo entre as frequéncias
dos tipos de HPV e a comparacéo da analise semi-quantitativa da Ciclina D1 foi
realizada empregando-se o teste exato de Fisher. A significancia estatistica foi
fixada em p<0,05. Todos os calculos foram analisados pelo programa

SigmasStat 9.0 (Jandel Corporation).

3. Resultados

A média de idade das pacientes diagnosticadas com adenocarcinoma
cervical in situ foi de aproximadamente 37 anos e a media de idade das
pacientes com adenocarcinoma cervical invasivo de 53 anos. Entre todos os
casos, independente do tipo histolégico, a média de idade foi de 46 anos.
Como demonstrados na tabela 1.

Tabela 1: Associacdo entre adenocarcinoma do colo do Utero e idade das pacientes
incluidas no estudo.

Diagnostico Histoldgico N Idade

Adenocarcinoma in situ 24 37,875+ 8,126

Adenocarcinoma invasor 50 50,320 + 12,006
Adenocarcinoma 74 46,284 + 12,327

Valores expressos em média + desvio padréo.
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A B-globina néo foi detectada em 1 caso de adenocarcinoma in situ e em 2
casos de adenocarcinoma invasor, sendo excluidos para pesquisa e
genotipagem de HPV. O DNA-HPV foi encontrado em 100% dos 71 casos
testados (figura 1). Quanto a genotipagem, 39 (54,9%) casos dos 71 testados,
foram positivos para pelo menos um dos tipos pesquisados (HPV6, 16, 18 e 33)

e 32 (45,1%) casos foram negativos.

‘ 71

DNA-HPV [ negativa

39
genotipagem
positiva

32
genotipagem
negativa

Figura 1: Fluxograma da populacao estudo para pesquisa e genotipagem de HPV.

O genotipo HPV18 apresentou maior frequéncia, sendo encontrado em

35,2% (25/71) dos casos de adenocarcinoma do colo do utero (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo dos genétipos de HPV nos tipos de adenocarcinoma cervical.

Genotipagem
Casos HPV (+) =
ND HPV6 HPV16 HPV18 HPV33 '&flig%?;
AlS 21 47,6% (10/21)  19% (4/21)  4,76% (1/21)  33,3% (7/21)  19% (4/21)  10,3% (4/39)
Al 50 44% (22/50)  26% (13/50) 6% (3/50) 36% (18/50) 6% (3/50)  23,1% (9/39)

23,9% (17/71)  5,6% (4/71)  35,2% (25/71) 9,9% (7/71) 33,3% (13/39)

Total 71 45,1% (32/71)
54,9% (39/71)

AIS: adenocarcinoma in situ; Al: adenocarcinoma invasor; ND: genétipo de HPV nao detectado;
Infeccdo Mudltipla considerada quando mais de 1 tipo viral foi detectado na mesma amostra.
A comparacédo dos grupos foi feita pelo teste exato de Fisher (p=1,0).
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Das 39 amostras genotipadas, 13 (33,33%) apresentou infeccdo por
multiplos tipos de HPV (tabela 2), sendo 9 casos em adenocarcinoma invasor e
4 casos de adenocarcinoma in situ. A combinagdo de gendétipos encontrados

nas amostras estudadas pode ser vista na tabela 3.

Tabela 3: Combinacdo gendtipos de HPV encontrados nas amostras incluidas no
estudo.

Combinacéo de Adenocarcinoma in situ Adenocarcinoma invasor
Gendtipos*
HPV6/16 0 1,4% (1/71)
HPV6/18 1,4% (1/71) 7% (5/71)
HPV6/33 1,4% (1/71) 0
HPV16/33 1,4% (1/71) 0
HPV18/33 1,4% (1/71) 1,4% (1/71)
HPV6/18/33 0 2,8% (2/71)
Total 18,3% (13/71) 36,6% (26/71)

Valores expressos em porcentagem (n/total).
*A combinacéo de genotipos se referem a infecgéo dos tipos de HPV concomitantemente.

Na imunoistoquimica trés casos foram excluidos por ndo apresentarem
tumor na lamina, justificaveis por serem casos de adenocarcinoma in situ cuja
lesdo pode ser muito pequena.

A imunorreatividade da proteina Ciclina D1 foi negativa em todos os 71
casos de adenocarcinoma cervical avaliados (Figura 2). Em contraste, este
marcador apresentou positividade proximo a 94% nos casos controle (Figura
3). A avaliacdo semi-quantitativa da Ciclina D1 em condi¢cbes normais e

benignas encontra-se na tabela 4.
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Tabela 4: Avaliagdo semi-quantitativa da imunorreatividade da Ciclina D1 nos casos
controle

Resultados 0 1+ 2+ 3+ 4+

Controle  6,3(5/79) 11,4 (9/79) 31,7 (25/79) 17,7 (14/79) 32,9 (26/79)

Avaliacdo semi-quantitativa: O=negativo; 1+=0 até 5%; 2+=6 até 25%; 3+=26 até 75%; 4+=76
até 100%. Valores expressos em (n/total). A comparacao dos grupos foi feita pelo teste exato
de Fisher (p<0,05).

A proteina pl6 foi fortemente positiva para adenocarcinoma in situ e
invasor. Mais de 98% dos casos foram classificados com 3 ou 4+ (Figura 4).

O marcador anti-apoptose bcl-2 foi negativo em 68 (95,77%) casos dos
71 avaliados. Uma positividade que variou entre 1+ a 4+ foi encontrada em 3
casos de adenocarcinoma (4,25%) (Figura 5).

O Ki-67 apresentou-se alto em adenocarcinoma de colo de utero. De
forma interessante, a analise semi-quantitativa apresentou variacdo de 1 a 4+,
sendo que a maior parte dos casos de adenocarcinoma in situ foram avaliados
em 1+ (63.64%) (Figura 6).

Os resultados imunoistoquimicos obtidos estdo na tabela 5.

Tabela 5: Padréo de coloracéo para cada anticorpo nos casos de adenocarcinoma e
em glandulas normais.

Ciclina D1 Proteina p16 Ki-67 Bcl-2
Glandulas
Endocervicais Positivo Negativo Baixo Negativo
Normais
Adenocarcinoma
e . Fortemente .
in situ Negativo s Alto Negativo
positivo
Adenocarcinoma Fortemente
invasor Negativo Alto Negativo

positivo
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Figura 2: Genotipagem de HPV em gel de agarose. P: peso 100pb; 1: controle positivo HPV6;
2: controle positivo HP16; 3: controle positivo HPV18; 4. amostra de adenocarcinoma positiva
para HPV6; 5: amostra de adenocarcinoma positiva para HPV16; 6: amostra de
adenocarcinoma positiva para HPV18; 7: controle negativo.

k(AL DL W R U s
a BETW .

Figura 3: (a) IHQ negativa para Ciclina D1 nas glandulas com adenocarcinoma in situ e positiva
nas glandulas endocervicais normais (200X). (b) Glandula endocervical neoplasica de
adencarcinoma invasor negativa para Ciclina D1 com presenca de algumas células positivas no
estroma (400X).

Figura 4: (a) Ciclina D1 positiva em glandulas endocervicais associadas as condi¢cdes benignas
reativas: cervicite e metaplasia imatura (200X) (b) Imunomarcacao para Ciclina D1 fortemente
positiva (400X).
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Figura 5: (@) O marcador pl6 fortemente positivo nas glandulas neoplasicas em
adenocarcinoma in situ e negativo no epitélio endocervical normal (400X). (b) Positividade para
p1l6 em adenocarcinoma invasor (400X).

Figura 6: (a) Glandulas de adenocarcinoma in situ negativas para bcl-2 com células positivas
no estroma (200X). (b) Adenocarcinoma invasor negativo para bcl-2 (400X).

Figura 7: Positividade para Ki-67 em (a) adenocarcinoma in situ (400X) e (b) adenocarcinoma
invasor (400X).
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4. Discussao

A incidéncia do adenocarcinoma cervical tem aumentado sendo o
conhecimento da etiologia, epidemiologia, evolucdo da doencga, diagnostico e
tratamento de grande importancia para o controle da doenca.

A deteccdo do DNA-HPV em 100% das amostras de adenocarcinoma
estudadas certifica que a infec¢do é condicdo necesséria para o aparecimento
desta doenca. Contudo, vale ressaltar que apenas a infeccdo pelo HPV néo é
suficiente para levar a transformacdo maligna, visto que um grande nimero de
mulheres infectadas nunca desenvolvera a doenca. A co-infeccdo com outros
agentes, o estilo de vida, a variabilidade do genoma do hospedeiro e
susceptibilidade genética sdo fatores importantes a serem considerados. Além
disso, dentre os fatores de risco associados ao HPV para que, de fato ocorra o
desenvolvimento do céncer cervical, a persisténcia da infeccdo viral é fator
primordial®® %,

A média de idade de todas as pacientes com a doenca foi de 46 anos,
aliando este dado a historia natural da doenca, podemos pressupor que a
aquisicao do virus tenha ocorrido no inicio da atividade sexual, visto que o HPV
pode permanecer latente durante anos. Foi possivel observar também, que o
adenocarcinoma in situ ocorre em mulheres mais jovens do que as com
adenocarcinoma invasor (mediana de 37 e 50 anos, respectivamente). Essa
observacdo € esperada uma vez que a lesédo intraepitelial € precursora do
adenocarcinoma invasor a semelhanca do que ocorre no carcinoma
escamoso®.

Quanto a genotipagem do virus HPV, entre os 39 casos que foram

positivos para pelo menos um dos tipos pesquisados (HPV6, 16, 18 e 33), o
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HPV18 teve maior frequéncia. Este foi documentado em 25 (35,2%) casos, dos
quais 15 (21,1%) eram infeccédo uUnica e 10 (14,1%) infeccdo mista. Trinta e
dois casos foram negativos para os tipos de HPV pesquisados, sendo
justificavel pela pesquisa ter sido restrita os tipos 6, 16, 18 e 33. Os HPVs do
tipo 16, 18 e 33 sdo de alto risco e grande prevaléncia em cancer cervical. O
HPV6 é de baixo risco para neoplasia cervical e de alta prevaléncia nas

infeccdes da mucosa oral**

. Este tipo viral esteve presente, na maior parte dos
casos, em infeccbes mistas com HPVs de alto risco. Apesar de frequente, 0
genaotipo 6 ndo € a causa da transformacéo maligna. Dentre 0os casos negativos
na genotipagem, podemos inferir que a infeccéo seja causada por outros tipos
de HPV, classificados como alto potencial oncogénico (HPV31, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82). Dos tipos nao identificados pelo método utilizado,
os HPV39, 45, 59 e 68 tém grande importancia, pois se assemelham
filogeneticamente com o HPV18 encontrado com maior frequéncia neste tipo
de neoplasia®.

O padrao de expresséo e amplificacdo génica da Ciclina D1 é variavel para
cada tipo de tecido afetado®®°. O aumento da expresséo proteica pode ocorrer
mesmo na auséncia da amplificacdo génica e vice-versa. Goia et al relataram a
baixa expressdo de Ciclina D1 nos carcinomas cervicais HPV positivos®. Em
todos os casos de adenocarcinoma cervical a Ciclina D1 foi negativa. A
auséncia desta proteina em lesdes associadas ao HPV pode ser entendida
como resultado da supressédo do controle negativo do pl6, que normalmente
desacelera o ciclo através da ligacdo com o complexo CiclinaD/CDK. A
suspensdo do controle negativo do pl6é € consequéncia da acdo da

oncoproteina viral E7, que se liga a pRb liberando o fator transcricdo E2F
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promovendo o ciclo celular*. Como reflexo da acdo viral, pode-se observar
também a proteina pl6é fortemente positiva em 100% dos casos de
adenocarcinoma.

O marcador de proliferacdo celular, Ki67 foi alto em todos os casos de
adenocarcinoma, variando de 1 a 4+. De forma interessante, a avaliacdo semi-
guantitativa mostrou que em casos de adenocarcinoma in situ a expressao é
menor quando comparada aos casos de adenocarcinoma invasor. Nas
glandulas endocervicais ndo neoplasicas observou-se positividade menor que
5% justificando a proliferacéo basal do tecido.

A expressao do bcl-2 foi negativa no adenocarcinoma bem como no tecido
glandular normal. Nos casos de adenocarcinoma com grande producédo de
muco, pode-se observar positividade de fundo, dificultando a avaliacao
imunoistoquimica precisa.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que o HPV ocorre em todos
0s casos de adenocarcinoma, sendo o HPV18 o de maior frequéncia. O painel
imunoistoquimico associando Ciclina D1, p16 e Ki-67 pode ser ferramenta Uutil
na caracterizacao e diagnostico do adenocarcinoma cervical.

Estudos futuros, com ampliacdo dos gendtipos testados poderdo aumentar
a eficacia do estudo, pois o detalhamento do tipo viral € importante na
caracterizacdo da populagédo para producdo de vacinas e monitoramento de

eficacia das mesmas.
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A incidéncia do adenocarcinoma cervical esta aumentando em muitos
paises, especialmente em mulheres jovens. O método de rastreamento lesdes
cervicais possui alta eficacia para detectar lesbes escamosas, no entanto, tem
baixa eficacia na deteccdo dos adenocarcinomas. O diagndéstico histolégico
deve ser preciso, pois a terapéutica usada nesses casos € agressiva, 0 que
pode ser complicado para pacientes em idade fértil.

O painel imunoistoquimico associando negatividade da Ciclina D1, p16
fortemente positivo e Ki-67 alto pode ser ferramenta util na distincdo do
adenocarcinoma cervical de alteracdes benignas reativas.

A presenca de DNA-HPV em 100% das amostras estudadas permite
confirmar que este virus esta intimamente relacionado com o aparecimento do
adenocarcinoma do colo de utero, sendo o HPV18 o tipo mais frequente.

Estudos futuros, com ampliacdo dos gendtipos testados poderdo aumentar
a eficacia do estudo, pois o detalhamento do tipo viral € importante na
caracterizacdo da populacdo para producdo de vacinas e monitoramento de

eficacia das mesmas.
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Desparafinizacdo de Tecido Incluido em Parafina

Cortar de 2 a 3 fatias de 5um de espessura e colocar em tubo
Eppendorf® 1,5ml.

Adicionar 1000ul de xilol em cada tubo.

Misturar por inversdo durante 30 minutos em temperatura ambiente
(T.A)).

Centrifugar durante 5 minutos em T.A. a 13.000 rota¢des por minuto
(rpm).

Remover o xilol com pipeta, cuidando para nédo pertubar o residuo.
Repetir os procedimentos de 2 a 5 por mais 4 vezes.

Adicionar 500ul de etanol absoluto em cada tubo.

Misturar por inversao durante 5 minutos em T.A.

Centrifugar durante 3 minutos a 13.000 rpm em T.A.

Remover o etanol.

Repetir os procedimentos de 7 a 10 por mais 2 vezes.

Secar as amostras em sistema a vacuo por 15 minutos.

Adicionar 300ul de TET (Tris-HCI-EDTA-Tween) e 6pul de proteinase K.
Incubar a 56°C durante 16-20h.

Inativar a proteinase K por aquecimento a 96°C durante 7 minutos.

Proceder a purificagéo organica do DNA em solugéo.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Extracdo Organica de DNA com CTAB

(Brometo de Cetiltrimetilamonio)

Adicionar 100ul de solu¢do NaCl 5M.

Aquecer a solucdo CTAB/NaCl a 65°C.

Adicinar 100ul de solugdo CTAB/NaCl pré-aquecida.
Agitar.

Incubar por 10 minutos a 65°C.

Adicionar 750ul de cloroformio-alcool isoamilico 24:1.

. Agitar por 10 segundos (até ficar com aspecto leitoso).

Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm.

Transferir o sobrenadante para novo tubo e numerar.
Adicionar 450ul de etanol absoluto a -20°C.

Incubar por 10 minutos a -20°C (ou gelo).

Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C.

Eliminar o alcool.

Acrescentar 450l de etanol 70% a temperatura ambiente.
Centrifugar por 20 minutos a 13.000 rpm a 4°C.

Eliminar o alcool.

Secar no sistema a vacuo por 5 minutos.

Ressuspender em 50ul de T.E. (tris-EDTA) pH=8,5.
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Imunoistoquimica (IHQ)

Seccionar a amostra na espessura de 3um e extender os cortes sobre
laminas histoldgicas previamente tratadas com VectaBond®.
Desparafinizacao em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratagéo.
Bloqueio da peroxidase endégena em agua oxigenada 3% por 10min em
temperatura ambiente.

Recuperagéo antigénica com solucéo Trilogy® em panela pressurizada
por 3minutos.

Incubacdo dos anticorpos primarios (anti-Ciclina D1, anti-Ki-67, anti-p16
e anti-bcl-2) por 45 minutos.

Incubacdo dos anticorpos secundarios e terciarios (Anti-Mouse/Anti-
Rabbit); utilizando-se o método de detecgédo por polimeros.

Revelacdo com o cromdgeno 3,3-diaminobenzidina (DAB).
Contra-coloracdo com hematoxilina de Hatrris.

Desidratacao em etanol.

10. Diafanizag&o em xilol.

11. Montagem das laminas com laminulas por meio de resina sintética.
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