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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia 

 

Com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo, o câncer do colo 

do útero é o segundo tipo de câncer mais comum entre as mulheres, sendo responsável 

pelo óbito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano. Sua incidência é cerca de 

duas vezes maior em países menos desenvolvidos, se comparada à dos mais 

desenvolvidos. A incidência por câncer do colo do útero torna-se evidente na faixa 

etária de 20 a 29 anos, e o risco aumenta, rapidamente, até atingir seu pico geralmente 

na faixa etária de 45 a 49 anos. Em países desenvolvidos, a sobrevida média estimada 

em cinco anos varia de 59% a 69%. Nos países em desenvolvimento, os casos são 

encontrados em estágios relativamente avançados, e, conseqüentemente, a sobrevida 

média é de cerca de 49% após cinco anos. No Brasil, a estimativa para 2008, o Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), é de cerca de 466.730 novos casos de câncer por 100.000 

habitantes sendo que 19.000 são de colo uterino.(1) 

Existem alguns fatores de risco para desenvolver o câncer cervical e ter o 

contágio pelo HPV (Papilomavírus Humano), como por exemplo; início precoce da vida 

sexual, particularmente antes dos dezesseis anos de idade; parceiros sexuais múltiplos; 

existência de doença sexualmente transmissível e baixo nível sócio-econômico. É 

necessária a existência do HPV, mas não é suficiente, é preciso que se tenha a 

intervenção de alguns co-fatores para se desencadear o processo neoplásico, como por 

exemplo; raio x; cigarro; uso de hormônios esteróides; vírus Herpético; vírus HIV; alta 

paridade; supressão do sistema imune; algumas bactérias como as clamídias e alguns 

fatores dietéticos e nutricionais como a deficiência de vitaminas A e D.(2,3)  
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Os HPVs de alto risco dos tipos 16 e 18 são mais prevalentes e representam 

59,8% e 15% respectivamente, nos casos de câncer invasivo.(4,5) A persistência da 

infecção por HPV de alto potencial oncogênico é considerada não apenas um fator de 

risco, mas também um pré-requisito para o desenvolvimento de câncer cervical.(6) 

Estudos recentes mostram a presença de DNA do HPV em mais de 99,7% dos 

casos de neoplasia intraepitelial cervical (NIC), com taxas de expressão que variam de 

40% a 70%, utilizando, por exemplo, a técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR).(4) 

Nas últimas décadas, o conhecimento da lenta história natural da evolução do 

câncer de colo uterino e da ampla utilização de métodos de rastreio para a detecção das 

lesões precursoras em fase inicial, tem demonstrado ser eficiente na prevenção 

secundária. Atualmente, a prevenção primária, através da utilização de vacinas contra o 

Papilomavírus Humano (HPV) tem sido testada (4,7-9) e serve como um dos melhores 

exemplos de que a doença pode ser prevenida. 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde de classificação de tumor 

cervical uterino, (10) as lesões precursoras do câncer de colo uterino são classificadas 

como NIC I, II e NIC III. Como existe uma dificuldade em diagnosticar tais 

precursores, eles também podem ser referidos como lesões de alto (NIC II e NIC III) e 

baixo grau (NIC I). Contudo, algumas vezes, em pequenas biópsias é muito difícil 

diferenciar as lesões de baixo e alto grau, e este diagnóstico é muito importante para o 

tratamento de um paciente. 
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1.2 Papiloma Vírus Humano (HPV) 

Está bem estabelecido que a infecção pelo HPV seja o principal fator causal de 

câncer cervical e sua infecção é transmitida através do contato sexual, sendo que os 

fatores de risco estão intimamente relacionados com o comportamento sexual (por 

exemplo, número de parceiros sexuais múltiplos e relação sexual em idade precoce). 

(3,4,6)  

O HPV contém um DNA em dupla fita circular que mede cerca de 8.000 pares 

de bases no qual estão presentes as regiões gênicas E (early) e L (late). A região E está 

relacionada à replicação do DNA viral, controle de transcrição, maturação, alteração da 

matriz celular e estímulo de proliferação, além da transformação celular. Neste último 

fenômeno estão envolvidos os genes E6 e E7, que são os principais transformadores do 

HPV e estão diretamente envolvidos na indução de proliferação benigna e 

transformação maligna nas células do hospedeiro.(11) Geralmente o câncer cervical se 

desenvolve como conseqüência de alterações genéticas com inativação de genes 

supressores de tumor. Os mais estudados e que se relacionam com o potencial 

oncogênico do HPV têm sido os genes p53 e  pRb. O papel dos produtos destes genes é 

regular o ciclo celular por controle da transcrição de genes celulares envolvidos na 

progressão do ciclo e na proliferação celular.(11) 

As células do epitélio escamoso são alvos do HPV, capaz de provocar alterações 

que podem levar a um câncer cervical. Após a infecção, o vírus HPV se integra ao DNA 

do hospedeiro e se multiplicam em vários números de cópias.(7) Os genes E6 e E7 

inativam o p53 e o pRb respectivamente, inibindo o mecanismo de controle celular da 

síntese de DNA. A malignização pode ocorrer pela instabilidade genética e mutações 

críticas dos oncogenes e estímulo de divisões celulares descontroladas, resultando em 

alterações grosseiras no código genético onde não podem ser reparadas, pois os 
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mecanismos utilizáveis para este fim estão bloqueados pela infecção do HPV.(7,11) As 

figuras 1 e 2 demonstram esquematicamente a estrutura interna e externa do 

Papilomavírus Humano. 

 

 

Legenda: HPV – Papilomavírus Humano; E – região inicial que codifica oncoproteínas; L – região tardia 

que codifica proteínas do capsídeo; LCR – Longa região de controle.  

 

 

Figura 1 – Organização do genoma do HPV 16, mostrando a localização dos genes.(12) 
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Figura 2 - Modelo anatômico do capsídeo do HPV (12) 

 

1.2.1 Persistência do HPV 

As mulheres que apresentam infecção persistente por tipos virais de alto risco do 

HPV são consideradas o verdadeiro grupo de risco para o desenvolvimento do câncer 

cervical. Estudos mostram que após o contágio, a freqüência da doença diminui 

progressivamente com a idade, sugerindo o desenvolvimento de uma imunidade 

específica. O grau de risco de desenvolver o câncer cervical está muito provavelmente 

relacionado à carga viral e à persistência da infecção.(2,5,13) Na maioria das mulheres, 

infecções pelo HPV são transitórias e não deixam seqüelas clínicas. Apenas cerca de 

dez por cento das mulheres persistem com a infecção por mais de seis meses dando 

origem a lesões de alto grau e que podem evoluir para carcinoma invasivo. (14,15) 
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1.3 Proteína p16 

Vários estudos têm destacado o papel da proteína p16INK4a como um marcador 

de carcinoma cervical e que sua expressão está associada com a progressão da doença e 

diretamente relacionada com a presença de HPV. (4,7,16,17) 

 

 

1.3.1 Proteína p16 como supressora tumoral 

 

Dentro de condições normais, a proteína p16INK4a age como supressora tumoral 

inibindo as quinases dependentes de ciclina (CDK4 e CDK6), que regulam o ponto G1 

de checagem do ciclo celular. A proteína nuclear pR  interage com o fator de transcrição 

celular E2F na fase G1 do ciclo celular. Esta interação inibe a transcrição E2F induzida 

dos genes celulares envolvidos na proliferação e replicação de DNA. As ciclinas (CDK4 

e CDK6) fosforilam a pRb, resultando na separação do complexo pRb-E2F. Esta 

separação de pRb permite a progressão do ciclo celular da fase G1 para S  (vide figura 

3).(18-22)  

 

1.3.2 Proteína p16 e o HPV 

 

A integração do HPV no DNA do hospedeiro acarreta alguns descontroles 

celulares. O gene E6 tem a função de inativar a proteína nuclear p53 resultando em uma 

instabilidade genética e mutações críticas. As proteínas do complexo pRb-E2F se 

separam na presença do gene E7, inativando a  pRb e ativando o fator de transcrição 

celular E2F. Este, por sua vez, inicia a transcrição de genes necessários para a 
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replicação do DNA e, assim, impropriamente forçando passar a célula do ponto G1 / S 

para a fase S.(18-23) A inativação da pRb pelo gene E7 do HPV resulta na superexpressão 

de p16INK4a, devido a um feedback negativo entre pRb e p16INK4a (vide figura 3).(18-22)  

Segundo Branca et al (2004),(19) estas funções são características de E6 e E7 

somente nos tipos de HPV de alto risco, pois em contraste, os genes E6 e E7 do HPV de 

baixo risco, são falhos em se ligar em p53 e pRb. 

Em resumo, a expressão da proteína p16INK4a, pode ser detectada 

imunoistoquimicamente e está diretamente relacionada com a presença de HPV.(8,18,19) 

Assim, esta proteína pode ser usada como um biomarcador, adicionando uma 

significativa precisão diagnóstica na avaliação de lesões cervicais (NIC).(7,8,17)  

 

 

Legenda: A- Epitélio não infectado. A molécula de pRb se separa do E2F através da fosforilação das 

ciclinas CDK4 e CDK6. A ativação do E2F leva à progressão do ciclo celular e a proteína p16 é ativada 

para inibir as ciclinas regulando o ciclo celular. B – Epitélio infectado por HPV de alto risco. O gene E7 

se integra ao DNA do hospedeiro e inativa a molécula de pRb deixando o E2F livre para realizar a 

progressão do ciclo celular descontroladamente. A p16 é ativada para inibir esse descontrole celular 
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inativando as ciclinas, mas não obtêm uma resposta positiva. Em resposta, é observado uma grande  

produção e uma superexpressão dessa proteína nas células. (23) 

  
Figura 3-Estimulação da progressão do ciclo celular, por tipos de HPV de alto risco. 
 

1.4 Ki-67  

 

O Ki-67 é um marcador de proteína não-histonica de proliferação celular, e é 

expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto em G0.(24,25) Esta proteína tem a 

função de se expressar em crescimento de tumores humanos sugerindo o grau de 

malignidade.(26-28) 

A interação de E6 e E7 de HPV no DNA da célula hospedeira perturba o ciclo 

celular acarretando em  anormalidades na expressão de proteínas, incluindo a Ki-67.(18) 

Alguns estudos têm mostrado que a positividade do Ki-67 na imunoistoquímica 

demonstra uma crescente proliferação de lesões intraepiteliais de baixo e alto grau.(29) 

Em outros, os resultados das análises são consistentes com uma forte relação entre p16 

e Ki-67 no reconhecimento do HPV associada à lesões cervicais pré-neoplásicas.(18) 

A proliferação descontrolada encontrada nas células malignas, marcadas pelo 

Ki-67, pode servir de diagnóstico para o câncer. Com isso, o Ki-67 parece ser um 

método promissor para o uso em patologia, por ter uma relação definida entre o ciclo 

celular, facilitando e permitindo análises relativamente simples e economicamente 

viáveis. (28) 
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1.5. Molécula de adesão E-caderina 

As Caderinas são glicoproteínas de 120 a 130 kDa que estão envolvidas  na 

adesão celular e recebem este nome por necessitarem de cálcio (Ca+2), para se ligarem. 

A firme adesão intercelular atribuída à função de interações adesivas desempenhando 

um papel crucial na formação de tecidos e o seu envolvimento, consiste de um 

importante biomarcador para o desenvolvimento de tumores. (30-34)  

As células escamosas do epitélio cervical são fortemente ligadas uma a outra e a 

membrana basal através de um grande número de moléculas de aderência. Assim, a E-

caderina é uma das principais moléculas de aderência que definem a arquitetura do 

epitélio. Sabe-se que no câncer intra-epitelial cervical existe uma mudança na expressão 

dessa molécula. (31) 

Isto sugere que a diminuição ou perda da expressão da E-caderina pode ser 

correlacionada com comportamento agressivo e progressão do câncer.(27) Roa et al. 

(2001),(35) consideram as Caderinas como os mais importantes mediadores de moléculas 

de adesão celular e mostrou que a perda desta molécula em tecidos de linhas tumorais 

está correlacionada com a capacidade de invadir o colágeno dos tecidos.  

Presume-se a mutação das células reduz sua capacidade de aderirem umas às 

outras facilitando o seu desligamento em tumores primários e metástases. Assim, a 

diminuição na expressão da E-caderina parece ser um parâmetro útil na avaliação do 

potencial de malignidade de câncer cervical.(30)  

Carico et al. (2001),(36) demonstraram uma correlação significativa entre a perda 

da E-caderina no epitélio exocervical de biópsias de mulheres infectadas pelo HPV sem 

lesões de maior gravidade, em relação as biópsias de lesões displásicas (de NIC I a NIC 

III) e carcinoma invasivo. 
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Dursun et al. (2007),(37) concluíram que a redução da expressão da E-caderina 

está associada significativamente com a sobrevida livre de doença em pacientes com 

carcinoma cervical, servindo como um indicador de comportamento clínico agressivo e 

poderia sugerir o uso da terapia adjuvante em estágios iniciais da doença. 

 

 

1.6 Diagnóstico Histológico 

Embora existam critérios histológicos para o diagnóstico de lesões cervicais, (38) 

muitas vezes o diagnóstico se torna mais vulnerável devido ao tamanho da amostra, e 

assim pode prejudicar a conduta clínica posterior. Como o custo do estudo 

imunoistoquímico é mais barato do que a técnica de PCR para análise da presença de 

positividade de HPV, seria interessante encontrar imunomarcadores para diferentes 

graus de lesão intraepitelial, principalmente para separar lesões de alto e baixo grau, 

devido ao diferente tratamento que é dado a cada um desses grupos. 
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1.7 Objetivos 

 

1.7.1 Objetivo geral 

Avaliar a expressão dos marcadores biológicos p16, Ki-67 e E-caderina em 

lesões de colo uterino. 

 

1.7.2 Objetivos específicos 

 

a. Estudar a expressão imunoistoquímica das proteínas p16, Ki-67 e E-caderina em 

lesões benignas, pré-invasivas e carcinoma invasivo de colo uterino.  

 

 b. Correlacionar a expressão destes marcadores juntos em casos de difícil interpretação, 

auxiliando no diagnóstico e prognóstico das lesões cervicais. 

 

c. Avaliar a relação entre as expressão desses marcadores e a persistência ou não da 

lesão cervical. 
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2 ARTIGO 
 

 



 13 

 

 
 
 
 



 14 

 

 
 
 
 



 15 

 
 

 
 
 



 16 

 
 

 
 
 
 



 17 

 
 

 
 
 
 



 18 

 
 
 
 
 



 19 

 

 
 
 
 
 



 20 

 
 

3 CONCLUSÕES 

 

Pela análise dos resultados, podemos concluir que: 

 

1 a – Em relação à proteína p16 vimos que houve um aumento de sua expressão de 

acordo com o aumento do grau das lesões. Em tecidos normais não houve expressão da 

mesma.  

1 b – Para o Ki-67, observou-se uma maior expressão dessa proteína nos casos de 

carcinoma invasivo em relação ao epitélio normal. Porém, não houve diferença 

significativa de sua expressão  quando comparamos o carcinoma invasivo com NIC I, II 

e III. 

1 c – Observou- se expressão mais acentuada de E-caderina em  tecidos normais de colo  

uterino e em NIC I. Entretanto, existe diferença estatatística apenas quando comparada 

a expressão de carcinoma invasivo  com NIC I e NIC II. 

 

2 - A associação dos marcadores p16, Ki-67 e E-caderina, nos casos de difícil 

interpretação anátomo-patológica, podem ajudar no diagnóstico de lesões cervicais para 

distinguir os casos com provável evolução para carcinoma espinocelular. 

 

3 -  O uso dos biomarcadores não são úteis para diferenciar entre NIC persistentes e 

não-persistente. 
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Apêndices 

Quadro 1 –  Expressão imunoistoquímica dos marcadores nos casos de colo uterino sem 

alterações 

Paciente Diagnóstico Persistente Não- persistente índice p16 índice Ki-67 índice E-cad 

50 Normal   * 11% 86% 

51 Normal   * 11% 92% 

52 Normal   * 6% 84% 

53 Normal   * 7% 90% 

54 Normal   * 3% 92% 

 

 

Quadro 2 –  Expressão imunoistoquímica dos marcadores nos casos de Neoplasia intra-

epitelial cervical grau I (NIC I) 

Paciente Diagnóstico Persistente Não-persistente índice p16 índice Ki-67 índice E-cad

1 NIC I X 28% 26% 74%

2 NIC I X * 41% 77%

3 NIC I X * 31% 91%

4 NIC I X 40% 38% 96%

5 NIC I X 17% 24% 80%

6 NIC I X 28% 49% 76%

7 NIC I X 32% 36% 70%

8 NIC I X * 44% 94%

9 NIC I X * 32% 93%

10 NIC I X 23% 21% 42%

11 NIC I X * 42% 94%

 

 

Quadro 3 - Expressão imunoistoquímica dos marcadores nos casos de Neoplasia intra-

epitelial cervical grau II (NIC II) 

Paciente Diagnóstico Persistente Não- persistente índice p16 índice Ki-67 índice E-cad 

13 NIC II X   * 57% 88% 

14 NIC II X   * 65% 95% 

15 NIC II X   * 59% 53% 

16 NIC II X   29% 45% 80% 

17 NIC II   X 72% 33% 72% 

18 NIC II   X 40% 40% 75% 

19 NIC II   X 55% 64% 67% 

20 NIC II X   68% 52% 68% 

21 NIC II   X 28% 21% 88% 

22 NIC II   X 45% 56% 83% 

23 NIC II   X 49% 4% 92% 

24 NIC II X   46% 52% 68% 
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Quadro 4 -  Expressão imunoistoquímica dos marcadores nos casos de Neoplasia intra-

epitelial cervical grau III (NIC III)  ou carcinoma in situ 

Paciente Diagnóstico Persistente Não- persistente índice p16 índice Ki-67 índice E-cad 

25 NIC III   X 89% 52% 39% 

26 NIC III   X 73% 12% 42% 

27 NIC III   X 88% 37% 69% 

28 NIC III   X 92% 28% 66% 

29 NIC III X   72% 59% 47% 

30 NIC III   X 61% 58% 50% 

31 NIC III   X 51% 21% 41% 

32 NIC III   X 80% 21% 46% 

33 NIC III   X 64% 41% * 

34 NIC III   X 82% 25% 65% 

35 NIC III   X 69% 50% 71% 

36 NIC III   X 78% 41% 66% 

37 NIC III   X 56% 71% 70% 

 

 

Quadro 5 -  Expressão imunoistoquímica dos marcadores nos casos de carcinoma 

invasivo do colo uterino 

Paciente Diagnóstico Persistente Não- persistente índice p16 índice Ki-67 índice E-cad 

38 Ca Invasivo   X 80% 69% 32% 

39 Ca Invasivo   X 86% 64% 83% 

40 Ca Invasivo   X 57% 61% 26% 

41 Ca Invasivo   X 69% 48% 38% 

42 Ca Invasivo   X 65% 40% 40% 

43 Ca Invasivo   X 75% 71% 43% 

44 Ca Invasivo   X 69% 36% 43% 

45 Ca Invasivo   X 75% 55% 60% 

46 Ca Invasivo   X 73% 71% 42% 

47 Ca Invasivo   X 84% 43% 57% 

48 Ca Invasivo   X 67% 54% 44% 

49 Ca Invasivo   X 88% 62% 46% 

 

Legenda: * (casos que apresentaram negatividade na expressão do marcador ou que foi perdido o 

material). 


