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RESUMO: O cancer cervical é a quarta neoplasia mais diagnosticada
em mulheres no mundo e a terceira no Brasil. A principal abordagem
para conter seu avanco ¢é o rastreamento pelo exame citoldgico. Para
melhorar o desempenho desse teste, estudos vém demonstrando o
potencial de biomarcadores moleculares, principalmente aqueles
envolvidos na regulacio do ciclo celular. A deteccao dessas moléculas
por técnicas como a imunocitoquimica apresenta boa correlagio com
o grau de lesdo intraepitelial e diminui a variabilidade interobservador.
Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar evidéncias cientificas
da eficiéncia dos marcadores p16INK4A, Ki-67, TopIla e MCM2 em
pacientes com anormalidades cervicais e/ou positivas para 0 DNA
do HPV. Para a realizacio desta revisio sistemdtica da literatura, no
periodo de maio e junho de 2015, buscaram-se artigos nas principais
bases de dados com os descritores “biomarkers”, “molecular marker”
e “cervical dysplasias”. Incluiram-se artigos originais publicados
na ultima década (2004-2015). Foram selecionados 15 artigos que
contemplaram os critérios. Observou-se que o indice de positividade
dos quatro marcadores se correlaciona com a gravidade da lesio. Eles
demonstram potencial para a identificacio de lesoes intraepiteliais
de alto grau implicitas. A coloracio imunocitoquimica para deteccio
dessas moléculas ajuda na localizacio de células potencialmente
anormais e contribui para a identificacio de mulheres com maior
probabilidade de desenvolver o cancer cervical, melhorando a
sensibilidade do exame citoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: Displasia do Colo do Utero; Marcadores
Bioldgicos; Papillomaviridae.

MOLECULAR MARKERS AS AUXILIARY TOOLS
IN CYTOLOGICAL DIAGNOSIS OF CERVICAL
ABNORMALITIES

ABSTRACT: Cervical cancer ranks fourth as the most diagnosed
neoplasm in females worldwide and third in Brazil. The cytological
exam is the main approach for countering its progress. Improvement in
the test s performance comprises molecular markers, especially those
involved in the regulation of the cell cycle. Detection of molecules
by immunocytochemistry has a good correlation with the degree of
intra-epithelial lesion and decreases the interobservor “s variability.
Current research assesses scientific evidences of the efficiency of
markers p16INK4A, Ki-67, TopIloe and MCM2 in patients with cervical
abnormalities and/or positive to the DNA of HPV. Articles were
retrieved from databases by descriptors biomarkers, molecular marker
and cervical dysplasias for the systematic review of the literature,
between May and June 2015. Original articles published during the
last ten years (2004-2015) were included, from which 15 articles were
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selected. Positivity index of the four markers correlates
with the seriousness of the lesion. They were capable of
identifying high degree implicit intra-epithelial lesions.
The immunocytochemistry stain to detect the molecules
is a help in the localization of potentially abnormal cells
and contributes towards the identification of females
with a greater possibility in developing cervical cancer
and, consequently, improvement in the sensitiveness of
the cytological exam.

KEY WORDS: Cervical Cancer; Biological Markers;
Papillomaviridae.

INTRODUCAO

O cancer cervical é a quarta neoplasia mais
frequentemente diagnosticada em mulheres no mundo
e responsavel, segundo estimativas do GLOBOCAN 2012,
por milhares de mortes, principalmente em paises menos
desenvolvidos (TORRE et al., 2015). No Brasil, o Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
calculou que, em 2014, ocorreriam 15.590 casos, 0 que
torna esse tipo de neoplasia a terceira mais frequente
neste género.

A principal abordagem para conter o avanco dessa
doenca é o rastreamento através do exame citoldgico, cujo
principal objetivo é detectar lesdes pré-neopldsicas antes
que elas possam progredir para um estigio invasivo. Essa
ferramenta foi desenvolvida pelo Dr. George Papanicolaou
e consiste na andlise de células obtidas a partir da cérvice
uterina, através da microscopia (WENTZENSEN; KLUG,
2011). Uma vez detectada a anormalidade citoldgica, a
avaliacio ¢ seguida pelo uso de outras técnicas, como
a colposcopia e a biopsia cervical. Em casos de Lesio
Intraepiteial de Alto Grau (compreende NICII e NICIII)
e cancer, confirmado no histopatoldgico, o tratamento
excisional € disponibilizado (WRIGHT; KUHN, 2012).

Paises mais desenvolvidos conseguem implantar
programas de rastreamento organizados, com alta
cobertura da populagio-alvo, além de diagnéstico e
tratamento adequados e em tempo hdbil. Isso reduz
drasticamente a incidéncia da doenga, porém manter
toda a infraestrutura e logistica desses programas implica
investimentos substanciais em saide, o que constitui uma
barreira para paises com menos recursos. Diante dessas

dificuldades, tem-se fomentado a busca por métodos
auxiliares que ajudem a otimizar o rastreio citolégico,
tornando-o mais sensivel e ainda mais eficiente.

H4 um interesse atual na utilizacio de
biomarcadores moleculares como método auxiliar
aos procedimentos de triagem vigentes. Existem
varios trabalhos avaliando o potencial clinico desses
marcadores e 0s que se mostram mais propicios sio
moléculas envolvidas na regulagio do ciclo celular ou
marcadores de infeccio por Papillomavirus Humano
(HPV), o principal agente etiologico no desenvolvimento
do cancer cervical (ASTBURY et al., 2006). O nimero
de casos de cancer cervical é pequeno se comparado ao
nimero de mulheres infectadas com o HPV. Portanto, o
principal desafio € identificar aquelas pacientes que tém
infeccdes importantes com maior risco de progressio
para um estagio mais invasivo (ALSHENAWY, 2014).

Dentre as moléculas envolvidas na regulacio
do ciclo, encontramos a pl6™“ o Ki-67, a DNA
Topoisomerase Ila (Top Ilr) € 0 MCM2 (Minichrosome
Maintenance Protein 2). Durante uma infeccio
clinicamente relevante por HPV de alto risco oncogénico
(AR-HPV), as oncoproteinas virais E6 e E7 se ligam a
proteinas regulatorias do hospedeiro, promovendo a
degradacio de supressores tumorais importantes, como
a proteina p53 e a proteina do Retinoblastoma (pRb).
Essas interacdes promovem alteracoes no ciclo celular
manifestadas pela presenca de uma fase S aberrante
e proliferacio celular descontrolada. Isso ocasiona a
superexpressao de moléculas como a p16™“(Inibidor de
quinase dependente de ciclina, atua inibindo a progressio
para a fase S do ciclo celular), o Ki-67 (proteina nuclear
expressa durante as fases ativas do ciclo celular), a Top
Il (enzima responsavel pela separagao das cromatides
filhas durante a mitose) e a MCM2 (proteina que regula a
montagem do complexo de pré-replicacio durante a fase
G1 do ciclo celular e também atua como uma helicase
desenrolando o DNA) (SAHEBALI et al., 2006; PINTO;
CRUM; HIRSCH, 2010; HALLOUSH, 2008).

Top
simultaneamente através de um coquetel, conhecido
como ProEx C (BD Diagnostics), formado por dois

Ilow e MCM2 podem ser avaliadas

anticorpos monoclonais que tém como alvo a expressao
dessas duas proteinas. Outro coquetel, conhecido
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como CINtec Plus Cytology (Roche mtm Laboratories),
detecta simultaneamente a expressio de pl6 e Ki-
67. Esses dois produtos vém apresentando resultados
promissores em diversos estudos (OZAKI; ZEN; INOUE,
2010; PETRY et al., 2011). A detecgio dessas moléculas
por diversas técnicas, como a imuno-histoquimica ou
imunocitoquimica, apresenta boa correlagio com o grau
de lesdo intraepitelial e ¢ de grande auxilio em casos de
duvidas diagnosticas, ajudando a diminuir a variabilidade
entre observadores (PINTO; CRUM; HIRSCH, 2010).

Diante da elevada incidéncia do cancer cervical no
Brasil e no mundo e dada a utilidade dos biomarcadores
em melhorar a acurdcia do rastreio citoldgico e, assim,
ajudar a conter o avan¢o desta doenca, este estudo se
propos a avaliar as evidéncias cientificas sobre a eficiéncia
dos marcadores p16™“ Ki-67, Toplla. e MCM2 em
pacientes com anormalidades cervicais e/ou positivas
para o DNA do HPV.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de revisio sistematica,
conduzido conforme a metodologia Preferred Reporting
Items for Sistematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA), que foi realizado entre maio e junho de 2015.
Durante esse periodo, avaliaram-se diferentes tipos de
estudos disponiveis nas bases de dados Science Direct,
Biblioteca Virtual em Satude - BVS, US National Library
of Medicine National Institutes of Health (PubMed) e
Google Académico, bem como dados que contivessem
os descritores obtidos a particr do vocabuldrio DeCS
- Descritores em Ciéncias da Sadde - utilizados nesta
revisao, que foram “biomarkers” ou “molecular marker”
e “cervical dysplasias”.

Como critérios de inclusao, foram selecionados
artigos publicados entre 2004 e 2015 (disponiveis
na integra em inglés ou portugués) que revelassem
pesquisas em seres humanos avaliando o potencial dos
marcadores p16™“, Ki-67, Toplla e MCM2, detectados
por imunocitoquimica, a partir de amostras provenientes
da citologia convencional ou em base liquida, em
com anormalidades cervicais ou

pacientes sem

anormalidades, mas com teste para DNA-HPV positivo.

Estas anormalidades incluem atipias (Atipia em Células
Escamosas de Significado Indeterminado - ASC-US ou
Atipia em Células Escamosas, ndo podendo excluir Lesdo
de Alto Grau - ASC-H), Lesio Intraepitelial Escamosa de
Baixo Grau - LSIL (compreende o efeito citopitico do
HPV e/ou NIC I), Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto
Grau - HSIL (compreende NIC II e NIC III) e Carcinoma
Epidermoide.

Foram excluidos do estudo artigos de revisio,
pesquisas envolvendo a andlise de marcadores diferentes
dos quatro que ji foram pré-estabelecidos e aqueles
que apresentassem temas nio pertinentes a0s objetivos
propostos.

Ap6s consulta as bases de dados e a aplicagao das
estratégias de busca, foram identificados os artigos que
estavam em duplicidade nas bases. Os titulos e resumos
dos artigos foram lidos para determinar a elegibilidade
conforme os critérios de inclusao pré-estabelecidos. Nos
casos em que a leitura do resumo nao era suficiente para
determinar sua inclusio no estudo, o artigo era lido na
integra.

A andlise dos trabalhos encontrados foi feita de
forma descritiva e dividida em duas etapas: na primeira,
procurou-se registrar as principais caracteristicas dos
estudos, como autoria, ano, local de estudo, tamanho
da amostra, delineamento do estudo; na segunda etapa
buscou-se compilar dados em relacio a eficiéncia dos
marcadores como o indice de positividade, além de
valores de sensibilidade e especificidade quando estes
dados estavam disponiveis.

3 RESULTADOS

Apds a eliminacao de 61 artigos duplicados, foram
localizados 1.046 artigos. A base de dados ScienceDirect
apresentou um maior nimero de trabalhos, totalizando
702 pesquisas. Desse total, 697 foram excluidos apos a
leitura dos resumos, por nao se enquadrarem nos critérios
de inclusao previamente estabelecidos. Na sequéncia, a
base de dados PubMed localizou 303 artigos, sendo que
293 foram retirados apds a leitura dos resumos. O Google
Académico exibiu 45 artigos; destes, apos filtragem pela
leitura dos titulos e dos resumos, nenhum trabalho
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Science Direct=742
FPubhMed=324

Google Académico=41
Total=1107

Estudos identificados a partir de buscas nas bases de dados:

Biblictecsa Virual em Sadde (BWS)=0

L

I E—

Removidos os artigos em duplicata:
=81

M, =848

Artigos excluidos apés a leitura dos resumios:

|

Artigos elegiveis:

]

M.=583

Artigos excluidos apés aplicagdo dos critérios de exclusio:

Motivos da Exclusdo:

Artigo de revisso (M =24)

Detecgdo dos mercadores por outra técnica
(M= 343

=Cutro marcador (M =183

Cutro foco (M= 7)

Chutro idioma [M.=2)

M.=15

Artigos incluidos na revisdo:

Figura 1. Fluxograma de identificagdo e selecio dos artigos para revisio sistematica sobre os marcadores moleculares no diagndstico de

lesoes cervicais
Nota: *Outro marcador: se refere a marcadores diferente de p16™%, Ki-67, TOPIlo e MCM2

permaneceu. A Figura 1 apresenta a sintese do processo
de selecdo dos artigos.

Durante a busca, uma ampla variedade de
estudos apresentou a deteccio dos marcadores em
tecidos pela técnica de imuno-histoquimica; estes foram
excluidos, uma vez que o foco do presente trabalho ¢é a
detecgio dos biomarcadores em células pela técnica de
imunocitoquimica.

0 Quadro 1 apresenta as principais caracteristicas
dos trabalhos selecionados segundo referéncia, ano de
publicacio, local de realizacio do estudo, fonte de dados
€ objetivos.

Todos os trabalhos selecionados foram pesquisas
realizadas fora do Brasil. As publicagoes predominam em
periddicos sobre ginecologia, oncologia e citopatologia.

A maioria dos artigos (8/15) analisa o potencial do
p16 em melhorar o rastreio citoldgico em anormalidades
cervicais de diferentes graus e/ou na presenca de infeccio
por HPV. Um nimero menor de trabalhos (5/15) avaliou
o desempenho do CINTEC plus, um produto que detecta
simultaneamente a expressio anormal de p16 e Ki-67.

Dois trabalhos realizaram ensaios com ProExC, coquetel
que detecta a expressio anormal de TOPIla e MCM2
para verificar a eficiéncia dessa ferramenta em identificar
lesdes cervicais clinicamente relevantes. As principais
caracteristicas dos trabalhos estdo expostos no Quadro 1.

Para demonstrar a eficiéncia dos biomarcadores,
foram extraidos dados da maioria dos artigos selecionados
que demonstram o indice de positividade em relacio a
anormalidade citoldgica ou infeccio por HPV. Alguns
estudos também utilizaram resultados histologicos e
colposcopicos e, assim, conseguiram avaliar o percentual
de sensibilidade e especificidade dos biomarcadores em
detectar lesoes de alto grau. Os achados estio expostos
no Quadro 2.
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uadro 1. Caracteristicas dos estudos que avaliam o desempenho dos marcadores p16™® Ki-67, TOPIloc e MCM2
q p p
Referéncia, ano Local Fonte de Dados Objetivos
WENTZENSEN et Amostras citologicas diagnosticadas como | Propor um escore qualitativo para avaliar células
Al 2006 Franca ACS-US e LSIL, selecionadas do arquivo do | positivas para p16, baseado em alteracdes nucleares,
’ Laboratorio Pasteur-Cerba em amostras de citologia em base liquida
Mulheres que tinham exame citoldgico Investigar a utilidade da combinacio simultinea
EKALAKSANANAN et AL anormal durante o periodo de recrutamento & . §
Tailindia . do teste para a proteina p16 e o teste DNA-HPV no
al., 2006 em um estudo de coorte prospectivo 2-5 anos 1 A .
rastreio para o cincer cervical
antes
Amostras cervicais obtidas a partir da
MEYER et al., 2007 EUA CltOlOglfi em bif.SC liquida .do Brlgh:m} and | Investigar p16 como um p.oten‘clal plpmarcador para
Women’s Hospital e Medical University of | complementar o diagndstico citologico
South Carolina
Mulheres foram recrutadas entre 2003 e Estimar a ss:n51b1hdade e a especificidade da
CAROZZI et al., . superexpressio de pl6 em mulheres DNA-HPV-
Itdlia 2004 em nove programas de rastreamento o ) :
2008 . . positivas, histologicamente confirmadas NIC 2 ou 3
organizados na Itilia . .
ou Cancer cervical
Amostras de citologia em base liquida, obtidas Aval1m .os.rparcadores ProExC. ¢ &67 em lesoes
BECCATI et al., . . ‘ . intraepiteliais escamosas para identificar um perfil
Itilia a partir dos arquivos do Ferrara Screening | . . . N
2008 biomolecular informativo para o diagndstico de
Program 16570 i o
esdo intraepitelial de alto grau.
KURSHUMLIU; Amostrﬁs. c1t'010g1cas obtidas e . dois Validar o papel da imunocitoquimica para p16 como
laboratérios independentes. As pacientes X o .
THORNS; GASHI- Kosovo . . . : ) um marcador de neoplasia epitelial cervical em
envolvidas tinham sido diagnosticadas com . o
LUCI, 2009 o amostras cervicais e de bidpsia.
LSIL no exame citoldgico.
DENTON et al., Itilia e Casos de c1.tolog1a cerv.1ca1 foram 1der/1t{ﬁcados Validar a performance da p16 em um amplo nimero
p nos arquivos de cinco laboratérios de o
2010 Suica . . de amostras citologicas.
anatomia patologica
SHIDHAM et al., Qell PIQCkS forgm feitas a partlr d € AMOSIEAS |y liar a imunorreatividade de p16 em secoes de cell
EUA citologicas obtidas por citologia em base
2011 L block.
liquida
Investigar o potencial do ProExC como uma
DEPUYDT et al., L Amostras cervicais foram coletadas em oito fer.rar,n‘enta d‘.: triagem scguinic 20 screening
Bélgica primdrio por citologia ou por deteccio do DNA-HPV
2011 programas de rastreamento em Flanders . . T ~
de alto risco, para auxiliar na identificacio de lesio
cervical de alto grau.
Mulheres com idade igual ou superior a 30 | Avaliar a performance da dupla coloracio para
PETRY et al., 2011 Alemanha | anos, que apresentaram exame citoldgico | deteccio de p16/Ki-67 em um grande nimero de
negativo e Teste para DNA-HPV positivo mulheres com 30 anos ou mais.
CAROZZI et al Mulheres foram recrutadas entre 2003 e | Investigar a relagio entre o status de p16 na linha de
2012 ” Italia 2004 em noves programas de rastreamento | base e o risco de NIC 2 ou pior durante trés anos de
organizados na Itlia seguimento.
WENTZENSEN et EUA Mulheres referidas a colposcopia apds | Avaliar a performance clinica de p16/Ki-67 em um
al., 2012 apresentarem exames citologicos anormais amplo estudo de mulheres referidas a colposcopia.
Pacientes  referidas A Cf)lp OSCOpIa  APOS | yaliar a associagio da expressio de p16/Ki-67 com
3 - apresentar resultados citologicos anormais e ) ) . .
DONA et al., 2012 Itdlia o status de infeccio por HPV e genotipagem, além
mulheres que apresentaram teste DNA-HPV , PR Lo
" do grau de anormalidade citoldgica e histologica.
positivo
Bélgica,
Franca, Amostras coletadas em 196 centros de Estimar a sensibilidade e especificidade de p16/Ki-67
IKENBERG et al., rastreamento; mulheres com idade igual . ;
Alemanha, . . e comparar com a citologia e o Teste de HPV-DNA
2013 Ttilia e ou superior a 18 anos foram envolvidas no em mulheres com 30 anos ou mais
estudo ‘
Espanha
Amostras citologicas de mulheres com | Avaliar a performance longitudinal de p16/Ki67 para
UIJTERWAAL et al., diagndstico  limitrofe/discariose leve na | deteccio de NIC II e NIC IIT ou pior em mulheres
Holanda . ) o
2014 citologia com discariose leve e comparar os resultados com o

teste DNA-HPV basal.
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Quadro 2. Potencial dos marcadores moleculares em identificar lesdo intraepitelial escamosa de alto grau

Autot, Ano Amostra | Marcador | Categoria Citoldgica/ Percentual de Sensibilidade para Especificidade
(N) analisado positividade do biomarcador detectar Lesao de para detectar
Alto Grau Lesao de Alto Grau
WENTZENSEN et ASC-US e LSIL/ . R
al., 2006 225 p16 52% (116 de 225) . 83%
NLIM/ 7,4% (11 de 148) ASC-US/ 62%
FRALUSARANAN | 186 p16 (8 de 13) LSIL/ 64% (7 de 11) HSIL ¢ X X
N CC/100% (14 de 14)
MEYER et al NLIIM/ 9% (21 de 235) ASC-US /18% (9
v 394 p16 de 49) LSIL /24% (14 de 57) HSIL/ 81% 81% 62%
2007
(43 de 53)
CAROZZI et al., LSIL/ 53% (92 de 175) HSIL e CC/91% R .
2008 1137 p16 (38 de 2 88% 61%
ProExC: LSIL/44% HSIL(NIC2) /50%
BECCATI et al., ProExC e HSIL (NIC3)/80%
2008 76 Ki-67 X X
- Ki-67: LSIL/48% HSIL(NIC2) /54% HSIL
(NIC3)/87%
KURSHUMLIU;
THORNS; GASHI- 312 pl6 LSIL/ 36,2% X X
LUCI 2009
95,1% (Citologia com 63,2% (Citologia
ASC-US) com ASC-US)
DENE?)TO“ al, 1 gy pl6 HSIL (NICII+) 65,3% (145de222)
96,4% (Citologia com 37,3% (Citologia
LSIL) com LSIL)
ASCUS/ 0% (14 de 14) LSIL/ 26% (13 de
SHID% ctal, | 33 pl6 50) ASC-H/ 67% (14 de 21) HSIL/75% 100% 75%
(21 de 28)
ProExC | LSIL (NICT) 22% (9 — 41) HSIL(NIC II) . . 98,3% (Em
DEPU;{(I))lTl etal, 2905 (TopIlo/ 62%(13 — 21) HSIL(NIC IIT) 90% (19- lﬁéﬁéﬁ;nc/p zf{l.gl[ffls) pacientes infectadas
MCM2) 21) CA 100% (4 — 4) ¢/ AR-HPV)
82,1% *Mulheres
CINtec 91,9% *Mulheres Pap ’ .
PETRY, et al, 425 | PLUS (pl6/ 25,4% (108 de 425) Test negativo ¢ Teste de | 2P 1estnegativo
2011 . . e Teste de AR-HPV
Ki-67) AR-HPV positivo o
positivo
59,4% *Em
0/ %k )
WENTZENSEN, et | o PL%ISN(‘ecl o | UM 19.6% ASCUS do 2 isi | ST eS| mulheres com LSIL
al., 2012 > P 68,8% ASC-H/ 82,5% HSIL/ 95,3% e ou ASC-US + HPV
Ki-67) + HPV positivo "
positivo
DONA etal CINtec | NLIM/24%(9 de 38) ASC-US/ 43,7% (7
o 140 | PLUS (p16/ | de 16) LSIL/ 48,3% (15 de 32) HSIL+/ X X
Ki-67) 92,3%(50 de 54)
CINtec
IKENB§§f vetal, | 07948 | PLUS (pl6)/ 5,4% (1462 de 27.248) 86,7% 95,2%
3 )
Ki-67)
UUE?IVAAL’ CINtee NLIM 44, 1% (15 de 34) LSIL/ 58,8% (20 89,7% *Em mulheres | 73,1%*Em mulheres
? 256 | PLUS (p16/ | de 34) HSIL(NICII)/ 80,6% (25 de 31) com ISIL on Ascts | com LSIL on Ascits
2014 Ki-67) HSIL(NICIII)/ 100% (27 de 27)

Notas. NLIM: Negativo para Lesdo Intraepitelial e Malignidade. ASC-US: Atipia em Células Escamosas de Significado Indeterminado. LSIL:
Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau. ASC-H: Atipia em Células Escamosas nio se pode excluir Lesao de Alto Grau. CC: Carcinoma
Cervical. AR-HPV: Papillomavirus Humano de Alto Risco Oncogénico (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68).
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Em relagao a sensibilidade e a especificidade em
detectar lesdo intraepitelial escamosa de alto grau, para o
marcador p16™¢%, a sensibilidade variou de 81% a 100%,
enquanto que a especificidade variou de 37,3% a 83% nos
diversos estudos. Analisando o ProEx C (kit para deteccio
simultanea de TOPIla e MCM2), somente em um estudo
estes valores estavam disponiveis; nele, a sensibilidade
foi de 76,1% e a especificidade de 98,3%. Por ultimo, no
CINtec Plus Cytology (kit que detecta simultaneamente a
expressao p16 e Ki-67), a sensibilidade variou de 85,5% a
91,0%, e a especificidade de 59,4% e 98,3%.

4 DISCUSSAO

O avango das tecnologias tem contribuido para
agregar melhorias a0s programas de rastreamento € assim
tornd-los mais eficazes na deteccio de mulheres que tém
um maior potencial de progressio para o cancer cervical.

Os diversos estudos analisados mostram que os
marcadores moleculares avaliados agregam vantagens,
principalmente em relacio a sensibilidade do exame
citologico. Este ultimo € reconhecido pela sua alta
especificidade, porém apresenta uma sensibilidade
limitada. Alguns paises ja incluiram em seus programas o
teste para detecgao do DNA-HPV de alto risco oncogénico
(AR-DNA-HPV)) como uma forma de maximizar a eficiéncia
do rastreio. Apesar de o teste para HPV apresentar
uma sensibilidade superior a citologia na deteccio de
lesdes precursoras e cancer, ele é menos especifico,
principalmente em mulheres mais jovens, uma vez que
nao consegue diferenciar infecgdes transitdrias daquelas
persistentes, que promovem transformagoes importantes
no ciclo celular do organismo afetado (WENTZENSEN et
al.,, 2012). Os marcadores, por sua vez, mostram que ¢é
possivel manter a alta especificidade da citologia e ainda
melhorar a sensibilidade do rastreio.

O marcador p16 é extensivamente estudado na
literatura. Ele é uma proteina que bloqueia a atividade
das Quinases Dependentes de Ciclina (CDK 4/6), atua em
um feedback negativo com outro supressor tumoral, a
proteina do Retinoblastoma (pRB) e, dessa forma, regula
negativamente a progressio do ciclo celular (PINTO;
CRUM; HIRSCH, 2010). Diante de uma infeccio por

HPV de alto risco oncogénico, a oncoproteina viral E7
se liga 2 pRB e promove sua degradagio. Isso resulta em
um aumento e ativacio do fator de transcri¢io E2F que
direciona para a fase S do ciclo celular. A oncoproteina E6
dovirus também alveja outro supressor tumoral, a proteina
P53, a sua degradacio inibe a apoptose e contribui para
o desenvolvimento de uma fase S aberrante (MOODY;
LAIMINS, 2010). Neste cendrio, a acao regulatoria da p16
¢ perdida e ela comeca a ser superexpressa. A proteina,
entdo, se acumula no nicleo e no citoplasma e pode ser
detectada por técnicas como a imunocitoquimica. Em
casos positivos, a célula exibe uma coloracio marrom
(PINTO; CRUM; HIRSCH, 2010).

Wentzensen et al. (2007) e Denton et al. (2010)
utilizaram a coloragio imunocitoquimica para p16 no
intuito de identificar pacientes com lesio de alto grau
(HSIL) que receberam diagnosticos equivocados de ASC-
US e LSIL na citologia. Diante desses quadros de displasia
leve, as principais condutas adotadas nos diversos
programas sao: repeti¢io da citologia em um periodo
de trés a seis meses e teste para detectar o DNA-HPV ou
biépsia guiada por colposcopia. Como os testes para
DNA-HPV apresentam baixa especificidade, em muitos
paises, mulheres com LSIL na citologia sio encaminhadas
a colposcopia para detectar alguma HSIL implicita. Em
ambos os estudos, observou-se uma boa correlacao entre
HSIL e a positividade do marcador, concluindo que p16
pode ser utilizado como uma ferramenta confidvel que,
além de diminuir a variabilidade interobservador, pode
ajudar a reduzir o nimero de pacientes com ASC-US e
LSIL direcionadas a colposcopia e, assim, otimizar 0s
recursos dos programas.

A interpretacao da positividade para p16 deve ser
cuidadosa e baseada também em alterages nucleares,
uma vez que estudos prévios j relataram a positividade
inespecifica em algumas células metaplisicas, células
endocervicais normais, epitélio atrofico e células de
metaplasia tubdria (KURSHUMLIU; THORNS; GASHI-
LUCI, 2009).

As publicagoes mais recentes vém demonstrando
o potencial da combinag¢io de marcadores. Se a coloragio
imunocitoquimica para p16 sozinho ji oferece um ganho
em sensibilidade e especificidade, isso € ainda mais notavel
quando, na mesma amostra, consegue-se avaliar mais
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de um marcador. E o caso do kit CINtec PLUS Cytology
(Roche mtm Laboratories), que detecta simultaneamente
a expressao das proteinas p16 e Ki-67. “Em condicoes
normais, a coexpressio dessas duas proteinas nio
ocorre, visto que elas tém efeitos opostos. A primeira tem
atividade antiproliferativa, enquanto a dltima é dectavel
apenas quando as células estdo proliferando. Portanto, a
expressao concomitante dessas duas proteinas pode servir
como um indicador de que o ciclo celular estd desregulado
por conta das oncoproteinas do HPV” (DONA et al., 2012,
p. 199). Nesse teste, o caso é considerado positivo se uma
ou mais células cervicais apresentar (em) uma coloragio
marrom no citoplasma (p16) e o nucleo vermelho (Ki-
67), independente da interpretacio de anormalidades
morfologicas (WENTZENSEN et al., 2012).

O estudo de Dona et al. (2012) concluiu que
existe uma forte correlacio entre a positividade de
p16/Ki-67 com o grau das lesoes intraepiteliais e com a
infeccdo por HPV, principalmente pelos dois tipos mais
carcinogeénicos, o 16 e o 18. Petry et al. (2011) sinalizam
que a imunocoloracio para p16/Ki-67 pode ser indicada
para mulheres que apresentam citologia negativa e teste
para AR-DNA-HPV positivo. Seus resultados demonstram
que a alta sensibilidade e especificidade desse teste
poderiam ajudar a revelar mulheres com alto risco de
possuir uma lesao intraepitelial de alto grau implicita e,
assim, direciond-las para colposcopia imediata.

Em relacio aos marcadores MCM2 e TOPIla,
diante da metodologia empregada nesse trabalho,
apenas dois estudos foram selecionados. Em ambos,
utilizou-se o kit ProEx C (BD Diagnostics) que detecta
simultaneamente a expressio dessas duas proteinas. O
caso ¢ considerado positivo quando o nicleo de células
atipicas se cora em marrom. Depuydt et al. (2011),
que analisaram aproximadamente trés mil mulheres
comparando diferentes métodos como citologia, teste
para DNA-HPV e imunocitoquimica para TOPIla e
MCM2, encontraram uma melhor efetividade se esses
marcadores fossem utilizados ap6s uma triagem inicial
feita pelo teste para DNA-HPV. Essa estratégia permitiria
uma maior sensibilidade e maior valor preditivo positivo
para detectar lesdo intraepitelial de alto grau implicitas.
£ vilido ressaltar que, nesse mesmo estudo, em algumas
laminas, células ndo displdsicas, provenientes do

epitélio endocervical e metaplasia tubdria, apresentaram
coloracio inespecifica; estas, segundo os autores,
puderam ser claramente identificadas pela morfologia e
nao foram consideradas positivas. O estudo de Beccatti et
al. (2008), que avaliou o Kit ProExC e MIB-I - este ultimo
detecta apenas a expressao da proteina Ki-67 - concluiu
que ProExC parece distinguir melhor lesoes intraepiteliais
de baixo e alto grau, enquanto MIB-I aparenta ser melhor
no diagnostico diferencial entre lesdo intraepitelial e
alteracoes reativas.

5 CONCLUSAO

As evidéncias cientificas sobre os marcadores
moleculares avaliados se mostram promissoras e revelam
como as estratégias para conter o avanco do cancer
cervical tém evoluido para encontrar formas de facilitar o
reconhecimento de mulheres que estdo em maior risco de
desenvolver a doenca. Eles funcionam como ferramentas
localizadoras, ajudando o citologista a localizar células
potencialmente anormais. O indice de positividade
desses marcadores, principalmente em relacio as lesoes
intraepiteliais de alto grau, ¢ significante, e isso agrega
maior sensibilidade ao exame citologico. A deteccio
dessas moléculas pode fornecer informacdes uteis sobre
a progressao da doenca, principalmente na triagem de
mulheres jovens que apresentam uma infeccio por HPV
ou um quadro de displasia leve, ajudando a reduzir o
numero de encaminhamentos para colposcopia e bidpsia.
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