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RESUMO 
 
 
 

RAP1 (RAS proximate 1), uma pequena proteína GTPase da superfamília 

RAS, é um presumido oncogene altamente expresso em várias linhagens de células 

malignas e tipos de câncer, incluindo alguns tipos de carcinoma de células 

escamosas (CCE). No entanto, a participação de RAP1 na carcinogênese cervical 

iniciada pelo Papilomavírus humano (HPV) é desconhecida. Realizamos um estudo 

transversal de biópsias do colo uterino armazenadas em parafina para determinar a 

associação de RAP1 com a neoplasia intraepitelial cervical (NIC). A detecção e a 

genotipagem do HPV foram realizadas por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

nested e a carga viral por PCR em tempo real dos mRNAs das oncoproteínas E6 e 

E7. Avaliações qualitativa e quantitativa das expressões imuno-histoquímicas de 

RAP1, RAP1 GAP, p16INK4A (p16) e Ki67 em tecido fixo foram realizadas em 319 

biópsias cervicais armazenadas em parafina e classificadas como mucosa normal ou 

não-displásicas (MND) (n = 65); NIC grau 1 (n = 102), NIC de grau 2/3 (n = 85) e 

CCE (n = 67). Quantificação da expressão gênica de RAP1A, RAP1B e p16 foi feita 

por PCR em tempo real. O DNA do HPV foi detectado em 56,73% das amostras de 

todos os grupos, principalmente NIC 2/3 (68,42%) e CCE (75,00%). Foi observado 

um aumento gradual nas expressões de RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos grupos 

MND <NIC 1 <NIC 2/3 (p <0,001). Especificamente, um aumento progressivo dos 

níveis de expressão RAP1 aumentou em 3,5 vezes o risco de NIC 1 [odds ratio (OR) 

= 3,50; intervalo de confiança (IC) de 95%: 1,30-10,64] e em quase 20 vezes o risco 

de CIN 2/3 (OR = 19,86, IC de 95%: 6,40-70,79), quando comparados com MND. 

Além disso, a análise de regressão logística ordinal estereótipa mostrou que este 

aumento progressivo na expressão RAP1 impacta mais fortemente em NIC 2/3 do 

que em NIC 1. Comparada aos grupos NIC 1 e NIC 2/3, também foi observada 

menor expressão gênica relativa de RAP1A no grupo CCE (p <0,05). Não foram 

encontradas diferenças na RAP1B expressão gênica relativa e p16. Assim, os 

nossos resultados sugerem que RAP1 pode ser um biomarcador útil para o 

diagnóstico de CIN. 

 

  



 

ABSTRACT 

 
 
 

RAP1 (RAS proximate 1), a small GTP-binding protein of the RAS 

superfamily, is a putative oncogene that is highly expressed in several malignant cell 

lines and types of cancers, including some types of squamous cell carcinoma (SCC). 

However, the participation of RAP1 in cervical carcinogenesis initiated by Human 

papillomavirus (HPV) is unknown. We conducted a cross-sectional study of paraffin 

embedded cervical biopsies to determine the association of RAP1 with cervical 

intraepithelial neoplasia (CIN). HPV detection and genotyping were performed by 

nested polymerase chain reaction (PCR) and viral load by real-time PCR of E6 and 

E7 oncoproteins mRNAs. Standard and quantitative immunohistochemistry 

assessment of RAP1, RAP1 GAP, p16INK4A (p16) and Ki67 expressions in fixed 

tissue were performed on 319 paraffin-embedded cervical biopsies that were 

classified as normal or non-dysplastic mucosa (NDM) (n = 65); CIN grade 1 (n = 

102), CIN grade 2/3 (n = 85), and SCC (n=67). RAP1A, RAP1B and p16 gene 

expression quantification was performed by real-time PCR. HPV DNA was detected 

in 56.73% of the samples in all groups, mainly CIN 2/3 (68.42%) and SCC (75.00%). 

A gradual increase in RAP1, RAP1 GAP, p16 and Ki67 expressions in NDM < CIN 1 

< CIN 2/3 (p<0.001) specimens was observed. Specifically, a progressive increase in 

the RAP1 expression levels increased the risk of CIN 1 [odds ratio (OR) = 3.50; 95% 

confidence interval (CI) 1.30-10.64] 3.5 fold and the risk of CIN 2/3 (OR=19.86, 95% 

CI 6.40-70.79) nearly 20 fold when compared to NDM. In addition, stereotype ordinal 

logistic regression analysis showed that this progressive increase in RAP1 

expression more strongly affected CIN 2/3 than CIN 1. Compared to CIN 1 and CIN 

2/3 groups, it also observed lower relative gene expression RAP1A in the SCC group 

(p <0.05). We found no differences in the relative gene expression RAP1B and p16. 

Thus, our findings suggest that RAP1 may be a useful biomarker for the diagnosis of 

CIN. 
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1.1 – Relevância e justificativa  

 

O câncer do colo uterino ou cervical continua uma das neoplasias mais 

comuns em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da ampla disponibilidade de 

métodos para o rastreamento da sua lesão precursora, a neoplasia intraepitelial 

cervical (NIC) ou do seu fator etiológico, o Human papillomavirus ou papilomavírus 

humano (HPV) (Lozano et al., 2012). O rastreamento, identificação da doença 

assintomática, é a base para a prevenção do estágio final do câncer invasor e é 

realizado por meio de análises subjetivas citológica, colposcópica e histopatológica 

das alterações morfológicas epiteliais induzidas pelo HPV. Entretanto, esses exames 

geram elevadas taxas de resultados falso negativo e falso positivo, além de grande 

variabilidade interobservador, o que prejudica a decisão clínica sobre o tratamento. 

Portanto, é imprescindível a busca por biomarcadores capazes de indicar, com 

precisão, o significado das alterações decorrentes da progressão da NIC, bem como 

distinguir a infecção viral produtiva, predominante na lesão intraepitelial de baixo 

grau (LIEBG) e não associada diretamente à transformação neoplásica, denominada 

NIC 1, da infecção não produtiva, predominante na lesão intraepitelial de alto grau 

(LIEAG), com integração do genoma viral ao genoma celular e diretamente 

associada à transformação neoplásica, denominada NIC 2/3.  

Desde a introdução do teste citológico de Papanicolaou, na década de 1940, 

houve uma significativa queda na incidência e na mortalidade por câncer cervical. 

Contudo, o desempenho do teste de Papanicolaou é severamente prejudicado por 

elevadas variabilidades inter e intraobservador e altas taxas de resultados falso 

negativo e falso positivo, respectivamente entre 20-30% e 50-70%. As recentes 

inovações técnicas do teste de Papanicolaou, como a citologia em meio líquido 

(CML), não melhoraram a sensibilidade e a especificidade para a detecção da NIC 

em relação à citologia convencional (Tsoumpou et al., 2009). Além disso, a análise 

histopatológica de biópsias do colo uterino direcionadas por colposcopia, 

consideradas padrão-ouro para o diagnóstico de NIC, apresenta grande 

variabilidade de interpretação interobservador culminando em erros na determinação 

do grau da NIC, surpreendentemente em 30-50% dos casos (Schiffman et al., 2007; 

Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).  

A recente disponibilidade de testes moleculares para detectar a presença do 

DNA do HPV em amostras cervicais, conhecidos como testes DNA-HPV, 
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aumentaram a expectativa de melhorias no rastreamento da neoplasia cervical. 

Alguns desses métodos, incluindo a captura híbrida e reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para HPV, demonstraram, após estudos de validação clínica, 

bons resultados. Estes resultados permitiriam a incorporação dos testes DNA-HPV 

ao algoritmo convencional de rastreamento, como adjunto da citologia cervical, ou, 

até mesmo, a substituição dos métodos tradicionais. No entanto, os testes 

moleculares para detecção de HPV também falham na triagem de NIC 1, não 

permitem a distinção entre infecção transitória e infecção crônica ou persistente e 

apresentam grande variabilidade nas estimativas de sensibilidade e especificidade, 

com médias de 84% (55-100%) e 77% (31%-96%), respectivamente (Caetano et al., 

2006; Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).  

Pesquisas focadas na identificação e desenvolvimento de biomarcadores para 

a NIC revelaram, dentre outros, a proteína supressora de tumor p16INK4A (p16) como 

um promissor biomarcador. A proteína p16, inibidora da atividade de cinases 

dependentes de ciclina (CDK) 4 e 6, encontra-se hiperexpressa no epitélio infectado 

por HPV. A superexpressão decorre da ação intracelular da oncoproteína viral E7 

que, ao degradar a proteína do retinoblastoma (pRb), promove a liberação do fator 

de transcrição E2F e, consequentemente, a progressão do ciclo celular. A liberação 

do E2F nas células normais, consequência da fosforilação da pRb por CDK4 e 

CDK6, é o principal estímulo para síntese da p16. Entretanto, apesar de estar 

hiperexpressa nas células infectadas por HPV, a p16 é funcionalmente inativa 

(Schiffman et al., 2007; Tsoumpou et al., 2009).  

A utilização da imuno-histoquímica, imunorreação enzimática complementar 

ao exame histopatológico, para a avaliação da expressão da p16 nas células 

epiteliais tem se mostrado muito valiosa na redução da variabilidade interobservador 

do diagnóstico de lesões cervicais, particularmente no diagnóstico da NIC 2/3. 

Entretanto, questões fundamentais para a avaliação clínica de biomarcadores, como 

falta de padronização na preparação das amostras para imuno-histoquímica e nos 

critérios para interpretação dos cortes histopatológicos, têm reduzido a 

reprodutibilidade do método e dificultado a interpretação dos dados de diferentes 

estudos. Por conseguinte, as evidências disponíveis ainda não permitem a 

formulação de recomendações definitivas sobre as aplicações da p16 na prática 

clínica (Tsoumpou et al., 2009). Assim, a busca por biomarcadores de vias 

moleculares celulares sensíveis à ação de oncoproteínas virais torna-se essencial.  



21 

Neste cenário, a proteína RAP1 (RAS proximate 1), uma pequena GTPase da 

superfamília RAS, desponta como candidata a biomarcador da NIC e alvo 

antitumoral no câncer cervical. Membro da superfamília RAS de pequenas GTPases, 

RAP1 tem duas isoformas, RAP1A e RAP1B, com homologia de 95%, que são 

produtos de dois genes localizados nos cromossomos 1 e 12, respectivamente 

(Mitra et al., 2003; Lafuente et al., 2007). RAP1 funciona como transdutor bioquímico 

que regula o crescimento, diferenciação, sobrevida e adesão das células eucariotas, 

alternando sua conformação entre uma forma inativa ligada ao GDP, RAP1-GDP, e 

uma forma ativa ligada ao GTP, RAP1-GTP (Farina et al., 2004).  

Importantes trabalhos demonstraram alterações na localização subcelular e 

na expressão do gene desta proteína em carcinomas de células escamosas, o tipo 

histológico mais comum do câncer cervical, e especularam sobre sua ação no 

controle do crescimento e da diferenciação de células epiteliais (D'silva et al., 2003; 

Mitra et al., 2003). Outras pesquisas evidenciaram alterações quantitativas e 

funcionais de RAP1 decorrentes da degradação de suas proteínas inibidoras, como 

a E6TP1, pela oncoproteína viral E6, com alta correlação com transformação celular 

(Liao et al., 1999; Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004).  

Portanto, considerando-se os resultados dos trabalhos anteriores e deste 

estudo, constata-se que a proteína RAP1 preenche os principais critérios para um 

biomarcador com valor clínico potencial para o diagnóstico da NIC. Ela apresenta 

alterações quantitativas e funcionais com alta correlação com transformação celular 

epitelial, seja por ação direta da oncoproteína E6 do HPV ou pela disfunção da 

proteína SPA-1 decorrente da ação indireta do complexo E2-Brd4 (Singh et al., 

2003; Chakrabarti et al., 2004; Yan et al., 2010). Mais precisamente, no que se 

refere aos resultados deste estudo, a proteína RAP1 apresenta o mesmo padrão 

imuno-histoquímico da proteína p16 e suas duas isoformas, RAP1A e RAP1B, 

demostram maior expressão gênica relativa nos diferentes estágios da neoplasia 

intraepitelial cervical. Em conjunto, essas investigações sugerem que RAP1 e sua 

via de sinalização intracelular podem desempenhar importante papel no câncer 

cervical associado ao HPV.  
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1.2 – Problema e hipótese 

 

Certamente, muitas reflexões são necessárias sobre a inaceitável 

permanência do câncer cervical ou do colo uterino entre as neoplasias mais comuns 

em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da ampla disponibilidade de métodos 

para o rastreamento da sua precursora neoplasia intraepitelial cervical ou do seu 

agente etiológico, o HPV. 

No Brasil, o câncer do colo do útero é o terceiro mais incidente na população 

feminina brasileira, excetuando-se os casos de câncer de pele não melanoma. 

Impulsionado pelo Programa Viva Mulher, criado em 1996, o controle do câncer do 

colo do útero foi reafirmado como prioridade no plano de fortalecimento da rede de 

prevenção, diagnóstico e tratamento do câncer, lançado pelo Ministério da Saúde, 

em 2011. 

Considerando-se exclusivamente a questão relacionada ao diagnóstico 

precoce da lesão precursora do câncer do colo uterino, a NIC, em detrimento a 

outras fundamentais questões de ordem técnico-administrativa, como, por exemplo: 

definição do método, intervalo de rastreamento, meta de cobertura dos exames, 

infraestrutura assistencial, do sistema de informação para monitorar todo o processo 

de rastreamento, diretrizes de diagnóstico e tratamento estabelecidas, e outras 

essenciais questões de cunho social, econômico e cultural, identifica-se um 

problema: Há um biomarcador que indique, com precisão, o significado das 

alterações decorrentes da progressão da NIC e consiga distinguir a infecção viral 

produtiva, predominante na NIC 1 e não associada diretamente à transformação 

neoplásica, da infecção não produtiva, predominante na lesão NIC 2/3, com 

integração viral no genoma celular e diretamente associada à transformação 

neoplásica?  

O desdobramento deste problema possibilita a construção de uma hipótese: A 

proteína RAP1 é um biomarcador com valor clínico potencial para identificação e 

distinção das lesões precursoras do câncer cervical, NIC 1 e NIC 2/3, associadas à 

infecção por HPV.  
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1.3 – Objetivos  

 

 

1.3.1 – Objetivo geral  

 

 

Caracterizar a proteína RAP1 como biomarcador da neoplasia intraepitelial 

cervical associada à infecção pelo HPV.  

 

 

1.3.2 – Objetivos específicos 

 

 

A) Detectar o DNA de HPV nas amostras pela nested-PCR. 

 

 

B) Genotipar os HPV detectados nas amostras pela PCR tipo específico ou 

por sequenciamento direto.  

 

 

C) Quantificar o mRNA dos oncogenes virais E6 e E7 nas amostras pela 

qPCR. 

 

 

D) Comparar a expressão das proteínas RAP1, p16, Ki-67 e RAP1GAP nas 

amostras pela imuno-histoquímica.  

 

 

E) Quantificar o mRNA dos genes RAP1A, RAP1B, p16 e RAP1GAP nas 

amostras pela qPCR. 
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1.4 – Plano geral do estudo   

 
O plano geral do estudo foi delineado conforme a as etapas abaixo, que estão 

representadas na FIGURA 1:  

 

1ª – Definição do período de observação, entre os anos de 2006 e 2010, e 

dos locais de obtenção das amostras, os laboratórios de Anatomia Patológica do 

Hospital das Clínicas da UFMG e do Instituto Hermes Pardini. 

 

2ª – Seleção de amostras após cálculo amostral, considerando-se os valores 

máximos de prevalência dos diagnósticos citopatológicos e histopatológicos de 

neoplasia intraepitelial cervical e câncer do colo uterino divulgados na literatura. 

 

3ª – Classificações qualitativa e quantitativa dos resultados de reações de 

imuno-histoquímica respectivamente por microscopia óptica convencional, segundo 

critérios de dois sistemas independentes, e por aferição da intensidade média de 

pixel de regiões de interesse das lâminas digitalizadas. 

 

4ª – Realização de técnicas moleculares PCR e qPCR para detecção e 

genotipagem do HPV e para quantificação da expressão de mRNA dos genes de 

proteínas celulares e virais.  

 

5ª – Realização das estatísticas descritiva e inferencial para interpretação dos 

dados, apresentação resultados e discussão.  

 

6ª – Redação da tese. 
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FIGURA 1 - Plano geral do estudo. 

ETAPAS

2a

3a e 4a                                                                                                                        

Legenda:

Estudo

Local e período 

Seleção das amostras

Parte

Etapa

Equipament

Amostra

Variável

Metodologia

Estatística descritiva 

1a PARTE                                               

IMUNO-HISTOQUÍMICA                           

(IHQ)

Estatística inferencial

5a

REDAÇÃO DA TESE6a

Teste T                    

Coeficiente de 

correlação de 

Pearson com 

regressão linear

Morfometria IHQ 

(Furstenau et al, 2010)

Microscópio óptico 

ZEISS AXIO e 

sistema de captura 

AxioVision

IHQ com sistema 

de revelação 

Novolink 

NOVOCASTRA dos 

anticorpos 

primários Rap1 

A+B, p16, Rap1GAP 

e Ki-67

n= 100 amostras

Quantitativa 

Estatística descritiva 

e comparação de 

médias

Estatística 

descritiva e 

comparação de 

proporções

EXPRESSÃO GÊNICA 

CELULAR

SELEÇÃO                           

DAS AMOSTRAS 

n= 319 amostras

Estatística 

descritiva e 

comparação de 

médias

Estatística 

descritiva, 

comparação de 

proporções e 

acurácia

1a CLASSIFICAÇÃO IHQ 

(Klaes et al, 2001)

Microscópio óptico 

NIKON Eclipse E200

IHQ com sistemas 

de revelação LSAB 

BD e Novolink 

NOVOCASTRA dos 

anticorpos 

primários Rap1 A+B 

e p16

n= 246 amostras 

Categórica ordinal

Estatística 

descritiva, 

comparação de 

proporções e 

acurácia

2a CLASSIFICAÇÃO IHQ 

(Galgano et al, 2010)

Microscópio óptico 

NIKON Eclipse E200

IHQ com sistema de 

revelação Novolink 

NOVOCASTRA dos 

anticorpos 

primários Rap1 A+B, 

p16, Rap1GAP e Ki-

67

n= 246 amostras

Categórica ordinal

Termociclador 

BioRad e StepOne 

Plus AB

RT-qPCR com kits 

QIAGEN, 

INVITROGEN e SYBR 

Green AB para cDNA 

das proteínas 

celulares Rap1A, 

Rap1B e p16

n= 56 amostras

Quantitativa 

DETECÇÃO E TIPAGEM 

DO HPV

Termociclador 

BioRad, StepOne 

Plus AB e Mega 

BACE 1000TM GE 

PCR, RT-qPCR e 

sequenciamento 

com kits QIAGEN, 

INVITROGEN, SYBR 

Green AB e 

DYEnamic ET Dye 

Terminator GE dos 

tipos 16, 18, 31, 

33, 52 e 58 

n= 275 amostras

Categórica nominal 

Estatística descritiva 

e comparação de 

médias

CARGA VIRAL 

Termociclador 

BioRad e StepOne 

Plus AB

qPCR com kits 

QIAGEN, 

INVITROGEN e SYBR 

Green AB para DNA 

de HPV16 e HPV18

n= 29 amostras 

Quantitativa 

Estatística descritiva 

e comparação de 

médias

EXPRESSÃO GÊNICA 

VIRAL

Termociclador 

BioRad e StepOne 

Plus AB

RT-qPCR com kits 

QIAGEN, 

INVITROGEN e SYBR 

Green AB para cDNA 

das oncoproteínas 

virais E6 e E7 de 

HPV16 e HPV18

n= 38 amostras

Quantitativa 

1a

Redação 

ESTUDO 

OBSERVACIONAL 

TRANSVERSAL, 

COMPARATIVO E 

DESCRITIVO

2a PARTE                                     

TÉCNICAS MOLECULARES 

(PCR, RT-qPCR)

PERÍODO E LOCAL                                                               

2006-2010                                                              

HC-UFMG e                        

HERMES PARDINI

Qui-quadrado, 

Teste exato de 

Fisher, medidas       

de acurácia e 

Regressão Logística

Qui-quadrado, Teste 

exato de Fisher, 

medidas       de 

acurácia e 

Regressão Logística

Teste T                    

Coeficiente de 

correlação de 

Pearson com 

regressão linear

Qui-quadrado            

Teste exato de 

Fisher 

Teste T                    

Coeficiente de 

correlação de 

Pearson com 

regressão linear

Teste T                    

Coeficiente de 

correlação de 

Pearson com 

regressão linear
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2.1 – Histórico associação entre papilomavírus e câncer genital 

 

Historicamente, a associação entre papilomavírus e câncer genital iniciou-se 

na década de 70. Entre 1974 e 1976, pesquisadores divulgaram os primeiros 

estudos sobre o papel do papilomavírus no desenvolvimento do câncer cervical. Em 

1976, Meisels & Fortin publicaram trabalho descrevendo que o aparecimento de 

coilócitos em esfregaços cervicais indicava a infecção por papilomavírus. Eles 

também sugeriram a possibilidade de diferenciação das lesões “verrucosas” 

benignas, que não progrediam para câncer, das lesões precursoras que progrediam 

para câncer cervical (Meisels e Fortin, 1976). Estas ideias foram suportadas pela 

identificação de partículas de papilomavírus em lesões epiteliais iniciais do colo 

uterino e tornaram-se mais evidentes com a observação de papilomavírus em 

coilócitos de esfregaços cervicais. A ideia de uma lesão precursora viral foi 

confirmada pela identificação de partículas virais típicas em células displásicas das 

lesões precursoras do câncer do colo uterino. Os primeiros tipos de papilomavírus 

em humanos foram identificados diretamente de biópsias de câncer cervical entre 

1983 e 1984 (Zur Hausen, 2002).  

As análises dos papilomavírus, nos anos que se seguiram, nas tentativas de 

explicar a etiopatogênese do câncer cervical, levaram ao desenvolvimento do 

conhecimento sobre a biologia do vírus e a história natural da infecção e 

proporcionaram um levantamento epidemiológico da infecção. Muitos estudos 

epidemiológicos estão sendo realizados, objetivando o entendimento desse agente 

viral como fator de risco primário essencial para o desenvolvimento do câncer 

cervical. Grandes estudos epidemiológicos prospectivos e caso-controle suportam 

esta ideia e indicam o elevado risco da persistência da infecção por papilomavírus 

para o desenvolvimento do câncer cervical (Knipe et al., 2001; Zur Hausen, 2002; 

Howley, 2006).  

 

 

2.2 – Papilomavírus  

 

 

2.2.1 – Propriedades gerais dos papilomavírus 
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Os papilomavírus (PV) são pequenos vírus de DNA fita dupla circular 

(epissomal), não envelopados, que causam lesões epiteliais com variada 

severidade, desde lesões benignas à neoplasia invasora. As partículas infecciosas 

são compostas por genoma com 8000 pares de bases, aproximadamente, envoltos 

por um capsídeo icosaédrico de 55 nm de diâmetro (FIGURA 2). Os PV infectam 

muitas espécies de vertebrados, mas são altamente espécie específicos. Cada tipo 

de PV apresenta tropismo por certo tipo de epitélio e é associado a um tipo particular 

de lesão. Atualmente, existem cerca de 200 genótipos de PV que infectam humanos, 

denominados Human papillomavirus (HPV) e identificados com base na homologia 

de sequências do DNA viral. Destes 200 genótipos de HPV, no mínimo 40 tipos 

exibem um tropismo para a mucosa genital (Mcmurray et al., 2001; Sanclemente e 

Gill, 2002; Burd, 2003; Munoz et al., 2006).   

 

 

FIGURA 2 - Micrografia e microscopia de papilomavírus.  
A) Micrografia eletrônica do BPV-1.  
B) Microscopia crioeletrônica de papilomavírus. (*) proteínas superficiais.  

Fonte: Knipe et al., 2001. 

 

 

2.2.2 – Classificação dos papilomavírus 

 

A família Papillomaviridae tornou-se oficialmente reconhecida pelo Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) recentemente. Os PV são agrupados, 

atualmente, pela homologia entre sequências do gene L1, em gêneros, espécies, 

tipos, subtipos e variantes. Os gêneros demonstram homologia entre sequências do 

gene L1 inferior a 60%. Até o momento são conhecidos 16 gêneros que são 

identificados por letras do alfabeto grego. Cinco desses gêneros são compostos 

exclusivamente por PV que infectam humanos. O gênero clinicamente mais 

A B 
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importante é referido como Alphapapillomavirus. As espécies, dentro de um gênero, 

demonstram entre 60% e 70% de identidade entre sequências do gene L1 (De 

Villiers et al., 2004).  

Tipos de HPV são identificados por números na sequência histórica de sua 

descrição, por exemplo HPV-1, HPV-2, e demonstram diversidade da sequência de 

nucleotídeos do gene L1 superior a 10%. Diferenças entre 2% e 10% de homologia 

entre sequências do gene L1 definem um subtipo e diferenças menores que 2% uma 

variante (De Villiers et al., 2004). 

Doze tipos de alfa-papilomavírus foram classificados, por um estudo 

epidemiológico, como Human papillomavirus de alto risco (HR-HPV), devido a sua 

associação com carcinogênese cervical. Os HR-HPV são representados pelos tipos: 

HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-52, HPV-58, 

HPV-59, HPV-68 e HPV-67. O mesmo estudo identificou ainda dez tipos de alfa-

papilomavírus (HPV-6, HPV-11, HPV-40, HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV-54, HPV-

61, HPV-72 e HPV-81) como Human papillomavirus de baixo risco (LR-HPV) 

relacionados ao desenvolvimento de câncer cervical (Munoz et al., 2003).  

Os tipos de HPV de baixo risco mais comuns são HPV-6 e HPV-11. Os tipos 

de HPV de alto risco mais comuns são HPV-16, HPV-18, HPV-31 e HPV-45, 

encontrados em 80% dos casos de câncer cervical. O HPV-16 é o tipo mais 

prevalente e sozinho acomete cerca de 50% dos casos mundiais de carcinoma 

cervical invasor. O HPV-18 é o tipo mais prevalente nos casos de adenocarcinoma 

cervical (Bernard, 2005).  

 

 

2.3 – Human papilomavírus - HPV  

 

 

2.3.1 – Estrutura e organização do genoma   

 

Todos os tipos de HPV contêm um genoma formado por DNA circular de fita 

dupla com aproximadamente 8000 pares de bases que pode ser dividido em três 

regiões: duas janelas de leitura, precoce e tardia, que codificam para proteínas 

precoces E1 a E7 e tardias L1 e L2, e uma região controladora longa (LCR), não 

codificadora (FIGURA 3). Essas três regiões em todos os tipos de HPV são 
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separadas por dois sítios de poliadenilação (pA): pA inicial ou precoce (AE) e pA 

tardio (AL) (Munoz et al., 2006).  

 

 

FIGURA 3 - Modelo da organização do genoma do HPV16. Os números 

dentro do círculo indicam as posições dos nucleotídeos. As regiões 
abertas para leitura precoces (E) e tardias (L) são representadas 
externamente.  

Fonte: Munoz et al., 2006. 

 

A região precoce do HPV ocupa 50% do genoma viral na extremidade 5’ e 

apresenta seis regiões abertas para leitura para transcrição e tradução de seis 

proteínas individuais: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (Zheng e Baker, 2006).  

A região tardia do HPV ocupa 40% do genoma viral e apresenta duas regiões 

abertas para leitura para transcrição e tradução das proteínas do capsídeo maior 

(L1) e menor (L2) (Zheng e Baker, 2006; Graham, 2010).  

A região LCR, um segmento de 850 pares de bases (cerca de 10% do 

genoma do HPV), não tem função codificadora de proteína, mas sustenta a origem 

de replicação assim como local para ligação de múltiplos fatores de transcrição que 

são importantes na regulação da transcrição iniciada pela RNA polimerase II dos 

promotores virais precoces e tardios. O promotor precoce (PE) ou promotor E6 (p97 

no HPV-16, p99 no HPV-31) é muito potente e fortemente controlado. O promotor 

tardio (PL) é ativado somente no ceratinócito diferenciado (Zheng e Baker, 2006).  
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A transcrição do genoma dos HPVs é complexa devido a presença de 

múltiplos promotores, vários padrões de processamentos do mRNA e produções de 

diferentes espécies de mRNA em diferentes células. A maioria dos transcritos do 

HPV inicia-se no promotor E6. O promotor E6 contém quatro elementos cis 

responsivos conservados (um local de ligação para o fator celular Sp1, dois locais de 

ligação para E2 e um local para ligação do fator de transcrição TFIID (Bernard, 2002; 

Zheng e Baker, 2006; Graham, 2010).   

A ocupação alternada desses elementos responsivos no promotor E6, pelos 

seus respectivos ligantes, permite múltiplos níveis de atividade do promotor. Nas 

células epiteliais basais não diferenciadas, o sítio Sp1 é ocupado pelo fator celular 

Sp3 relacionado ao Sp1, que falha na ativação do promotor E6. Nas células 

epiteliais diferenciadas o promotor E6 é ativado por Sp1 juntamente com TFIID. Os 

transcritos que resultam deste evento codificam para o gene E2 e a proteína E2 

traduzida pode ligar-se ao LCR, nos sítios de ligação E2, deslocando Sp1 e 

reduzindo a ação do promotor E6. Em altas concentrações, E2 pode também 

deslocar TFIID e reprimir mais eficientemente o promotor E6 (Bernard, 2002). 

O promotor E6 do HPV tem somente uma moderada atividade e necessita de 

estimulação por amplificadores exclusivamente epiteliais para mais forte atividade. 

Recentemente, amplificadores epiteliais do promotor E6 do HPV têm sido bem 

determinados e incluem, principalmente, proteínas AP-1. As proteínas AP-1 

constituem um grupo de fatores de transcrição composto por proteínas das famílias 

Fos (c-Fos) e Jun (c-Jun), que após a dimerização ligam-se às regiões promotoras e 

amplificadoras (Bernard, 2002; Milde-Langosch e Riethdorf, 2003; Graham, 2010).   

 

 

2.3.2 – Ciclo biológico 

 

A infecção por HPV requer o acesso da partícula infecciosa às células da 

camada basal epitelial, através de perda da integridade epitelial. Após a infecção e o 

desnudamento, o genoma viral é mantido na forma epissomal no núcleo das células 

basais, com um baixo número de cópias, pela ação da proteína E2 (Doorbar, 2005; 

Chow et al., 2010; Bodily e Laimins, 2011).  

No epitélio não infectado, as células basais deixam o ciclo celular após 

migração para a camada de células suprabasais e iniciam um processo de 
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diferenciação terminal. Durante a infecção por HPV, as proteínas precoces virais E6 

e E7 expressas nas células basais mantém a progressão do ciclo celular e retardam 

a diferenciação terminal normal. A presença de E6 e E7 promove a característica 

retenção do núcleo celular em todas as camadas do epitélio infectado (Doorbar, 

2005; Chow et al., 2010; Bodily e Laimins, 2011).  

A replicação do genoma viral inicia-se nas camadas epiteliais proliferativas 

basal e suprabasal, progride no estrato espinhoso e requer a expressão das 

proteínas precoces virais E4 e E5 e das proteínas tardias virais L1 e L2, 

responsáveis pela montagem do capsômero e síntese da partícula viral, nas 

camadas superiores do epitélio escamoso (Doorbar, 2005) (FIGURA 4). 

Posteriormente, as células epiteliais repletas de partículas virais no citoplasma são 

descamadas para a superfície.  

 

 

 

FIGURA 4 - Organização do ciclo biológico do HPV durante infecção 
produtiva. A - Representação da mucosa escamosa com solução de 

continuidade epitelial da superfície até a camada de células basais (lilás). 
Durante infecção produtiva por HPV, as células mais superficiais do epitélio 
acumulam partículas virais no citoplasma (verde). B - Expressão gênica do 
HPV-16. Após a infecção, há a ativação do promotor p97 que promove 
expressão das oncoproteínas E6 e E7 (seta vermelha). Há também síntese das 
proteínas E2, que modula a expressão de E6 e E7. Nas camadas mais 
diferenciadas do epitélio, há a ativação do promotor p670, que induz a síntese 
das proteínas de replicação, montagem e empacotamento do vírus (setas 
verde e laranja). As partículas virais acumulam-se no citoplasma das células 
(seta azul). As células epiteliais repletas de partículas virais no citoplasma são 
descamadas para a superfície.  

Fonte: Doorbar, 2005. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos). 
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2.3.3 – Proteínas reguladoras virais E1 e E2 

 

As proteínas E1 e E2 formam um complexo que se liga à sequência 

nucleotídeos na origem de replicação viral e agem recrutando polimerases celulares 

e proteínas acessórias para mediar a replicação viral. 

A proteína E1 tem 68 kDa, aproximadamente, e é expressa em baixos níveis 

nas células infectadas pelo HPV. E1 age na origem de reconhecimento e exibe tanto 

atividade de ATPase quanto de helicase, separando as fitas do DNA viral. Ela 

reconhece sequências ricas AT na origem de replicação do HPV, que estão 

localizadas próximas ao local de início da transcrição precoce. E1 forma hexâmeros 

que têm alta afinidade pelo DNA. E1 também se liga à DNA polimerase α e ajuda a 

recrutar complexos de replicação celulares para a origem de replicação viral. E1 

interage com ciclinas A e E, e estas podem agir regulando a atividade de E1 (Wilson 

et al., 2002).  

A proteína E2 é multifuncional, participando da replicação do DNA viral, 

expressão gênica e segregação do genoma. Na forma de dímero, funciona como 

ativador ou repressor da transcrição viral, dependendo da sua concentração nuclear. 

A proteína E2 tem 50 kDa, aproximadamente, e possui dois domínios funcionais 

ligados por uma região altamente flexível (Blachon et al., 2005; Clower et al., 2006; 

Gammoh et al., 2006; Hooley et al., 2006; Narahari et al., 2006; Oliveira et al., 2006; 

You, 2010).  

Um dos domínios liga-se, especificamente, ao motivo ACCN6GGT, uma 

sequência palindrômica denominada local de ligação de E2 (E2BS). Existem quatro 

E2BS presentes na LCR, e três destes encontram-se ao lado de sequências de E1 

na origem de replicação (Antson et al., 2000; Hegde, 2002; Cicero et al., 2006; 

Oliveira et al., 2006; You, 2010). 

A interação da proteína E2 com o cromossomo mitótico é mediada pela 

proteína Brd4, um membro da família BET de proteínas que contêm um ou mais 

bromodomínios ligados às histonas acetiladas e, em certos membros da família, tais 

como Brd4, associados à cromatina durante a mitose. Cinco genes, denominados 

brd1 a brd5, codificam os membros da família BET em células de mamíferos 

(Mcbride et al., 2004). O gene brd4 codifica uma fosfoproteína nuclear de 200-kDa, 

Brd4, que é expressa em muitos tecidos, cuja síntese é induzida em resposta à 
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estímulos para o crescimento. Brd4 regula o crescimento celular por múltiplos 

mecanismos, agindo em diferentes estágios do ciclo celular (Mcbride et al., 2004).  

Brd4 desempenha papel central tanto no controle da progressão do ciclo 

celular, quanto na regulação da proliferação celular. O domínio celular C-terminal de 

Brd4 interage com a proteína E2. Esta interação com Brd4 é crucial tanto para as 

atividades de transativação, quanto para a função repressora de E2. Esta proteína 

viral, associada ao domínio C-terminal da proteína celular, inibe a ligação de outros 

importantes fatores celulares, na mesma região, levando ao funcionamento anormal 

de Brd4. Assim E2, ao formar um complexo com Brd4, pode inibir a associação de 

importantes fatores, como P-TEFb, e proteínas celulares, como SPA-1, reduzindo 

suas funções intracelulares (Farina et al., 2004; Yan et al., 2010; You, 2010). Este 

complexo E2-Brd4 é fundamental para o desenvolvimento das duas mais 

importantes funções de E2: manter o genoma viral associado à cromatina e controlar 

a ativação e repressão dos genes das oncoproteínas E6 e E7 (Smith et al., 2010; 

Yan et al., 2010; You, 2010).  

 

 

2.3.4 – Proteínas virais E4, L1 e L2 

 

 A proteína E4 é expressa nas camadas diferenciadas do epitélio e tem sido 

co-localizada com a proteína L1. A proteína E4 se associa com ceratinas do 

citoesqueleto das células epiteliais e induz o colapso da rede de ceratinas. Isto 

sugere papel de E4 na facilitação da saída do vírus da célula. E4 também pode 

desempenhar papel na regulação da expressão gênica, porque interage com RNA 

helicase envolvida na processamento, transporte e início da tradução de mRNA 

(Florin et al., 2002).   

As proteínas estruturais do HPV são expressas nas camadas superiores do 

epitélio. L1 e L2 são semelhantes estruturalmente. L2 é a proteína menor do 

capsídeo produzida em células que expressam E4. L1 é a proteína principal do 

capsídeo, expressa nas células após L2 (Florin et al., 2002).  

O capsídeo viral contém 360 cópias de L1 e, provavelmente, 12 cópias de L2, 

organizadas em uma estrutura icosaédrica com 72 capsômeros (Florin et al., 2002).  
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2.3.5 – Oncoproteínas virais E5, E7 e E6 

 

As atividades oncogênicas das proteínas virais E5, E6 e E7 em cultura de 

tecido e em modelos animais têm sido documentadas extensivamente. A expressão 

dessas oncoproteínas em ceratinócitos humanos facilita sua imortalização e está 

relacionada à progressão da lesão cervical positiva para os HR-HPV. 

A oncoproteína E5 do HPV é fortemente hidrofóbica e se associa às 

membranas do complexo de Golgi, retículo endoplasmático e carioteca nas células 

do hospedeiro. E5 é composta por três hélices e regiões do N e C terminais curtas 

que se estendem por entre a bicamada lipídica. O mRNA e a proteína E5 são 

abundantes no terço basal das lesões cervicais de baixo grau (Alonso e Reed, 2002; 

Tsai e Chen, 2003). Esta proteína está relacionada ao início da infecção, 

estimulando o crescimento celular através de interações feitas com os receptores do 

fator de crescimento epitelial (EGFR), do fator- de crescimento derivado de 

plaqueta (PGDFR) e do fator estimulante de formação de colônia. Através da ligação 

a esses receptores, E5 pode ativar proteínas ativadas por mitógenos (MAP) 

quinases por duas vias diferentes: via proteína cinase C (PKC) dependente e via 

mediada por receptor tirosina cinase (PKC independente) (Crusius et al., 2000; 

Genther et al., 2003).   

A oncoproteína E7 do HPV é encontrada, predominantemente, no núcleo 

celular e tem, aproximadamente, 100 aminoácidos. A ação central da E7 é sua 

habilidade de se ligar às proteínas da família da pRB no sítio de ligação de fatores 

de transcrição, como os membros da família E2F, permitindo que estes estimulem a 

proliferação celular, após formação do complexo E7-pRB. E7 também pode se 

associar com outras proteínas envolvidas na proliferação celular, incluindo histonas 

desacetilases, componentes do complexo de transcrição AP-1 e inibidores de Cdk 

p21 e p27 (Collins et al., 2005; Gammoh et al., 2006; Liu et al., 2006; Graham, 2010; 

Bodily e Laimins, 2011).  

A oncoproteína E6 do HPV complementa o papel indutor de proliferação 

celular da oncoproteína E7, evitando a indução de apoptose em resposta a 

proliferação celular mediada por E7 (Chakrabarti e Krishna, 2003). E6 se associa à 

proteína p53, inativando suas funções de supressão do crescimento e indução da 

apoptose. E6 também se associa com outras proteínas pró-apoptóticas, incluindo 
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proteínas Bak e Bax (Mcmurray e Mccance, 2004; Nomine et al., 2006; Graham, 

2010; Bodily e Laimins, 2011).  

A oncoproteína E6 também pode estimular a proliferação celular 

independentemente da oncoproteína E7, através de seu domínio ligante C-terminal 

PDZ (Lee e Laimins, 2004; Lee et al., 2007).  

Outra importante função da oncoproteína E6 dos HR-HPV na carcinogênese 

cervical é a indução da degradação da proteína 1 alvo de E6 (E6TP) via E6AP 

ubiquitina ligase. A E6TP1 apresenta um domínio catalítico de proteínas ativadoras 

da ligação do nucleotídeo guanina (GTPase) similar ao domínio catalítico da 

proteína RAP1GAP. A proteína E6 do HPV, promovendo a degradação do E6TP1, 

eleva os níveis de RAP1 GTP, indicando que a oncoproteína E6 do HPV ativa RAP1 

durante a transformação celular (Chakrabarti e Krishna, 2003; Lee et al., 2007).  

 

 

2.4 – História natural da infecção genital pelo HPV e neoplasia cervical 

 

 

2.4.1 – Anatomia funcional do colo uterino 

 

O colo uterino ou cérvice é a porção inferior do útero, que conecta o útero à 

vagina através do canal endocervical (FIGURA 5A). A superfície mucosa externa do 

colo uterino, a partir do orifício externo e voltada para a vagina, é conhecida como 

ectocérvice (FIGURA 5B) e a superfície mucosa interna, relacionada ao canal 

endocervical, corresponde à endocérvice (Rosai, 2011). 

A maior parte da ectocérvice é recoberta por epitélio escamoso não 

ceratinizado, que é composto por três camadas: células basais, estrato espinho e 

superficial. A parte mais inferior do estrato espinhoso, denominada suprabasal, e a 

camada basal abrigam as células tronco da mucosa escamosa cervical (Rosai, 

2011).   

A mucosa glandular da endocérvice é formada por camada de células 

colunares secretoras de muco. Abaixo destas células, há uma camada de células de 

reserva, contínua com a camada basal da ectocérvice (Rosai, 2011). O local de 

encontro entre os epitélios escamoso e colunar é denominado junção escamo-

colunar (FIGURA 5C).  
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FIGURA 5 – Anatomia e histologia funcionais do útero A - Útero, vagina e anexos uterinos. 

A seta indica o colo uterino. B - Imagem de ectocérvice. Observam-se a zona de 
transformação periorificial e a eversão da endocérvice. C - Microfotografia da junção 
escamo-colunar. Observam-se os epitélios colunar e escamoso sem atipias 
morfológicas (HE, aumento 100X).  

Fonte: Rosai, 2011. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos).  

 

A localização da junção escamo-colunar do colo uterino é variável e sofre 

influência sobretudo da idade, fatores hormonais e período do ciclo menstrual. Em 

recém-nascidas, a junção está localizada no nível do orifício externo do canal 

endocervical. No período da menarca, a junção escamo-colunar move-se para fora 

do orifício externo do canal endocervical, constituindo o ectrópio. Nas áreas de 

epitélio evertido, surge a metaplasia escamosa, a substituição do epitélio colunar 

mucossecretor por epitélio escamoso estratificado (Rosai, 2011).  

 

 

2.4.2 – Epidemiologia da infecção genital pelo HPV e neoplasia cervical  

 

Infecção genital pelo HPV é a mais comum infecção sexualmente 

transmissível entre jovens nos países em desenvolvimento. Cerca de 30 milhões de 

novos casos de HPV genital são diagnosticados a cada ano, mundialmente 

(Scheurer et al., 2005).  

No Brasil, cerca de 50% da população em idade reprodutiva é infectada pelo 

HPV genital, e a maioria das mulheres sexualmente ativas serão infectadas ao longo 

da vida. Infecções com os tipos oncogênicos de HPV representam 50-75% de todas 

as infecções pelo HPV (Baseman e Koutsky, 2005; Carvalho et al., 2005; Scheurer 

et al., 2005; Burchell et al., 2006; Trottier e Franco, 2006).  
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A prevalência do HPV em mulheres assintomáticas encontra-se entre 2-44%. 

Há um pico da prevalência de HPV entre mulheres jovens até 25 anos de idade, 

seguido de um declínio na prevalência entre 45-50 anos de idade e um segundo pico 

nos anos peri-menopausa. As razões associadas ao segundo pico de aumento da 

prevalência são explicadas por reativação de infecção latente, diminuição gradual da 

imunidade e aquisição de novas infecções (Cavalcanti et al., 2000; Burchell et al., 

2006; Dunne e Markowitz, 2006).  

Dados brasileiros do sistema de informação sobre rastreamento do câncer 

cervical (SISCOLO) demonstram diagnósticos citológicos de NIC 1 e NIC 2/3 de 

2.262 e 383 casos por 100.000 testes de Papanicolaou, estimando a prevalência 

máxima de 3% e 2% para NIC 1 e NIC 2/3, respectivamente. Dados do SISCOLO 

sobre o diagnóstico citológico do câncer cervical revelam 54 casos por 100.000 

testes de Papanicolaou realizados (D'ottaviano-Morelli et al., 2004; Estimativa, 

2010).  

Dados de 2010 do Instituto Nacional do Câncer (INCA) confirmam a 

permanência do câncer cervical como a segunda neoplasia mais comum entre 

mulheres no Brasil, com 18.430 casos novos da doença invasiva, o que representa 

18 casos por 100.000 mulheres. Destaque também para a existência de grandes 

variações regionais. Na Região Norte é o câncer mais frequente, representando 

24,3% de todos os casos de câncer no sexo feminino. Na Região Sudeste continua 

o terceiro tumor mais frequente em mulheres, com 7,8% do total de casos novos. 

Nas capitais dos Estados da Região Norte a sua incidência estimada é de 39,6 

casos por 100.000 mulheres, ou seja, maior que o dobro da média nacional 

(Estimativa, 2010).  

 

 

2.4.3 – Transmissão e fatores de risco para a infecção genital pelo HPV  

 

Estudos entre mulheres inicialmente virgens confirmaram a transmissão 

sexual da infecção por HPV pelo contato sexual com parceiro infectado, 

presumivelmente decorrente de lesões microscópicas presentes na mucosa ou pele 

dos seus parceiros (Schiffman e Kjaer, 2003; Burchell et al., 2006; Stanley, 2010).  

A idade e o número de parceiros sexuais têm sido consistentemente 

associados com infecção pelo HPV. As maiores médias de infecção genital pelo 
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HPV ocorrem entre os 15 e 25 anos e refletem a transmissão da infecção no início 

da atividade sexual. A prevalência de HPV aumenta com o número de parceiros 

sexuais ao longo da vida e com o número de parceiros sexuais recentes. Outros 

fatores independentes associados ao risco de infecção são o grupo étnico/raça, o 

uso de contraceptivos orais e características do comportamento sexual 

(Castellsague e Munoz, 2003; Castle e Giuliano, 2003; Scheurer et al., 2005; 

Stanley, 2010).  

 

 

2.4.4 – Resposta imune à infecção genital pelo HPV  

 

A infecção pelo HPV e a multiplicação viral no epitélio escamoso são 

dependentes da diferenciação do ceratinócito. Durante a replicação natural, as 

proteínas antigênicas do capsídeo são expressas nas camadas mais superficiais do 

epitélio, onde a vigilância imune não pode reconhecê-las. Não existe citólise ou 

morte citopática como consequência da replicação, montagem ou liberação da 

partícula viral. Somam-se a estes, os mecanismos de evasão da resposta imune 

inata determinados pela atividade repressora das oncoproteínas E6 e E7, das 

sinalizações pelo interferon (IFN) e fator nuclear kB (NFkB), além da resistência das 

células infectadas pelo HPV às células natural Killer (NK). Desta forma, a infecção 

pelo HPV não é acompanhada por inflamação e não há sinais de alerta ao sistema 

imune da presença dele (Woodworth, 2002; Stanley, 2006; 2010).  

A soroconversão com anticorpos contra tipos de HPV pode levar de 6 meses 

a 1 ano, desde o início da infecção. A soroconversão contra proteínas do capsídeo é 

lenta, mas os níveis de anticorpos se mantêm estáveis por 10-15 anos. A produção 

de anticorpos é importante porque evita a disseminação da infecção e reinfecção 

(Scheurer et al., 2005).  

Entretanto, as evidências atuais mostram que a regressão da infecção está 

associada a uma forte resposta imune celular do tipo 1. Esta resposta envolve a 

interação de células apresentadoras de antígeno (APC), linfócitos T CD4+, linfócitos 

T CD8+ e citocinas co-estimuladoras. Exame histológico de lesões em regressão 

mostram grande infiltrado de linfócitos T CD4+ e CD8+ expressando marcadores de 

ativação celular e moléculas de adesão requeridas para o tráfego de linfócitos no 

endotélio (Stanley, 2001; Stanley, 2006; 2010).  
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O HPV tem mecanismos eficientes que evitam uma apresentação efetiva de 

antígenos pelas APC aos linfócitos através de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC). As proteínas E5 e E7 reprimem a atividade da cadeia 

pesada das moléculas da classe I do MHC e suprimem a apresentação de antígeno 

pelas moléculas da classe II do MHC. As oncoproteínas do HPV podem evitar a 

atividade dos IFN-α e IFN-β e de citocinas, como a interleucina-18, necessários para 

a resposta imune celular (Tindle, 2002; Stanley, 2006; 2010).  

 

 

2.4.5 – Persistência da infecção versus clearence viral  

 

A maioria das infecções por papilomavírus são transitórias e resolvem-se 

espontaneamente. A maioria das infecções cervicais por HPV, incluindo os tipos de 

alto risco, torna-se indetectável entre um a dois anos. Presumivelmente, elas são 

controladas completamente pelo sistema imune mediado por células ou estão em 

um estado de latência, caracterizado por uma expressão restrita das proteínas 

precoces virais E1 e E2. Se há falha imunológica no controle do vírus, uma infecção 

persistente, com altos níveis de replicação de HPV, é estabelecida (Ferenczy e 

Franco, 2002; Schiffman e Kjaer, 2003; Bodily e Laimins, 2011) 

A persistência da infecção pelo HPV, caracterizada por uma infecção 

detectável de longa duração, é incomum quando comparada ao clearence viral. De 

um ponto de vista prático, a persistência pode ser definida como a detecção do 

mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes por um período de tempo. Não existe 

consenso deste tempo de detecção, e sim uma tendência de se considerar 18 

meses, de acordo com o curso natural da infecção genital por HR-HPV. O HPV é 

altamente infeccioso, com período de incubação de 3 semanas a 8 meses após a 

infecção. O vírus estabelece infecção produtiva e NIC 1. A eliminação do vírus é 

associada com resposta imune, tanto celular, quanto humoral. Cerca de 80% a 90% 

das infecções têm remissão clínica. Entretanto, infecção subclínica pode persistir por 

tempo indeterminado. Essas infecções persistentes podem progredir para NIC 2, 

NIC 3 e, posteriormente, câncer cervical invasor, em cerca de 10% a 20% dos 

casos. (FIGURA 6) (Tindle, 2002; Schiffman e Kjaer, 2003; Stanley, 2006; 2010).  
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FIGURA 6 - História natural da infecção genital por HPV. HPV é altamente infeccioso, com 

período de incubação de 3 semanas a 8 meses após a infecção. Então, o vírus 
estabelece infecção produtiva e NIC 1. A eliminação do vírus é associada com resposta 
imune celular. Entretanto, infecção subclínica pode persistir por tempo indeterminado. 
Infecções persistentes podem progredir para NIC 2, NIC 3 e, posteriormente, câncer 
cervical invasor. 

Fonte: Stanley, 2010. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos). 

 
 
2.4.6 – Progressão da infecção para neoplasia intraepitelial cervical  

 

Na ausência de regressão, as lesões intraepiteliais podem persistir e podem, 

em alguns casos, progredir para câncer cervical invasor. A persistência do HPV na 

mucosa cervical é crucial para o desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical 

e do câncer cervical invasor (Schiffman e Kjaer, 2003; Doorbar, 2005; Moscicki et al., 

2006). As lesões cervicais de baixo grau (NIC 1) relembram infecções produtivas 

causadas por HPV, enquanto as lesões de alto grau (NIC 2 e NIC 3) têm uma fase 

proliferativa com ruptura do gene da proteína E2 e integração do DNA do vírus no 

genoma celular (Middleton et al., 2003; Thomison et al., 2008). A integração neste 

ponto preserva as regiões dos genes das oncoproteínas E6 e E7 e elimina a 

modulação negativa da proteína E2. Assim, os eventos mais importantes na 

progressão da lesão produtiva para uma neoplasia de alto grau podem ser resultado 

de uma desregulação na expressão das proteínas transformantes E6 e E7, que leva 

ao aumento da proliferação celular nas camadas inferiores do epitélio e de uma 

inabilidade para reparar corretamente o DNA celular (Von Knebel Doeberitz, 2002). 
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A progressão de NIC 3 para câncer cervical invasor usualmente ocorre nas lesões 

que contêm cópias múltiplas do genoma viral integrado ao genoma celular, com 

consequente expressão elevada de E7, e instabilidade genômica celular (Zur 

Hausen, 2002; Doorbar, 2005).  

A determinação de fatores virais que desempenham papel na patogênese da 

neoplasia cervical é importante para distinguir mulheres com alto risco de 

persistência da infecção pelo HPV e de progressão para carcinoma invasor. Dentre 

os fatores virais, os mais importantes são o tipo de HPV, a quantificação da carga 

viral por ferramentas da biologia molecular e a determinação da integração do DNA 

viral no genoma da célula hospedeira (Zur Hausen, 2002; Wang e Hildesheim, 2003; 

Scheurer et al., 2005; Brummer et al., 2006; Song et al., 2006).  

 

 

2.5 – Neoplasia intraepitelial cervical  

 

O conceito de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) foi empregado, em 1973, 

para se referir a um espectro de alterações citológicas e arquiteturais intraepiteliais 

que se iniciariam com a displasia leve e culminariam com o carcinoma invasor 

(Crum, 2003). Essa classificação tem grande importância histórica e prática, porque 

representa o principal modelo teórico de identificação morfológica de lesões 

precursoras de câncer cervical (Mount et al., 2003). Esta divisão determina a 

existência de três graus de lesões precursoras: NIC 1, equivalente à displasia leve e 

com distúrbios celulares comprometendo o terço inferior do epitélio; NIC 2, 

equivalente à displasia moderada e com distúrbios celulares comprometendo os dois 

terços inferiores do epitélio; NIC 3, correspondendo a displasia acentuada, severa ou 

carcinoma in situ e com distúrbios celulares comprometendo toda a espessura do 

epitélio (Mount et al., 2003).  

No final de 1980, para aproximar a classificação morfológica com a própria 

historia natural destas lesões intraepiteliais cervicais associadas à infecção por HPV, 

o sistema Bethesda de classificação das lesões cervicais pré-invasivas foi 

introduzido, dividindo as lesões cervicais em dois grupos funcionais. A classificação 

Bethesda utiliza o termo genérico lesão intraepitelial escamosa (LIE) de baixo (NIC 

1) ou de alto grau (NIC 2/3). (Crum, 2003; Mount et al., 2003; Schneider, 2003; 

Crothers, 2005). As lesões intraepiteliais escamosas de baixo grau correspondem à 
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NIC 1 e as lesões intraepiteliais escamosas de alto grau às NIC 2 e NIC 3. Desta 

forma, a interpretação das lesões epiteliais precursoras do câncer cervical permite a 

correlação com a sua patogênese, ou seja, a observação das características 

morfológicas observadas no epitélio, tanto na camada basal, pela proliferação das 

células basais, quanto nos estratos superficiais, pela coilocitose, indicam uma 

infecção produtiva por HPV na NIC 1 (FIGURA 7). 

 

 

FIGURA 7 - Mucosa ectocervical com NIC 1. A e B – características histopatológica e 

citopatológica da infecção produtiva por HPV, representadas por coilócitos nas 
camadas superficiais do epitélio e nas células superficiais e intermediárias esfoliadas. 
Os coilócitos apresentam cariomegalia, hipercromasia nuclear, irregularidade do 
contorno da carioteca e halo claro citoplasmático perinuclear com reforço periférico. 
Presença também de células inflamatórias. C - atipias das células basais epiteliais 
restritas ao terço inferior epitelial e representadas por cariomegalia, cromatina 
heterogênea e FIGURA atípica de mitose. Observam-se linfócitos intraepiteliais. D - 
agrupamento de células intermediárias com cariomegalia, cromatina heterogênea, 
nucléolos inconspícuos e aumento da relação núcleo/citoplasma (A e C: HE aumento 
400X; B e D: Papanicolaou aumento 400X) 

Fonte: Rosai, 2011.  

 

 

A   
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Da mesma forma, as características marcantes da displasia, especialmente 

as atipias celulares e a desorganização arquitetural do epitélio, são observadas na 

NIC 2/3. A interpretação dessas lesões epiteliais precursoras de alto grau também 

permitem o estabelecimento de correlação das características morfológicas 

observadas no epitélio, marcadas pela perda da polaridade e da maturação 

celulares, à ausência de infecção produtiva por HPV na NIC 2/3 (FIGURA 8). 

 

 

FIGURA 8 - Mucosa ectocervical com NIC 2/3. A - epitélio escamoso com atipias das células 

basais comprometendo dois terços da espessura total e diferenciação escamosa 
restrita ao terço superficial do epitélio. As células basais atípicas caracterizam-se por 
cariomegalia, hipercromasia nuclear, cromatina heterogênea. B - grupamento de 
células basais atípicas com grande aumento da relação núcleo/citoplasma, 
hipercromasia nuclear e contornos irregulares da carioteca. C - proliferação de células 
atípicas comprometendo toda a espessura do epitélio, sem evidência de diferenciação 
e maturação escamosa. D - predomínio de células com maturação anormal, 
disceratóticas, com hipercromasia nuclear e cromatina grosseira, em meio a exsudato 
inflamatório neutrofílico (A e C: HE aumento 400X; B e D: Papanicolaou aumento 
400X).  

Fonte: Rosai, 2011.   
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2.5.1 – Diagnóstico da neoplasia intraepitelial cervical  

 

O diagnóstico da neoplasia intraepitelial cervical é realizado através do 

emprego integrado e coordenado dos métodos de citologia cervical, colposcopia, 

histopatologia e, mais recentemente, de técnicas de moleculares. 

Desde sua descrição por George Papanicolaou, em 1940, o método 

permanece essencialmente o mesmo, baseando-se na interpretação morfológica de 

esfregaços de células epiteliais da superfície do colo uterino. Dentre os critérios 

citológicos selecionados para análise, incluem-se tamanho nuclear/tamanho celular, 

forma do núcleo, intensidade de coloração do núcleo, forma da membrana nuclear, 

dentre outros (Von Knebel Doeberitz, 2002; Gravitt e Jamshidi, 2005).  

O sucesso do teste de Papanicolaou é dependente de vários fatores pré-

analíticos, analíticos e pós-analíticos, como experiência do ginecologista, coleta 

adequada das amostras, fixação imediata dos esfregaços em álcool, interpretação 

padronizada dos achados citopatológicos, seguimento clínico do teste anormal, 

tratamento da lesão precursora confirmada e, fundamentalmente, a frequência de 

repetição do teste (Gravitt e Jamshidi, 2005).   

Diante de um teste de Papanicolaou anormal, apresentando como resultado 

células atípicas de significado indeterminado (ASCUS) ou lesão intraepitelial 

escamosa de baixo ou de alto grau, é indicada uma colposcopia. O exame 

colposcópico envolve uma visualização mais rigorosa e magnificada do colo uterino, 

associada à aplicação de solução de ácido acético 3% a 5%. A observação de áreas 

suspeitas ou irregulares na superfície cervical indica uma biópsia (FIGURA 9) 

(Gravitt e Jamshidi, 2005).  

O exame histopatológico da biópsia de uma área suspeita à colposcopia é 

considerado padrão ouro para o diagnóstico da neoplasia cervical. A graduação 

histopatológica da biópsia cervical usa a terminologia NIC. A classificação pelo 

sistema NIC equivale à categorização das lesões intraepiteliais escamosas pelo 

sistema Bethesda, onde lesão intraepitelial escamosa de baixo grau inclui NIC 1 e 

lesão intraepitelial escamosa de alto grau inclui NIC 2 e NIC 3 (Gravitt e Jamshidi, 

2005).  

Correntes algoritmos para o diagnóstico da neoplasia cervical recomendam o 

uso de testes diagnósticos para a detecção do DNA do HPV em caso de citologia 

alterada. Estes testes para verificação do DNA do HPV utilizam as metodologias da 
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captura híbrida e da reação em cadeia da polimerase (PCR). A captura híbrida 

(Digene Diagnostics, Maryland) é um teste de hibridização molecular com detecção 

dos híbridos DNA/RNA por reação enzima-substrato e leitura por 

quimioluminescência. A captura híbrida é desenhada para detectar um ou mais dos 

treze tipos de HPV mais associados com a neoplasia cervical (HPV 16, 18, 31, 33, 

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). Testes para verificação do DNA do HPV são 

usados para melhor interpretar resultados equivocados no rastreamento, por 

exemplo, ASCUS, ou em combinação com a colpocitologia como um método mais 

sensível. Os resultados positivos para HPV no teste de DNA também indicam o 

exame colposcópico. Durante a colposcopia, as áreas do colo uterino suspeitas de 

lesão são biopsiadas para exame histopatológico e diagnóstico final (Gravitt e 

Jamshidi, 2005).  

 

 

FIGURA 9 - Algoritmo para diagnóstico da neoplasia cervical  

Fonte: Gravitt e Jamshidi, 2005. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos).  
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2.5.2 – Prevenção da neoplasia intraepitelial cervical  

 

 

2.5.2.1 – Prevenção primária da infecção pelo HPV  

 

O desenvolvimento de vacinas com partículas semelhantes ao vírus (VLP) 

utilizando a proteína L1 do HPV é o maior avanço potencial na prevenção do câncer 

cervical. A tecnologia da recombinação genética ou DNA recombinante permitiu o 

desenvolvimento de vacinas profiláticas para o HPV altamente imunogênicas. 

Diversos estudos de fase 1, 2 e 3 revelaram que a injeção intramuscular das VLP 

dos HPV 6, 11, 16 e 18 são capazes de estimular resposta humoral muitas vezes 

superior à encontrada após a infecção natural, e que a proteção é mediada por 

anticorpos presentes nas secreções cervicais ou no soro exsudado por traumas 

cervicais microscópicos (Schiffman et al., 2007; Schiffman et al., 2011).  

No Brasil, duas vacinas estão disponíveis e aprovadas pela Agência Nacional 

de Controle de Vigilância Sanitária (ANVISA) para uso no Brasil, sendo uma 

quadrivalente (Gardasil, Merck®) e outra bivalente (Cervarix, Glaxo-Smith-Kline®) 

(Linhares e Villa, 2006). Desde Março de 2014, as vacinas contra o HPV fazem parte 

do calendário de vacinação, sendo gratuita no SUS para meninas entre 9 e 13 anos 

de idade. As meninas nesta faixa etária devem receber duas doses da vacina. A 

segunda dose deve ser oferecida 6 meses após a primeira. Os preços das vacinas 

bivalente e tetravalente são, em média, de R$ 200,00 e R$ 350,00, respectivamente, 

em clínicas particulares. 

Importantes limitações e questões permanecem sobre o uso das vacinas VLP, 

como cobertura para a grande variedade viral, duração da proteção, eficácia, idade 

da indicação e uso em homens. As respostas para estas questões necessitam de 

mais estudos populacionais (Schiffman et al., 2007; Schiffman et al., 2011).  

Embora o desenvolvimento e o uso de vacinas VLP anti-HPV demonstrem 

tendências na redução da infecção e consequentemente da neoplasia cervical 

associada ao HPV, é fundamental também salientar a necessidade simultânea do 

desenvolvimento de testes para o diagnóstico precoce da infecção persistente por 

HPV e para predição da evolução destas infecções para neoplasia cervical.  
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2.5.2.2 – Rastreamento 

 

As estratégias de prevenção secundária da neoplasia cervical consistem no 

diagnóstico precoce das lesões assintomáticas do colo uterino. As principais 

metodologias para o rastreamento compreendem a colpocitologia oncológica ou 

teste de Papanicolaou, colposcopia, citologia em meio líquido, exame 

histopatológico e, mais recentemente, os testes de detecção do DNA do HPV em 

esfregaços citológicos ou amostras histopatológicas (Pinho et al., 2003; Schiffman et 

al., 2007; Thomison et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009; Stanley, 2010; Schiffman et 

al., 2011). 

Os diagnósticos citopatológico e anatomopatológico precisos das lesões 

mediadas por HPV têm importantes implicações para orientar o tratamento, seja 

indicar tratamento cirúrgico ou observar a evolução das lesões. Entretanto, a 

elevada variabilidade intra e interobservador nas interpretações e classificações cito 

e histopatológica limitam o tratamento preciso porque tanto o exame citológico do 

esfregaço cervical, o teste de Papanicolaou, quanto o exame histopatológico da 

biópsia do colo uterino, baseiam-se na interpretação subjetiva de critérios 

morfológicos. Embora o exame histopatológico da biópsia continue o padrão ouro 

para o diagnóstico da NIC, erros no diagnóstico do grau da lesão ocorrem em cerca 

de 33% a 50% dos casos (Stanley, 2010; Schiffman et al., 2011).  

No Brasil, o rastreamento populacional é recomendado prioritariamente para 

mulheres entre 25 e 60 anos, com periodicidade de um ou três anos, após um 

resultado anormal ou dois exames consecutivos normais, respectivamente. Segundo 

a Organização Mundial de Saúde (OMS), para se obter um impacto significativo na 

mortalidade por câncer cervical, a cobertura de rastreamento deve atingir 80% ou 

mais da população-alvo (Estimativa, 2010).  

Registrou-se no Sistema de Informação Ambulatorial (SIA), no ano de 2008, a 

realização de 11,8 milhões de exames citopatológicos do colo uterino, dos quais 

mais de 70% foram realizado na população-alvo, representando um aumento de 

46% na oferta em relação a 1998, ano da primeira campanha do Programa Viva 

Mulher. Entretanto, essas estimativas considerou apenas o envio dos dados 

primários até o ano de 2008, desconsiderando-se dados do período que foram 

recebidos posteriormente (Estimativa, 2010).  
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O importante estudo americano ALTS (ASCUS / LSIL Triage Study) avaliou 

três algoritmos diferentes para conduta em pacientes com anormalidades 

citopatológicas de baixo grau. Eles incluiam colposcopia com biópsia imediata, 

citologia de repetição e teste para detecção do DNA de HPV, para verificar, 

principalmente, a eficácia da citologia de repetição versus testes de DNA do HPV. 

Todas as pacientes foram submetidas a colposcopia para biópsia e diagnóstico 

histopatológico definitivo. Como resultados mais expressivos, os testes do DNA do 

HPV foram positivos em mais de 86% dos casos de NIC 1 e 95% de NIC 2/3, com 

valores preditivos positivo e negativo de 20% e 99%, respectivamente, neste último 

grupo. A citologia de repetição apresentou sensibilidade de 85% e valores preditivos 

positivo de 17% e negativo de 96%, permitindo a conclusão de equivalência entre os 

dois grupos (Schiffman e Kjaer, 2003; Stoler, 2003; Thomison et al., 2008).  

O estudo ALTS também avaliou a reprodutibilidade interobservador de 

diagnósticos em esfregaços citológicos e nas biópsias colposcópicas. Os dados do 

ALTS confirmaram que a variabilidade do diagnóstico histológico, padrão ouro para 

definição da NIC, foi tão elevada quanto a variabilidade do diagnóstico citológico. 

Apenas 43% dos esfregaços com diagnóstico prévio de ASCUS foram confirmados 

pelo grupo revisor. Com relação ao exame histopatológico, a maioria das 

divergências ocorreram no diagnóstico de NIC 1, com apenas 42% de concordância 

(Thomison et al., 2008; Schiffman et al., 2011).  

A análise dos dados da literatura, incluindo estudos brasileiros, deixa evidente 

a enorme variedade nas medidas de acurácia entre os diversos estudos, ampliando 

o significado dos resultados incorretos decorrentes da infecção por HPV, sem 

necessariamente caracterizarem desregulação celular do epitélio infectado. Desta 

forma, os principais métodos atualmente disponíveis para o rastreamento do câncer 

cervical têm importantes limitações para indicar, com precisão, o significado das 

alterações decorrentes da progressão da NIC (FIGURA 10), bem como distinguir a 

infecção viral produtiva, predominante na lesão intraepitelial de baixo grau (NIC 1) e 

não associada diretamente à transformação neoplásica, da infecção não produtiva, 

predominante na lesão intraepitelial de alto grau (NIC 2/3), com integração viral no 

genoma celular e diretamente associada à transformação neoplásica (Von Knebel 

Doeberitz, 2002; Thomison et al., 2008; Schiffman et al., 2011).  
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FIGURA 10 - Acurácia dos testes DNA-HPV e Papanicolaou para o diagnóstico da 
neoplasia cervical. Etapas da história natural da infecção por HPV e neoplasia 

cervical, representadas por caixas vermelhas, e resultados dos testes de 
rastreamento DNA HPV e Papanicolaou, representados por barras laranja e rosa, 
respectivamente. Os resultados falso positivo dos testes DNA HPV e Papanicolaou 
são representados por barra marrom. A intensidade da cor representa a quantidade 
de resultados positivos. Elevados valores de resultados falso positivo para neoplasia 
intraepitelial cervical são observados tanto para o teste Papanicolaou quanto para o 
teste DNA HPV. O teste ideal apresentaria elevada acurácia para o diagnóstico da 
neoplasia no curso da infecção por HPV.  

Fonte: Von Knebel Doeberitz, 2002. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos).  

 

 

2.5.3 – Aplicação clínica de biomarcadores na neoplasia intraepitelial cervical  

 

No que se refere à aplicação clínica de biomarcadores, existem vários 

estudos e pesquisas tentando identificar moléculas reguladoras do ciclo e da 

proliferação celulares úteis na determinação da progressão da neoplasia 

intraepitelial cervical. Como exemplo, as proteínas p16, p14, Ki67, ProEx C, MCM5, 

p105, p107, RB2/p130, E2F4, p21 e Ciclina A, representam as moléculas mais 

estudadas (Santopietro et al., 2006).  

A infecção persistente por HPV é significativamente associada com a 

progressão da lesão intraepitelial de baixo grau para alto grau e carcinoma invasor, 

por meio da ação de suas oncoproteínas E5, E6 e E7, que promovem desregulação 

do ciclo celular e proliferação celular anormal (Von Knebel Doeberitz, 2002; 

Thomison et al., 2008; Bodily e Laimins, 2011; Schiffman et al., 2011).  

O ciclo celular é controlado por uma família de proteínas cinases, 

denominadas cinases dependentes de ciclina (Cdk), que tem como atividade básica 
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a fosforilação de outras proteínas substrato. As Cdk desempenham sua função 

cinase apenas quando associadas às ciclinas, constituindo os complexos ciclina-

Cdk, cuja atividade é dependente do padrão cíclico de acúmulo e degradação da 

ciclina (Jordão e Andrade, 2000; Brenna e Syrjänen, 2003).  

Durante a fase G1 do ciclo celular, a ciclina D se liga e ativa a Cdk4, 

formando o complexo ciclina D-Cdk4 que fosforila proteína pRB e libera o fator E2F, 

essencial para a progressão do ciclo através da fase G1. A atividade dos complexos 

ciclina-Cdk é regulada por proteínas inibidoras e ativadoras. A p16 compete com a 

ciclina D e inibe a capacidade do complexo D-Cdk4 de fosforilar a pRB (Abbas et al., 

2005).  

Superexpressão de p16 ocorre na neoplasia cervical como resultado da 

inativação de pRB pela oncoproteína viral E7. O padrão de expressão de p16 tem 

sido extensivamente investigado e demonstra forte associação com displasia 

cervical (Hu et al., 2005; Kalof et al., 2005; Murphy et al., 2005; Kalof e Cooper, 

2006; Cuschieri e Wentzensen, 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts e Bose, 2009; 

Romagosa et al., 2011).  

O valor da proteína p16INK4A como biomarcador da infecção por HPV e 

neoplasia intraepitelial é objeto de estudos que procuram relacionar a expressão de 

p16 em células epiteliais cervicais neoplásicas com infecção por HPV e grau da 

neoplasia (Kalof e Cooper, 2006).  

A integração do DNA do HPV no genoma humano resulta em superexpressão 

das oncoproteínas E6 e E7. Assim a integração do DNA do HPV se correlaciona 

fortemente com o nível de p16 na célula do hospedeiro infectada (Peitsaro et al., 

2002; Cuschieri e Wentzensen, 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts e Bose, 2009; 

Romagosa et al., 2011).  

Considerando a alta concordância entre a expressão de p16 e a progressão 

das lesões intraepiteliais de baixo para alto grau, postula-se que p16 pode contribuir 

para distinguir as lesões de baixo grau com risco aumentado de progressão para 

lesão de alto grau e câncer invasor (Kalof e Cooper, 2006).  

Na avaliação imuno-histoquímica de amostras de colo uterino utilizando p16, 

há diminuição da variabilidade intraobservador no diagnóstico das lesões 

intraepiteliais cervicais, principalmente no diagnóstico das lesões intraepiteliais de 

alto grau, caracterizando a imuno-histoquímica para p16 como acurada no 

diagnóstico de NIC 2 e NIC 3 (Thomison et al., 2008). Entretanto, questões 
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fundamentais para a avaliação clínica de p16, como falta de padronização na 

preparação das amostras para imuno-histoquímica e nos critérios para interpretação 

dos cortes histopatológicos, têm reduzido a reprodutibilidade do método e dificultado 

a interpretação dos dados de diferentes estudos sobre p16. Por conseguinte, as 

evidências disponíveis não permitem a formulação de recomendações definitivas 

sobre as aplicações da p16 na prática clínica (Tsoumpou et al., 2009).  

Neste cenário de limitações da aplicação dos primeiros biomarcadores 

descritos na prática clínica, a proteína RAP1, uma pequena GTPase da superfamília 

RAS, desponta como candidata a biomarcador da NIC e alvo antitumoral no câncer 

cervical.  

 

 

2.6 – Proteína RAP1  

 

Existem evidências cumulativas indicando o potencial envolvimento da 

proteína RAP1 e de suas proteínas regulatórias GEF e GAP nos distúrbios de 

proliferação e diferenciação epiteliais e hematopoiéticos. Tem sido demonstrado que 

a ativação constitutiva de RAP1 e sua localização subcelular, em consequência da 

degradação de proteínas reguladoras da família SPA-1, transformam in vitro células 

epiteliais infectadas pelo HPV. Camundongos deficientes da proteína SPA-1 

desenvolvem neoplasias hematológicas. Estas evidências demonstram que a 

regulação aberrante de RAP1 pode induzir transformação maligna de células 

epiteliais (Hattori e Minato, 2003; Mitra et al., 2003; Singh et al., 2003; Kometani et 

al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).  

 

 

2.6.1 – Regulação da sinalização RAP1 

 

RAP1, membro das pequenas GTPases da superfamília RAS, foi descoberta 

como um produto do gene K-ver que revertia a transformação induzida por RAS em 

fibroblastos. RAP1 tem duas isoformas, RAP1A e RAP1B, com homologia de 95%, 

que são produtos de dois genes localizados nos cromossomos 1 e 12, 

respectivamente (Mitra et al., 2003; Lafuente et al., 2007).  
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Dentre as GTPase monoméricas estruturalmente similares à RAS, a proteína 

RAP1 funciona como transdutor bioquímico que regula o crescimento, diferenciação, 

sobrevida e adesão das células eucariotas, alternando sua conformação entre uma 

forma inativa ligada ao GDP, RAP1-GDP, e uma forma ativa ligada ao GTP, RAP1-

GTP. Esta alternação cíclica é mediada por fatores permutadores do nucleotídeo 

guanina (GEF), os ativadores, e por proteínas ativadoras de GTPase (GAP), as 

inativadoras. GEF facilita a liberação de nucleotídeos ligados a RAP1, enquanto 

GAP ampliam a atividade intrínseca GTPase de RAP1 de hidrolisar GTP a GDP (Bos 

et al., 2001; Farina et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).  

Em contraste à diversidade molecular de GEF, somente duas famílias de GAP 

específicas para RAP1 compartilham um domínio catalítico relacionado à GAP 

(GRD). Elas são as proteínas RAP GAP e as proteínas da família SPA-1. A família 

SPA-1 consiste de proteínas relacionadas estruturalmente, incluindo SPA-1, E6TP1 

e isoformas semelhantes à SPA-1 (SPA-Ls). A proteína protótipo da família, SPA-1, 

foi isolada como uma proteína induzida por estímulos mitogênicos em células linfo-

hematopoéticas (Hattori e Minato, 2003). SPA-1 está altamente expressa em células 

linfóides e sua deficiência está ligada ao desenvolvimento de desordens 

mieloproliferativas, associadas ao acúmulo anormal de RAP GTP (Kometani et al., 

2004).  

 

 

2.6.2 – Funções biológicas de RAP1 

 

Atualmente, a maioria dos estudos esclarece que RAP1 GTPase funciona 

independentemente de RAS e inicia eventos de sinalização celular em plaquetas e 

neutrófilos. RAP1 é ativada em linfócitos pelo TCR e CD28, em linfócitos B por 

ligação ao receptor das células B e em fibroblastos pela ligação ao EGF e PGDF 

(Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).  

Embora as vias bioquímicas que são reguladas por RAP1 GTPase 

permaneçam indeterminadas, recentes estudos também têm elucidado o papel 

funcional de RAP1 na fisiologia celular.  Em células epiteliais, RAP1 regula a 

formação do contato célula-célula através da E-caderina. Nas células HEK293, fator 

de crescimento dos hepatócitos (HGF) ativa RAP1 via cascata de eventos que 

envolve o receptor HGF (Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).  
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RAP1 está envolvida na adesão celular mediada por integrina de células 

hematopoéticas e migração transendotelial de linfócitos T. RAP1 também está 

envolvida na adesão de células hematopoiéticas induzida por citocinas mediada pela 

β1 integrina (FIGURA 11) (Hattori e Minato, 2003; Mitra et al., 2003; Singh et al., 

2003; Kometani et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).  

 

 

FIGURA 11 - Funções biológicas e regulação da proteína RAP1. A proteína RAP1 

encontra-se na célula ou no estado inativo, RAP1GDP, ou ativo, 
RAP1GTP. A ativação é mediada pela ação de fatores permutadores do 
nucleotídeo guanina como C3G, CalDAG, Epac, PDZ e DOCK-4, e a 
inativação por proteínas ativadoras de GTPase como E6TP1, SPA-1 e 
RAP GAP. No estado ativo, RAP1 participa de importantes funções de 
diferenciação e regulação da proliferação celulares, por meio dos efetores 
moleculares B-Raf e ERK, além das relevantes funções mediadas por 
integrina de adesão e migração celulares e fagocitose. Anormalmente 
expressa, como resultado a ação da oncoproteína viral E6, RAP1 está 
envolvida na carcinogênese. 

Fonte: Kometani et al., 2004. (Houve alteração na ilustração, para fins didáticos).  

2.6.3 – RAP1 e carcinogênese 
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A proteína RAP1 pode contribuir positivamente para sinalização mitogênica e 

exercer um efeito positivo ou negativo no crescimento e diferenciação celulares, 

dependendo do tipo de célula, e pode ter diferentes funções celulares dependendo 

de sua localização subcelular. Nas glândulas salivares e plaquetas, RAP1 tem sido 

localizada nos grânulos secretores, regulando a formação do grânulo e exocitose. 

Proteínas RAP1 também têm sido localizadas na organela de Golgi, membrana 

plasmática e em regiões perinucleares de células inflamatórias (Farina et al., 2004; 

Frische e Zwartkruis, 2010).  

Mais recentemente, RAP1 tem sido encontrada altamente expressa no núcleo 

de células do carcinoma de células escamosas. Nestas células, RAP1-GTP 

transloca-se para o núcleo, enquanto a RAP1-GDP é retida no citoplasma, numa 

distribuição perinuclear. Estas novas descobertas, sobre a translocação de RAP1-

GTP para o núcleo celular, tornam RAP1 a segunda, dentre as mais de 100 

pequenas proteínas ligantes de GTP, identificada no núcleo celular e sugerem que 

RAP1 ativada no núcleo das células do carcinoma de células escamosas 

desempenha papel no processo de transformação neoplásica (Mitra et al., 2003; 

Farina et al., 2004; Zheng et al., 2009; Frische e Zwartkruis, 2010).  

Em outras neoplasias, a atividade de RAP1 pode estar aumentada, devido à 

hipoexpressão dos seus inibidores GAP, como descrito nos carcinomas de mama, 

tireoide e pâncreas, ou devido a hiperexpressão dos seus ativadores GEF, como 

encontrado nos carcinomas de pulmão, ovário, melanoma e, ultimamente, próstata 

(Hirata et al., 2004; Zhang et al., 2006; Nellore et al., 2009; Zheng et al., 2009; 

Furstenau et al., 2011).  

Assim, torna-se relevante estudar alterações nos níveis de expressão da 

proteína RAP1 na neoplasia cervical associada à infecção por HPV, especialmente 

na NIC 1, que está associada à infecção produtiva pelo HPV, dada a influência direta 

ou ação das oncoproteínas virais nas vias de regulação da proteína RAP1, com o 

propósito de identificação de biomarcador diagnóstico, prognóstico ou terapêutico da 

NIC. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 – METODOLOGIA 
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3.1 – Aspectos éticos  

 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais–COEP, Brasil (CAAE-0397.0.203.245-09) (Anexo 1). 

 

 

3.2 – Amostras teciduais  

 

 

Um total de 319 amostras de biópsias de colo uterino, fixadas por formalina e 

armazenadas em parafina, provenientes do Laboratório de Anatomia Patológica do 

Hospital das Clínicas (HC) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e do 

Laboratório de Anatomia Patológica e Citopatologia do Instituto Hermes Pardini 

(IHP), no período entre 2006 e 2010, foram utilizadas neste estudo. Tais amostras 

incluíram, inicialmente, 65 amostras de mucosa não displásica (MND), alterada por 

inflamação e sem efeito citopático viral, 102 amostras de mucosa cervical alterada 

por lesão intraepitelial escamosa de baixo grau com infecção pelo HPV, 

correspondendo à NIC 1, 85 amostras de mucosa cervical alterada por lesão 

intraepitelial escamosa de alto grau, correspondendo à mucosa cervical com NIC 2/3 

e, 67 amostras de mucosa cervical com carcinoma de células escamosas invasor 

(CCE). 

Após análise dos critérios de inclusão e exclusão (vide tópico 3.3 – Critérios 

de inclusão e exclusão), foram realizadas, em sequência, a detecção e genotipagem 

do HPV, a imuno-histoquímica, a morfometria e a expressão gênica, de acordo com 

o delineamento metodológico abaixo (FIGURA 12):  
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FIGURA 12 - Delineamento metodológico do estudo. 

 

O cálculo do número de amostras foi estabelecido considerando-se a 

prevalência dos diagnósticos citopatológicos e histopatológicos de NIC 1 e NIC 2/3 

associada à infecção por HPV no Brasil como 3% e 2%, de acordo com as Diretrizes 

brasileiras para o rastreamento do câncer do colo do útero INCA (2011), 

respectivamente, com erro padrão de 1%.  
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3.3 – Critérios de inclusão e exclusão 

 

Foram selecionados, aleatoriamente, laudos histopatológicos de biópsias de 

colo uterino, de peças de cirurgia de alta frequência e de histerectomia dos 

laboratórios de Anatomia Patológica do HC-UFMG e do IHP com os diagnósticos 

abaixo:  

a) Diagnóstico de cervicite crônica inespecífica (mucosa cervical com 

inflamação crônica, sem evidência de efeito citopático viral).  

b) Diagnóstico de neoplasia intraepitelial cervical (mucosa escamosa cervical 

com lesão intraepitelial de baixo ou de alto grau).  

c) Diagnóstico de carcinoma de células escamosas invasor do colo uterino 

(mucosa cervical com neoplasia epitelial escamosa invasora).  

Após a seleção dos casos, as lâminas histológicas e os blocos de parafina 

correspondentes foram desarquivados e avaliados. Foram excluídos do estudo os 

casos com representatividade tecidual insuficiente, com estado desfavorável de 

fixação e com fragmentação acentuada da amostra.  

 

 

3.4 – Revisão e classificação das amostras 

 

As amostras de biópsias selecionadas aleatoriamente, conforme número 

previamente estabelecido no cálculo amostral, foram revisadas e reclassificadas, 

segundo as especificações abaixo, para maior uniformidade dos critérios:  

a) Mucosa não displásica (MND): mucosa escamosa sem sinais de efeito 

citopático patognomônicos da infecção por HPV (atipias coilocitóticas).  

b) Mucosa cervical alterada por lesão intraepitelial: Segundo parâmetros do 

sistema Bethesda de 2001, as lesões cervicais não invasoras são subdivididas em 

dois grupos funcionais:  

b1 – Neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 (NIC 1): mucosas cervicais 

com alterações características da infecção pelo HPV. 

b2 - Neoplasia intraepitelial cervical de graus 2 e 3 (NIC 2/3): mucosas 

cervicais com displasia acometendo os dois terços inferiores ou toda a 

espessura do epitélio escamoso, respectivamente, associadas ou não a 

alterações características da infecção pelo HPV. 
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c) Mucosa cervical alterada por carcinoma de células escamosas invasor 

(CCE): mucosa escamosa com maturação e polaridade epiteliais alteradas e com 

sinais de invasão do estroma conjuntivo por células escamosas atípicas isoladas ou 

em agrupamentos, sendo a atipia celular caracterizada, principalmente, pelo 

pleomorfismo nuclear. 

 

 

3.5 – Imuno-histoquímica 

 

 

3.5.1 – Reação de imuno-histoquímica 

 

Lâminas com cortes parafinados de 5m de amostras de mucosa escamosa 

cervical foram desparafinadas em xilol e reidratadas em álcool. A recuperação da 

antigenicidade foi feita pelo aquecimento a 900C no vapor por 20 minutos em 

solução tampão 10mM Tris EDTA (pH 9,0) e em solução tampão de citrato de sódio 

(pH 6,0) (Shi et al., 2007; Shi et al., 2011).  

A coloração para imuno-histoquímica foi feita com os anticorpos primários 

policlonais de coelho anti-RAP1 A+B humana (ab401814, Abcam) e anti-RAP1 GAP 

humana (ab32373, Abcam) e com anticorpos primários monoclonais de camundongo 

anti-p16INK4A humana (551154, BD Bioscienses Pharmigen) e anti-Ki67 humana 

(550609, BD Bioscienses Pharmigen). Foram realizados testes englobando as 

diluições recomendadas pelos fabricantes, com os dois sistemas de detecção LSAB-

HRP (Dako) e Novolink (Novocastra), para definição da melhor diluição dos 

anticorpos. Posteriormente, foram definidas as diluições 1:25 e 1:40 para anti-RAP1 

A+B humana (ab401814, Abcam) e anti-p16INK4A humana (551154, BD 

Bioscienses Pharmigen), respectivamente, para uso com o sistema LSAB-HRP 

(Dako) e as diluições 1:120, 1:110, 1:200 e 1:75 para A+B humana (ab401814, 

Abcam), anti-p16INK4A humana (551154, BD Bioscienses Pharmigen), anti-RAP1 

GAP humana (ab32373, Abcam) e anti-Ki67 humana (550609, BD Bioscienses 

Pharmigen), respectivamente, para uso com o sistema Novolink (Novocastra). A 

peroxidase endógena foi bloqueada pela solução bloqueadora. Foram adicionados 

50µL do anticorpo primário, na diluição informada, por 50 minutos. Os cortes foram 

incubados com o sistema estreptavidina-biotina-peroxidase LSAB-HRP (Dako) e 
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sistema universal de detecção por polímeros Novolink (Novocastra), de acordo com 

as especificações do fabricante, e, posteriormente, com 200µL de solução 

reveladora contendo diamino-benzidina (DAB) (Dako) por 30 minutos. Os cortes 

foram imersos em Hematoxilina de Harris, para contra coloração, e avaliados por 

microscopia óptica. 

 

 

3.5.2 – Parâmetros de classificação 

 

 

3.5.2.1 – Avaliação óptica 

 

A reatividade das amostras foi primeiramente classificada (Primeira 

classificação) de acordo com as respectivas categorias de expressão imuno-

histoquímica de p16: percentual das células reativas, distribuição das células 

reativas na espessura do epitélio e a intensidade da reação, em 10 campos de 

grande aumento (40X) do microscópio óptico convencional. O percentual de células 

reativas foi estratificado em: Nível 0: ausente; Nível 1 ou esporádico: 

imunorreatividade em menos de 5% das células; Nível 2 ou focal: imunorreatividade 

observada entre 5 e 25% das células e Nível 3 ou difuso: imunorreatividade em mais 

de 25% das células. A categoria distribuição foi estratificada em: Nível 0: ausente; 

Nível 1 ou terço basal: imunorreatividade celular presente no terço basal da 

espessura do epitélio; Nível 2 ou dois terços: imunorreatividade celular presente em 

dois terços da espessura do epitélio e Nível 3 ou toda a espessura do epitélio: 

quando células imunorreativas ocupam todo o epitélio. A categoria intensidade da 

reação foi graduada como: Nível 0: ausente; Nível 1 ou fraco: equivalente a 1+; Nível 

2 ou médio: equivalente a 2+; Nível 3 ou forte: imunorreatividade forte, equivalente a 

3+ (FIGURA 13) (Klaes et al., 2001).  
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FIGURA 13 - Parâmetros imuno-histoquímicos da primeira classificação da 
expressão de p16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Negativo: 

ausência de reatividade. B) Células esporádicas no terço basal do epitélio, 
fracamente reativas. C) Células focais no terço basal do epitélio, 
intermediariamente reativas. D) Células difusas em dois terços do epitélio, 
fracamente reativas. E) Células difusas em dois terços do epitélio, 
intermediariamente reativas. F) Células difusas em toda a espessura do epitélio, 
fortemente reativas (A-F: Aumento 200X). 
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Posteriormente, numa segunda classificação imuno-histoquímica, as 

amostras com diagnóstico de MND, NIC 1 e NIC 2/3 foram classificadas de acordo 

com os seguintes critérios de expressão de p16: Nível 0: ausente; Nível 1: fraca e 

média reatividade em células distribuídas esporádica e focalmente no terço basal do 

epitélio; Nível 2: média e forte reatividade em células distribuídas focal e 

difusamente no terço basal da espessura epitelial; e Nível 3: média e forte 

reatividade em células distribuídas difusamente em dois terços ou toda a espessura 

epitelial (Galgano et al., 2010) (FIGURA 14). 

 

 

FIGURA 14 - Parâmetros imuno-histoquímicos da segunda classificação da 
expressão de p16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Negativo: 

ausência de reatividade. B) Nível 1: fraca e média reatividade em células 
distribuídas esporádica e focalmente no terço basal do epitélio. C) Nível 2: média 
e forte reatividade em células distribuídas focal e difusamente no terço basal da 
espessura epitelial. D) Nível 3: média e forte reatividade em células distribuídas 
difusamente em dois terços ou toda a espessura epitelial (A-D: Aumento 200X). 
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Para o biomarcador Ki67, a segunda classificação imuno-histoquímica adotou 

os seguintes critérios nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3: Nível 0: ausente; Nível 1:  

Reatividade em células dispersas do terço inferior do epitélio; Nível 2: Reatividade 

difusa no terço inferior do epitélio; Nível 3: Reatividade difusa em dois terços ou toda 

a espessura do epitélio (FIGURA 15). 

 

 
FIGURA 15 - Parâmetros imuno-histoquímicos da segunda classificação da 

expressão de Ki67 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Nível 0; B) 

Nível 1; C) Nível 2; e D) Nível 3. (A-D: Aumento 200X). 
 

Separadamente, as amostras com diagnóstico de CCE, foram classificadas 

de acordo com os seguintes critérios da expressão imuno-histoquímica de p16: Nível 

0: ausente; Nível 1: células coradas isoladamente; Nível 2: coloração presente em 

algumas ou mesmo maioria, mas não em todas as células; e Nível 3: positividade em 

todas as células neoplásicas (Cubilla et al., 2011) (FIGURA 16).  

 

 

A B 

C D 
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FIGURA 16 - Parâmetros imuno-histoquímicos da expressão de p16 para o grupo 
CCE. A - Negativo: ausência de reatividade em todas as células. B – Nível 1: 

células coradas isoladamente. C – Nível 2: coloração presente em algumas ou 
mesmo maioria, mas não em todas as células. D – Nível 3: positividade em todas as 
células neoplásicas (A-D: aumento 200X). 

Fonte: Cubilla et al., 2011. 

 

Para finalidade das medidas de acurácia de testes diagnósticos, os critérios 

estabelecidos para análise de resultados de imuno-histoquímica para p16 foram 

empregados como padrão-ouro para avaliação comparativa com a expressão das 

proteínas RAP1, RAP1GAP e Ki67.  

Também para finalidade das análises estatísticas comparativas entre grupos 

e de regressão logística, os níveis de reatividade imuno-histoquímica 0 (zero) e 1 

foram considerados como correspondentes à expressão basal dos biomarcadores 

RAP1, RAP1GAP, p16 e Ki67 e os níveis de reatividade imuno-histoquímica 2 e 3 

foram assumidos como hiperexpressão celular ou tecidual desses mesmos 

biomarcadores.   

 

 

A B 

C D 
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3.5.2.2 – Morfometria 

 

Após análise óptica, as lâminas foram fotografadas, em sequência, no 

microscópico AXIO da ZEISS e as imagens analisadas, comparativamente, pelo 

software AxioVision, para caracterização e classificação morfométricas da expressão 

proteica de RAP1 e p16 pelo índice de intensidade relativa (RI) (Furstenau et al., 

2011). O índice de intensidade relativa (RI) de coloração da expressão proteica foi 

construído adaptando-se os critérios de FURSTENAU (2010). Primeiramente, foram 

capturadas imagens policromáticas das amostras selecionadas com os mesmos 

ajustes fixos de contraste, balanço das cores e luminosidade. Em seguida, as 

imagens foram processadas pelo software AxioVision. Foram selecionadas dez 

áreas de 1 mm2 nas regiões de interesse do epitélio e do estroma e calculada a RI 

pela divisão da média aritmética da intensidade de pixels (Iestroma) do estroma pela 

média aritmética da intensidade de pixels do epitélio (Iepitélio), conforme a razão: RI = 

Iestroma/ Iepitélio.  

 

 

3.6 – Reação em cadeia da polimerase 

 

 

3.6.1 – Desparafinação e extração de DNA 

 

Cinco cortes de 10m de cada amostra foram colocados em tubos de 1,5 mL 

e submetidos à Desparafinação e à extração do DNA com o kit QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante.  

 

 

3.6.2 – Verificação da presença de inibidores  

 

A fixação de tecidos com formaldeído tem como consequência a 

fragmentação dos ácidos nucléicos e o acúmulo de substâncias inibidoras da PCR. 

Assim sendo, para verificação da integridade do DNA e da presença de inibidores da 

PCR nas preparações de DNA extraído, as amostras foram testadas pela PCR 

utilizando-se os iniciadores PC03 (5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3´) e PC04 (5’-
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CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), que resulta na amplificação de um fragmento de 

110 pb do gene de β-globina humano (Zehbe e Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000; 

Haws et al., 2004).  

Para amplificação do fragmento de 110 pb do gene β-globina humano foram 

utilizados 2L de DNA extraído de amostra parafinada; 2L de tampão STR10X 

Promega (500mM KCl, 100mM Tris-HCl, 15mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2mM 

dNTP) ; 0,3L de Gold Taq polimerase Promega (5U/L); 1L do iniciador senso 

(10M); 1L de iniciador anti-senso (10M) e H2O até o volume final de 20L. 

A amplificação ocorreu da seguinte forma: desnaturação inicial a 95°C por 4 

minutos, seguida de 40 ciclos, como se segue: 95°C por 1 minuto; pareamento a 

53°C por 1 minuto; extensão a 72°C por 2 minutos; e um passo final de extensão a 

72°C por 10 minutos. 

Dez µL do produto da PCR foram homogeneizados com 2µL de tampão de amostra 

10X (azul de bromofenol a 0,25%; xilenocianol a 0,25%; Ficoll 400 a 15% em 5X 

TBE) e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% em tampão TBE 1X 

(Tris-Borato-EDTA) a uma voltagem constante de 100V por cerca de 30 a 40 

minutos. Posteriormente, o gel foi corado com nitrato de prata como se segue: o gel 

foi submerso em 150mL de solução fixadora (contendo 750µL de ácido acético, 

15mL de etanol e 150mL de água) e 0,30g de nitrato de prata (0,30g de AgNO3 e 

150mL de água) por no mínimo 10 minutos. Logo em seguida foi lavado com água 

destilada e evidenciadas as bandas em solução reveladora contendo 4,5g de 

hidróxido de sódio (NaOH 0,75M), 450µL de formaldeído 0,1M e água q.s.p. para 

150mL. Todos os géis foram digitalizados em scanner HP.  

 

 

3.6.3 – Detecção do DNA viral nas amostras por nested-PCR  

 

Para determinação da presença do genoma do HPV, as preparações de DNA 

extraídos das biópsias cervicais foram submetidas à nested-PCR.  

A nested-PCR foi utilizada com o objetivo de aumentar a sensibilidade e 

especificidade na detecção do genoma de HPV nas amostras. Neste método, em 

uma primeira reação foram utilizados os iniciadores degenerados para amplificação 

de fragmentos de 450 pb do gene de L1 de diversos tipos de HPV denominados 
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MY11 e MY09. Como controle positivo da reação de amplificação, foi utilizado o 

DNA extraído de células HeLa ou células degeneradas (ambas as linhagens 

possuem genoma de HPV integrado ao genoma celular) e, em seguida, uma 

segunda reação (nested) com os iniciadores genéricos do papilomavírus GP5+ (5’-

TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) e GP6+ (5’-GAAAAATAAACTGTAAATCATA 

TTC-3’), que amplificam fragmentos de 150 pb internos aos fragmentos de 450 pb 

amplificados na primeira reação (Zehbe e Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000; 

Haws et al., 2004).  

Na reação preconizada acima, contendo os iniciadores MY11 (5’-

GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’) e MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’), 

onde M corresponde às bases A/C e W às bases A/T e R e às bases A/G, foram 

utilizados 10L de DNA extraído das amostras parafinadas; 2L de tampão STR 

Promega (500mM KCl, 100mM Tris-HCl, 15mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2mM 

dNTP); 0,3L de Gold Taq polimerase Promega (5U/L); 1L de cada iniciador 

(10M) e H2O até o volume final de 20L. A amplificação ocorreu da seguinte forma: 

desnaturação inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos como se segue: 

95°C por 1 minuto; pareamento a 53°C por 1 minuto; extensão a 72°C por 1 minuto; 

e um passo final de extensão a 72°C por 10 minutos. 

Na segunda reação feita com os iniciadores GP5+ e GP6+, para amplificação 

dos fragmentos de 150 pb, foram utilizados 2L de DNA da primeira reação; 2L de 

tampão STR Promega (500mM KCl, 100mM Tris-HCl, 15mM MgCl2, 1% Triton X-

100 e 2mM dNTP) ; 0,3L de Gold Taq polimerase Promega (5U/L); 2L de cada 

iniciador (10M) e H2O até o volume final de 20L. A amplificação ocorreu da 

seguinte forma: desnaturação inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos 

como se segue: 95°C por 1 minuto; pareamento a 40°C por 2 minutos; extensão a 

72°C por 90 segundos e um passo final de extensão a 72°C por 10 minutos.  

A visualização dos produtos da nested-PCR foi realizada para todas as 

amostras e controles negativos e positivos por meio de eletroforese em géis de 

poliacrilamida em solução de TBE 1%. A corrida eletroforética dos géis foram 

realizadas em correntes contínuas no equipamento para eletroforese.  
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3.6.4 – Genotipagem com iniciadores tipo específicos  

 

Após a identificação das amostras positivas para o DNA de HPV, foi realizada 

a genotipagem dos HPV 16, 18, 31, 33, 52 e 58 utilizando-se iniciadores tipo 

específicos.  

Nas reações para amplificação da junção dos genes E6/E7 dos HPV16; 18; 

31; 52 e 58, um único iniciador anti-senso (denominado E7 CR3) foi utilizado com os 

iniciadores senso específicos para cada tipo de HPV (TABELA 1), como relacionado 

a seguir:  

 

TABELA 1 

Iniciadores utilizados na nested-PCR para genotipagem do HPV 

Iniciador Alvo Nucleotídeos HPV Tamanho 

E7 CR3 E6/E7 5’- TGAGCTGTCGCTTAATTGCTC -3’ Variável Variável 

16SF1 E6/E7 5´ TGTATGTCTTGTTGCAGATCATCA-3´ 16 149 

18SF2 E6/E7 5’- CCATTCGTGCTGCAACCG – 3’ 18 177 

31SF1 E6/E7 5´- CTATTAGATGTATGATTTGTCAAACG-3´ 31 249 

52SF2 E6/E7 5´- CTATTAGATGTATGATTTGTCAAACG-3´ 52 300 

58SF2 E6/E7 5- ATGTAAAGTGTGCTTACGATTGC-3´ 52 300 

 

Nas reações para genotipagem, foram utilizados os iniciadores 33F (5’- 

ATGATAGATGATGTAACGCC-3’) e 33 R (5’- GCACACTCCATGCGTATCAG-3’), 

que amplificam um fragmento de 456 pb da região de junção entre os genes E1 e E2 

de HPV33. 

Na reação contendo os iniciadores de cada HPV foram utilizados, 2µL de 

DNA extraído das amostras parafinadas; 2L de tampão STR Promega (500mM KCl, 

100mM Tris-HCl, 15mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2mM dNTP); 0,3L de Gold Taq 

polimerase Promega (5U/L); 1L de cada iniciador (10M) e H2O até o volume final 

de 20L. 

 

 

3.6.5 – Genotipagem por sequenciamento direto dos fragmentos do gene L1  
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Fragmentos de 150 pb do gene L1, amplificados a partir de amostras cervicais 

com HPV, foram submetidos à eletroforese preparativa em gel de agarose a 2,0% 

corado com GelRed (Biotium). Posteriormente, as bandas de 150 pb foram 

recortadas do gel com o auxílio de bisturi para posterior extração de DNA pelo Kit 

QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Em seguida, os DNAs purificados foram 

quantificados visualmente em gel de agarose a 2% corado com GelRed (Biotium), 

contendo padrão de DNA com concentração conhecida. 

Cerca de 100ng do amplicon de 150 pb purificado foram utilizados em reação 

de sequenciamento com kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) contendo 

5pmoles do iniciador GP5+ ou GP6+ e 5L de Dye Terminator, em reação com 

volume final de 10µL. As condições de reação para o sequenciamento, foram as 

seguintes: desnaturação inicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos como se 

segue: 95°C por 10 segundos; pareamento a 40°C por 15 segundos; extensão a 

60°C por 60 segundos. 

Após precipitação das reações de sequenciamento, para eliminação dos 

nucleotídeos não incorporados. A leitura foi feita no sequenciador automático de 

DNA Mega Bace 1000TM (GE HealthCare Life Sciences). 

Os contigs foram montados através da ferramenta PHPH disponibilizada na 

internet para análise da qualidade de eletroferograma e montagem dos contigs 

(http://www.biomol.unb.br/phph). As sequências nucleotídicas foram analisadas 

através dos programas BLAST N (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

 

3.7 – Transcrição reversa e PCR quantitativa em tempo real  

 

 

3.7.1 – Desparafinação e extração de RNA  

 

Cinco cortes de 10m de cada amostra foram colocados em microtubos 

(Eppendorf) de 1,5mL e submetidos à Desparafinação e à extração do RNA com o 

kit QIAamp RNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) de acordo com todas as instruções do 

fabricante.  

A verificação da concentração de RNA das amostras foi realizada por meio de 

leituras espectrofotométricas em 260nm (A260) e em 280nm (A280) no 

http://www.biomol.unb.br/phph
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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espectrofotômetro NanoDrop 1000 (NanoDrop) e a determinação da qualidade do 

RNA foi inferida pela razão A260/A280, com valores entre 1,8 e 2,0 indicando boa 

qualidade do RNA. As amostras de RNA extraídos foram armazenadas a - 700C até 

o momento do uso.  

 

 

3.7.2 – Reação de transcrição reversa  

 

As reações de transcrição reversa, foram realizadas utilizando a quantidade 

de 100 ng de RNA total por tubo, como se segue: 4µL de tampão 5x da transcriptase 

reversa; 0,5µg de random primer na concentração (Invitrogen); 3mM de MgCl2 

(Invitrogen); 0,5Mm de dNTPs (Invitrogen); 20U/µL de RNasin; 40U/µL das enzimas 

IMPROM II (Promega) ou SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) e água 

DEPC (Dimetilpirocarbonato), com volume final de 20µL.  

A reação ocorreu em duas etapas:  

1ª etapa: tubos contendo random primer, dNTPs, água e RNA, foram colocados no 

termociclador a 70°C por 5minutos e, posterior foram resfriados em banho de gelo 

por mais 5 minutos. 

2ª etapa: foi adicionada enzima IMPROM II ou SuperScript III Reverse Transcriptase, 

RNasin e água aos tubos da 1ª etapa. Em seguida, os tubos foram incubados no 

termociclador por 5 minutos a 25oC, 60 minutos a 42oC e 15 minutos a 70oC.  

 

 

3.7.3 – Seleção e controle de qualidade in silico dos iniciadores 

 

Os pares de iniciadores (senso e anti-senso) para amplificação das regiões de 

interesse foram desenhados a partir da sequência de DNA dos genes alvos RAP1, 

isoforma A; RAP1, isoforma B; p16INK4A; RAP1GAP e C3G, e dos genes constitutivos 

β-actina, GAPDH e RLP29, conforme aproximação dos critérios: tamanho de 20 

pares de bases; temperatura de pareamento de 59oC; conteúdo de bases guanina 

(G) e citosina (C) de 50%; tamanho de amplificado entre 80 e 150 pares de bases 

(pb). 

Subsequentemente, todos os iniciadores escolhidos foram analisados e 

validados in silico para verificar a presença de estruturas secundárias ou 
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polimorfismos. Foram utilizados os programas BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) e 

RTPrimerDB (www.rtpprimerdb.org).  

 

 

3.7.4 – Otimização das reações quantitativas em tempo real 

 

As concentrações dos iniciadores senso e anti-senso foram estabelecidas por 

matriz de iniciadores em qPCR com cDNA proveniente de amostra do grupo 

controle. Para cada reação, foram analisadas as curvas de dissociação para 

determinar o maior ΔRn em um menor CT. 

A determinação da melhor temperatura de pareamento (annealing) dos 

iniciadores selecionados e a análise dos amplificados em gel de poliacrilamida foram 

feitas após reações de RT-qPCR que utilizaram 2µL de cDNA de amostras com 

melhor razão A260/A280, 2L de tampão STR10X Promega (500mM KCl, 100mM Tris-

HCl, 15mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2mM dNTP) ; 0,3L de Taq Gold polimerase 

Promega (5U/L); 1L do iniciador senso (10M); 1L de iniciador anti-senso (10M) 

e H2O até o volume final de 20L. Em seguida foram realizadas as etapas para a 

amplificação: desnaturação inicial a 95°C por 12 minutos, 35 ciclos com as etapas: 

95°C por 1 minuto; pareamento a 58°C por 1 minuto; extensão a 72°C por 7 minutos; 

e um passo final de extensão a 72°C por 10 minutos. 

 

 

3.7.5 – Validação da eficiência de amplificação dos genes alvos e dos controles 

endógenos  

 

 

A validação da eficiência da amplificação dos genes alvos e das referências 

endógenas, para determinação da quantificação relativa da expressão gênica pelo 

método CT Comparativo ou Delta-Delta CT (ΔΔCT), foi realizada pelo 

estabelecimento de curvas padrões por qPCR (Anexos 2 e 3), com o sistema do 

corante SYBR Green (Applied Biosystems), no aparelho Applied Biosystems 

StepOne TM, em triplicatas para todos os pares de iniciadores (Livak e Schmittgen, 

2001). Além da quantificação relativa da expressão gênica pelo método CT 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rtpprimerdb.org/
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Comparativo ou Delta-Delta CT (ΔΔCT), foi utilizada a estratégia de quantificação da 

diferença da expressão gênica (rER) (Schefe et al., 2006). 

 
 
3.7.6 – Quantificação relativa da expressão de genes alvos celulares 

 

A quantificação de mRNA das proteínas alvos RAP1, isoformas A e B, 

p16INK4A, RAP1GAP, C3G, e dos genes constitutivos β-actina, GAPDH e RLP29, 

como controles endógenos, após transcrição reversa e síntese de cDNA, foi 

realizada, utilizando-se os iniciadores específicos como descrito na TABELA 2 

abaixo (Hirata et al., 2004; Santin et al., 2005; Cicinnati et al., 2008; Zheng et al., 

2009; Rho et al., 2010):   

 

TABELA 2 

Iniciadores utilizados na qPCR para quantificação de mRNA celular 

Iniciador Alvo Nucleotídeos Tamanho 

(pb) 

Produto 

(pb) 

RAP1A F RAP1A 5’ - CGGGTTAAGGACACGGAAG -3’ 19 82 

RAP1A R RAP1A 5’- CTTTGCCAACTACTCGCTCA -3’ 20  

RAP1B F RAP1B 5’- CGTGGCGCCTAGAGTAGC -3’ 18 99 

RAP1B R RAP1B 5’- TGCAAGCTTGTCAAAACCTAGT -3’ 22  

p16 F p16 5’- CCCAAACGCACCGAATAGTTAC -3’ 21 104 

p16 R p16 5’- ATTCCAATTCCCCTGCAAACT -3’ 21  

RAP1GAP F RAP1GAP 5’- GCACTTTCTCGGCAAGGAGCATTT -3’ 24 149 

RAP1GAP R RAP1GAP 5’- TGACATCATGGTATGTCCGGCACT -3’ 24  

C3G F C3G 5’- CTGTGGCTTCCAGGTCTC A -3’ 19 77 

C3G R C3G 5’- CAGGGCACTGACAACTTCCT -3 20  

β-actina F β–actina  5’- CTGGGAGTGGGTGGAGGC -3’ 20 120 

β–actina R β–actina  5’- TCAACTGGTCTCAAGTCA GTG -3’ 20  

GAPDH F GAPDH  5’- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’ 20 87 

GAPDH R GAPDH  5’- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’ 20  

RLP29 F RLP29 5’- GGCGTTGTTGACCCTAT TTC -3’ 20 120 

RLP29 R RLP29 5’- GTGTGTGGTGTGGTTCTTGG -3’ 20  

Fonte: Hirata et al., 2004; Santin et al., 2005; Cicinnati et al., 2008; Zheng et al., 2009; Rho et al., 

2010. 

 

Para as reações, foram adicionados 1 µL da primeira fita de cDNA das 

amostras à 12,5L de Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 2,5L 
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de cada um dos iniciadores específicos (10M) e água DEPC, para o volume final de 

25L. As condições da corrida no aparelho Applied Biosystems StepOne TM , das 

amostras em duplicata, foram feitas como se segue: um ciclo a 95oC por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos a 95o C por 15 segundos e 58o.C por um minuto para todos os 

alvos. A curva melting foi feita a 95o C por 15 segundos, seguido de 60o C por um 

minuto e 95o C por 15 segundos.  

 

 

3.7.7 – Quantificações absoluta da carga viral e relativa da expressão dos 

genes virais E6 e E7 do HPV16 e do HPV18 

 

Para a quantificação absoluta da carga viral e a quantificação relativa da 

expressão dos genes virais E6 e E7 dos tipos HPV16 e HPV18 por qPCR, foram 

utilizados procedimentos de extração de DNA e RNA conforme descrito nos itens 6.1 

e 7.1. A reação de transcrição reversa, a seleção e o controle de qualidade in silico 

dos iniciadores para a qPCR seguiram os mesmos critérios dos itens 7.2 e 7.3. A 

otimização das reações de qPCR para obtenção das melhores condições de 

concentração dos iniciadores e temperaturas dos ciclos seguiu os mesmos 

parâmetros do item 7.4.  

 

 

3.7.8 – Construção da curva padrão para quantificação absoluta 

 

As curvas padrão foram construídas utilizando-se genoma completo de HPV 

16 e HPV 18 inseridos em vetores plasmidiais pRL2 e pUC18/19 (gentilmente 

cedidos pela Dra. Alison McBride, NIH, USA), respectivamente, e cDNA de amostra 

do grupo MND, após transcrição reversa. Os plasmídeos pRL2 e pUC18/19 foram 

linearizados após digestão enzimática com as enzimas BamHI e SmaI nos vetores.  

As concentrações das amostras com DNA de HPV 16 e 18 e das amostras 

com cDNA foram determinadas por espectrofotometria e convertidas em número de 

cópias nas concentrações de 106, 105, 104, 103 e 102 por nanograma de DNA celular 

(Anexos 4 e 5). Essas concentrações reproduzem valores basais de carga viral de 

HPV 16 e HPV 18 encontrados nas infecções persistentes (Xi et al., 2009).  
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3.7.9 – Quantificações absoluta da carga viral e relativa da expressão dos 

mRNAs virais E6 e E7 do HPV16 e do HPV18 

 

 

A quantificação da expressão de mRNA das proteínas virais E6 e E7 do 

HPV16 e HPV18 e dos controles endógenos β-actina e GAPDH foram realizadas 

utilizando-se os iniciadores específicos descritos na TABELA 3 abaixo (Cattani et al., 

2009). 

  

TABELA 3 

Iniciadores utilizados na qPCR para quantificação de mRNA e DNA viral 

Iniciador Alvo Nucleotídeos Tamanho 

(pb) 

Produto 

(pb) 

HPV16E6F E6HPV16 5’-GCACCAAAAGAGAACTGCAATGTT-3’ 24 152 

HPV16E6R E6HPV16 5’- AGTCATATACCTCAC GTCGCAGTA -3’ 24  

HPV16E7F E7HPV16 5’- CAAGTGTGACTCTACGCTTCGG -3’ 22 81 

HPV 16E7R E7HPV16 5’- GTGGCCCATTAACAGGTCTTCCAA -3’ 24  

HPV18E6F E6HPV18 5’- CTATA GAGGCCAGTGCCATTCG -3’ 22 79 

HPV18E6R E6HPV18 5’- TTATACTTGTGTTTCTCTG CGTCG -3’ 24  

HPV18E7F E7HPV18 5’- TAATCATCAACATTTACCAGCCCG -3’ 24 113 

HPV 18E7R E7HPV18 5’- CGTCTGCTGAGCTTTCTACTACTA -3’ 24  

β-actina F β-actina  5’-CTGGGAGTGGGTGGAGGC-3’ 20 120 

β–actina R β-actina  5’-TCAACTGGT CTCAAGTCAGTG-3’ 20  

GAPDH F GAPDH  5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’ 20 87 

GAPDH R GAPDH  5’- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’ 20  

Fonte: Cattani et al., 2009 

 

Para as reações, foram adicionados 1 µL da primeira fita de cDNA das 

amostras à 12,5L de Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 2,5L 

de cada um dos iniciadores específicos (10M) e água DEPC, para o volume final de 

25L. As condições da corrida no aparelho Applied Biosystems StepOne TM, das 

amostras em duplicata, foram feitas como se segue: um ciclo a 95oC por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos a 95o C por 15 segundos e 58o.C por um minuto para todos os 

alvos. A curva melting foi feita a 95o C por 15 segundos, seguido de 60o C por um 

minuto e 95o C por 15 segundos.  
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3.8 – Análises estatísticas  

 

As análises estatísticas do estudo consideraram, para aplicação dos testes 

estatísticos na determinação da significância estatística e do grau de associação 

entre variáveis, as seguintes definições:  

1 – Variáveis categóricas nominais: aquelas que ocorrem em categorias sem 

qualquer ordem inerente. No estudo, foram consideradas variáveis categóricas 

dicotômicas a presença ou a ausência de DNA de HPV. 

2 – Variáveis categóricas ordinais: aquelas que possuem certa ordem 

inerente ou hierarquia. No estudo, foram consideradas variáveis categóricas ordinais 

todas as variáveis das três classificações imuno-histoquímicas por microscopia 

óptica convencional, especificamente o percentual das células imunorreativas, a 

distribuição das células imunorreativas no epitélio e a intensidade da reação 

observada para os biomarcadores RAP1, RAP1GAP, p16 e Ki67.  

3 – Variáveis quantitativas contínuas: aquelas que podem assumir qualquer 

valor em um continuum. No estudo, foram considerados variáveis quantitativas 

contínuas os dados da morfometria (RI) e os dados das qPCR para expressões 

gênicas celular e viral.  

Adicionalmente, para as análises estatísticas, foram definidos os testes 

estatísticos do Qui-quadrado (X2) e exato de Fisher para comparação das 

proporções dos grupos das variáveis categóricas nominais e ordinais da detecção e 

genotipagem do HPV e da imuno-histoquímica. O teste T, seguido do pós-teste 

Tukey, foi utilizado para comparação entre as médias das variáveis quantitativas 

contínuas. Os coeficientes de correlação de Spearman e de correlação de Pearson 

com regressão linear foram utilizados para relação entre variáveis categóricas 

ordinais e variáveis quantitativas contínuas, respectivamente. O teste ANOVA com 

aplicação do pós-teste Tukey foi empregado para verificação da significância entre 

duas ou mais variáveis quantitativas contínuas. 

A TABELA 4 abaixo sintetiza todos os testes estatísticos utilizados no estudo, 

de acordo com a escala de mensuração das variáveis, a significância estatística do 

teste e a associação estatística.  
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TABELA 4 

Testes estatísticos utilizados no estudo. 

 

Escala de mensuração das variáveis 

Significância 

estatística 

 

Associação  

Duas variáveis categóricas ordinais  Qui-quadrado (X
2
) 

Exato de Fisher 

Coeficiente de 

correlação de 

Spearman 

Uma variável categórica nominal e uma 

variável categórica ordinal 

Qui-quadrado (X
2
) 

Exato de Fisher 

Coeficiente de 

correlação de 

Spearman 

Duas variáveis quantitativas contínuas  ANOVA  

com pós teste Tukey 

Coeficiente de 

correlação de Pearson 

com regressão linear 

 

Para essas análises estatísticas comparativas das proporções dos resultados 

da imuno-histoquímica entre os grupos MND, CIN 1, CIN 2/3 e CCE, os níveis 0 

(zero) e 1 (um) de reatividade foram considerados como expressão basal dos 

biomarcadores RAP1, RAP1GAP, p16 e Ki67 e os níveis 2 (dois) e 3 (três) de 

reatividade foram assumidos como hiperexpressão celular ou tecidual desses 

mesmos biomarcadores.   

De acordo com Hosmer (Hosmer Jr et al., 2013), para a análise da relação 

entre as variáveis independentes, numéricas ou categóricas (níveis de expressão 

imuno-histoquímica do biomarcador RAP1), e a variável resposta categórica (grupos 

MND, CIN 1, CIN 2/3), empregou-se a análise de regressão logística e, assumindo 

que a variável resposta tivesse distribuição de probabilidade binomial            , 

tal que          (  
  
)   

         
     , foi utilizada a função de ligação logito 

  (
  

     
)            e o modelo matemático de regressão logística ordinal 

estereótipo proposto por Anderson (Anderson, 1984). O método da máxima 

verossimilhança foi usado para estimativa dos parâmetros        . 

A interpretação dos parâmetros         do modelo de regressão logística foi 

obtida comparando-se a probabilidade de sucesso com a probabilidade de fracasso, 

usando a função odds ratio - OR (razão de chances). Essa função, obtida a partir da 
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razão entre essas duas probabilidades, foi representada pela equação:          

     

        
             . 

As relação entre variáveis seguiram as seguintes orientações: para      , 

OR foi considerada maior que 1 (OR > 1) e para      , OR foi considerada menor 

que 1 (OR < 1).  

Posteriormente à estimativa dos coeficientes, a significância das variáveis no 

modelo foi avaliada pelos testes de Wald e da Razão da Verossimilhança e a 

seleção das variáveis seguiu o método Stepwise. O teste de Wald, obtido por 

comparação entre a estimativa de máxima verossimilhança do parâmetro    e a 

estimativa de seu erro padrão, foi utilizado para seleção de variáveis quando a 

probabilidade foi menor que 0,25 (p < 0,25). A estatística do teste Wald, sob a 

hipótese nula         , tem distribuição normal padrão. 

O teste da Razão da Verossimilhança (G) comparou os valores da estatística 

Deviance (D) com e sem a variável selecionada no modelo, conforme a descrição: G 

= D(modelo sem a variável) – D(modelo com a variável). Sob a hipótese nula 

         , a estatística G, que tem distribuição qui-quadrado com 1 grau de 

liberdade, foi utilizada para definição das variáveis do modelo final quando a 

probabilidade foi menor que 0,05 (p < 0,05). 

Diferenças estatisticamente significativas foram consideradas somente 

quando p < 0,05, com intervalo de confiança de 95%. Os softwares Microsoft Office 

Excel (Microsoft) e Minitab 17 (Minitab) foram utilizados para tabulação e análises 

estatísticas descritiva e comparativa dos dados do estudo, além das medidas de 

acurácia. O pacote VGAM do software estatístico R (Versão 2.15.3; http://www.r-

project.org) foi utilizado para a análise de regressão logística ordinal.    

http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 - RESULTADOS 
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4.1 – Dados demográficos  
 

 

Um total de 319 amostras de biópsias do colo uterino foi selecionado para o 

estudo. Cerca de 35% dessas amostras foram obtidas de diversas cidades do 

Estado de Minas Gerais. Os outros dois estados com maior percentual de casos 

foram a Bahia e o Pará (FIGURA 17). A idade das pacientes apresenta variação 

entre 18 e 74 anos, com média de 38 anos e mediana de 36 anos. 

 

 
 

FIGURA 17 - Distribuição da frequência do número de amostras do colo uterino 
selecionadas para o estudo por Estados brasileiros.  

 
 
4.2 – Detecção e genotipagem do HPV 
 

Do total de 319 amostras de biópsias cervicais selecionadas para o estudo, 

as reações de nested PCR foram realizadas com sucesso e boa qualidade, a partir 

da extração de DNA de tecido armazenado em parafina, em 275 amostras ou 

86,20% do referido total. Apenas 44 casos ou 13,80% do total de 319 amostras, por 

motivos variados, apresentaram insucesso ou resultado inadequado nas reações.   

A TABELA 5 abaixo sintetiza os resultados das reações de nested PCR para 

detecção do HPV:  
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TABELA 5 

Detecção do DNA do HPV por nested PCR nas amostras dos grupos MND, NIC 1, 
NIC 2/3 e CCE 

            

RESULTADO 

GRUPO 

MND NIC 1 NIC 2/3 CCE TOTAL 

N N N N N 

(% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) 

(% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) 

Negativo 45 36 24 14 119 

(37,82) (30,25) (20,17) (11,76) (100,00) 

(72,58) (44,44) (31,58) (25,00) (43,27) 

Positivo 17 45 52 42 156 

(10,90) (28,85) (33,33) (26,92) (100,00) 

(27,42) (55,56) (68,42) (75,00) (56,73) 

TOTAL 62 81 76 56 275 

(22,55) (29,45) (27,64) (20,36) (100,00) 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

       

O DNA do HPV foi detectado em 156 biópsias ou 56,73% do total de 275 

amostras. Todos os grupos, incluindo o MND, apresentaram casos positivos. As 

maiores proporções de positividade foram encontradas nos grupos NIC 2/3 e CCE, 

correspondendo a 68,42% e 75,00% dos casos, respectivamente. O grupo NIC 1 

apresentou menor percentual (55,56%) de casos positivos para o DNA do HPV. 

Surpreendentemente, uma minoria expressiva do grupo MND, equivalente a 27,42% 

dos casos, foi positiva para a presença do DNA do HPV.  

Entre os tipos de HPV de alto risco pesquisados nesse trabalho, os mais 

frequentes foram os tipos HPV16, HPV18 e HPV31, correspondendo a 63,64%, 

31,82% e 4,55% do total de 44 casos, respectivamente. A TABELA 6 abaixo 

apresenta a divisão dos tipos mais prevalentes de HPV do estudo por grupo de 

diagnóstico histopatológico.  

 

 

 

TABELA 6 



82 

 

Genotipagem do HPV nas amostras dos grupos MND, NIC 1, NIC 2/3 e CCE por 
PCR específica, sequenciamento direto e qPCR 

            

RESULTADO 

GRUPO 

MND NIC 1 NIC 2/3 CCE TOTAL 

N N N N N 

(% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) 

(% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) 

HPV16 1 5 13 9 28 

(3,57) (17,86) (46,43) (32,14) (100,00) 

(20,00) (71,42) (68,42) (69,23) (63,64) 

HPV18 4 1 6 3 14 

(28,57) (7,14) (42,86) (21,43) (100,00) 

(80,00) (14,29) (31,58) (23,08) (31,82) 

HPV31 - 1 - 1 2 

- (50,00) - (50,00) (100,00) 

- (14,29) - (7,68) (4,55) 

TOTAL 5 7 19 13 44 

(11,36) (15,91) (43,18) (29,55) (100,00) 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

       

Destacaram-se, nos resultados acima, a predominância do HPV16 nos 

grupos NIC 1 (71,42%), NIC 2/3 (68,42%) e CCE (69,23%) e a também 

surpreendente predominância do HPV18 nas amostras do grupo MND, com 

proporção de 80,00%.   

 
 
4.3 – Carga viral e expressão gênica do HPV16 e do HPV18 
 
 

Houve, em relação ao diagnóstico histopatológico da lesão cervical, maior 

média de carga viral no grupo CCE, tanto para HPV16, quanto para HPV18, com 

valores de 4,22 e 6,70 Log10 cópias de HPV/ng de DNA, respectivamente. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas quando se compararam as 

médias das cargas virais do HPV16 e do HPV18 entre os grupos NIC 1, NIC 2/3 e 

CCE. O GRÁFICO 1 ilustra a quantificação da carga viral do HPV16 e do HPV18. 
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GRÁFICO 1 - Gráfico do tipo boxplot da quantificação da carga viral do HPV16 e 
do HPV18 em amostras grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE.  

 

As análises da quantificação da expressão de mRNAs específicos para 

HPV16 e HPV18 em amostras de biópsia cervical de pacientes dos grupos NIC 1, 

NIC 2/3 e CCE demonstraram maiores médias de carga viral do HPV16 e HPV18 

nos grupos NIC 2/3 e CCE, respectivamente, com valores de 2,74 e 4,96 Log10 

cópias de HPV/ng de DNA, nesta ordem. Quando foram utilizados mRNAs híbridos 

para HPV16/HPV18, as análises da quantificação da expressão demonstraram 

médias de carga viral de 2,70, 3,18 e 3,74 Log10 cópias de HPV/ng de DNA, 

respectivamente. Tanto nas amplificações com iniciadores específicos, quanto 

híbridos, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. O GRÁFICO 2 ilustra os dados da quantificação da 

expressão gênica do HPV16 e do HPV18, encerrando a descrição dos resultados 

(detecção, genotipagem, carga viral e expressão gênica) diretamente relacionados 

ao HPV nesse estudo.  
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GRÁFICO 2 - Gráficos do tipo boxplot da quantificação da expressão do mRNA 
do HPV16 e do HPV18 em amostras grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. 
A) Expressão gênica com iniciadores específicos; B) Expressão gênica com 
iniciadores híbridos.  
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4.4 – Imuno-histoquímica 
 
 
4.4.1 – Descrição morfológica das classificações imuno-histoquímicas 
 

Os resultados da primeira classificação imuno-histoquímica dos 

biomarcadores RAP1, RAP1GAP e p16, nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, 

conforme os critérios nível de imunorreatividade do percentual de células epiteliais, 

da distribuição das células imunorreativas no epitélio e da intensidade da 

imunorreação, adotados por Klaes et al. (2001), estão demonstrados nas TABELAS 

7, 8 e 9 abaixo. Nessas tabelas, para cada resultado do nível, são apresentados os 

valores numéricos inteiros ou contagem para cada grupo, com seus respectivos 

percentuais no próprio nível (linha) e no próprio grupo (coluna).  

 

TABELA 7 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras dos 
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Continua) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Percentual         

 

0 ou Negativo 12 - 6 18 

 

(66,67) - (33,33) (100,00) 

 

(36,36) - (9,09) (9,84) 

 

1 ou Esporádico (< 5%) 4 10 1 15 

 

(26,67) (66,67) (6,67) (100,00) 

 

(12,12) (11,90) (1,52) (8,20) 

 

2 ou Focal (5 - 25%) 17 74 3 94 

 

(18,09) (78,72) (3,19) (100,00) 

 

(51,52) (88,10) (4,55) (51,37) 

 

3 ou Difuso (>25%) - - 56 56 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (84,85) (30,60) 

 

TOTAL 33 84 66 183 

 

(18,03) (45,90) (36,07) (100,00) 

 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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TABELA 7 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras dos 
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

 (Conclusão) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Distribuição 
    

 

0 ou Negativo 12 - 6 18 

 

(66,67) - (33,33) (100,00) 

 

(36,36) - (9,09) (9,84) 

 

1 ou Terço basal  21 81 3 105 

 

(20,00) (77,14) (2,86) (100,00) 

 

(63,64) (96,43) (4,55) (57,38) 

 

2 ou Dois terços  - 3 9 12 

 

- (25,00) (75,00) (100,00) 

 

- (3,57) (13,64) (6,56) 

 

3 ou Três treços - - 48 48 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (72,73) (26,23) 

 

TOTAL 33 84 66 183 

 

(18,03) (45,90) (36,07) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

Intensidade 
    

 

0 ou Negativo 12 - 6 18 

 

(66,67) - (33,33) (100,00) 

 

(36,36) - (9,09) (9,84) 

 

1 ou Fraco        14 37 16 67 

 

(20,90) (55,22) (23,88) (100,00) 

 

(42,42) (44,05) (24,24) (36,61) 

 

2 ou Médio                             7 47 33 87 

 

(8,05) (54,02) (37,93) (100,00) 

 

(21,21) (55,95) (50,00) (47,54) 

 

3 ou Forte                                   - - 11 11 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (16,67) (6,01) 

 

TOTAL 33 84 66 183 

 

(18,03) (45,90) (36,07) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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Conforme a TABELA 7 acima, nas reações positivas do grupo MND, houve 

um predomínio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas, 

distribuídas no terço basal do epitélio e com fraca intensidade da reação. No grupo 

NIC 1, 88,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)”, 

com distribuição predominante no terço basal do epitélio e prevalência da média 

intensidade da reação em 55,95% dos casos. Já no grupo NIC 2/3, houve absoluta 

predominância do percentual “Difuso (>25%)” de células imunorreativas, distribuídas 

em toda a espessura do epitélio e com média intensidade da reação. Nos critérios 

“Percentual” e “Intensidade”, houve diferenças estatisticamente significativas 

somente entre o grupo MND e os grupos NIC 1 e NIC 2/3. No critério “Distribuição” 

ocorreram diferenças estatisticamente significativas somente entre os grupos MND e 

NIC 1 e o grupo NIC 2/3.   

 

TABELA 8 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador RAP1 GAP nas amostras 
dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Continua) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Percentual         

 

0 ou Negativo 11 20 17 48 

 

(22,92) (41,67) (35,42) (100,00) 

 

(44,00) (32,26) (32,08) (34,29) 

 

1 ou Esporádico (< 5%) 4 19 1 24 

 

(16,67) (79,17) (4,17) (100,00) 

 

(16,00) (30,65) (1,89) (17,14) 

 

2 ou Focal (5 - 25%) 9 23 6 38 

 

(23,68) (60,53) (15,79) (100,00) 

 

(36,00) (37,10) (11,32) (27,14) 

 

3 ou Difuso (>25%) 1 - 29 30 

 

(3,33) - (96,67) (100,00) 

 

(4,00) - (54,72) (21,43) 

 

TOTAL 25 62 53 140 

 

(17,86) (44,29) (37,86) (100,00) 

 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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TABELA 8 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador RAP1 GAP nas amostras 
dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Conclusão) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Distribuição 
    

 

0 ou Negativo 11 20 17 48 

 

(22,92) (41,67) (35,42) (100,00) 

 

(44,00) (32,26) (32,08) (34,29) 

 

1 ou Terço basal  13 42 3 58 

 

(22,41) (72,41) (5,17) (100,00) 

 

(52,00) (67,74) (5,66) (41,43) 

 

2 ou Dois terços  - - 6 6 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (11,32) (4,29) 

 

3 ou Três treços 1 - 27 28 

 

(3,57) - (96,43) (100,00) 

 

(4,00) - (50,94) (20,00) 

 

TOTAL 25 62 53 140 

 

(17,86) (44,29) (37,86) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

Intensidade 
    

 

0 ou Negativo 11 20 17 48 

 

(22,92) (41,67) (35,42) (100,00) 

 

(44,00) (32,26) (32,08) (34,29) 

 

1 ou Fraco        13 38 18 69 

 

(18,84) (55,07) (26,09) (100,00) 

 

(52,00) (61,29) (33,96) (49,29) 

 

2 ou Médio                             1 4 16 21 

 

(4,76) (19,05) (76,19) (100,00) 

 

(4,00) (6,45) (30,19) (15,00) 

 

3 ou Forte                                   - - 2 2 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (3,77) (1,43) 

 

TOTAL 25 62 53 140 

 

(17,86) (44,29) (37,86) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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Conforme apresentado na TABELA 8 acima, nas reações positivas do 

biomarcador RAP1 GAP no grupo MND, similarmente às reações de RAP1 (TABELA 

7), houve predomínio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas, 

distribuídas no terço basal do epitélio e com fraca intensidade da reação. No grupo 

NIC 1, 37,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)” e 

distribuição predominante no terço basal do epitélio, mas, diferentemente de RAP1, 

prevalência da fraca intensidade em 61,29% dos casos. No grupo NIC 2/3, houve 

predominância do percentual “Difuso (>25%)” de células imunorreativas e 

distribuição em toda a espessura do epitélio. Mas, também diferentemente de RAP1, 

predominou a fraca intensidade da reação. Em todos os critérios, existiram 

diferenças estatisticamente significativas somente entre os grupos MND e NIC 1 e o 

grupo NIC 2/3.  

 

TABELA 9 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador p16 nas amostras dos 
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Continua) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Percentual         

 

0 ou Negativo 10 3 1 14 

 

(71,43) (21,43) (7,14) (100,00) 

 

(31,25) (3,57) (1,52) (7,69) 

 

1 ou Esporádico (< 5%) 6 5 - 11 

 

(54,55) (45,45) - (100,00) 

 

(18,75) (5,95) - (6,04) 

 

2 ou Focal (5 - 25%) 16 74 1 91 

 

(17,58) (81,32) (1,10) (100,00) 

 

(50,00) (88,10) (1,52) (50,00) 

 

3 ou Difuso (>25%) - 2 64 66 

 

- (3,03) (96,67) (100,00) 

 

- (2,38) (96,97) (36,26) 

 

TOTAL 32 84 66 182 

 

(17,58) (46,15) (36,26) (100,00) 

 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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TABELA 9 

Primeira classificação imuno-histoquímica do biomarcador p16 nas amostras dos 
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Conclusão) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

Distribuição 
    

 

0 ou Negativo 10 3 1 14 

 

(71,43) (21,43) (7,14) (100,00) 

 

(31,25) (3,57) (1,52) (7,69) 

 

1 ou Terço basal  21 73 1 95 

 

(22,11) (76,84) (1,05) (100,00) 

 

(65,63) (86,90) (1,52) (52,20) 

 

2 ou Dois terços  1 6 9 16 

 

(6,25) (37,50) (56,25) (100,00) 

 

(3,13) (7,14) (13,64) (8,79) 

 

3 ou Três treços - 2 55 57 

 

- (3,51) (96,49) (100,00) 

 

- (2,38) (83,33) (31,32) 

 

TOTAL 32 84 66 182 

 

(17,58) (46,15) (36,26) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

Intensidade 
    

 

0 ou Negativo 10 3 1 14 

 

(71,43) (21,43) (7,14) (100,00) 

 

(31,25) (3,57) (1,52) (7,69) 

 

1 ou Fraco        13 31 2 46 

 

(28,26) (67,39) (4,35) (100,00) 

 

(40,63) (36,90) (3,03) (25,27) 

 

2 ou Médio                             8 36 3 47 

 

(17,02) (76,60) (6,38) (100,00) 

 

(25,00) (42,86) (4,55) (25,82) 

 

3 ou Forte                                   1 14 60 75 

 

(1,33) (18,67) (80,00) (100,00) 

 

(3,13) (16,67) (90,91) (41,21) 

 

TOTAL 32 84 66 182 

 

(17,58) (46,15) (36,26) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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De acordo com a TABELA 9 acima, o biomarcador p16 apresentou, nas 

reações positivas do grupo MND, também similarmente às reações de RAP1, 

predomínio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas, distribuídas 

no terço basal do epitélio e com fraca intensidade da reação. No grupo NIC 1, 

88,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)”, 

distribuição predominante no terço basal do epitélio e, similarmente ao biomarcador 

RAP1, maioria de média intensidade em 42,86% dos casos. No grupo NIC 2/3, 

observaram-se predominâncias absolutas, equivalentes aos percentuais de 96,97%, 

83,33% e 90,91% dos casos, dos maiores critérios do percentual, distribuição e 

intensidade, respectivamente “Difuso (>25%)”, “Três terços” e “Forte”. Exceto pela 

diferença não significativa entre as distribuições dos grupos MND e NIC 1, todas as 

outras comparações entre as proporções dos resultados dos grupos MND, NIC 1 e 

NIC 2/3 apresentaram diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05).  

Para todos os biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP e p16 foi possível 

estabelecer uma associação da presença do DNA do HPV com os níveis de 

imunorreatividade observados na primeira classificação imuno-histoquímica nos 

grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, para todos os critérios, mas particularmente para a 

intensidade das reações. No caso da expressão do biomarcador RAP1 no grupo NIC 

2/3, a maioria dos 43 casos positivos para o DNA do HPV apresentaram intensidade 

“Forte” (16,28%) e “Médio” (53,49%). No grupo NIC 1, dos 34 casos positivos, 18 

(52,94%) apresentaram nível “Médio” de intensidade da reação. No grupo MND, os 

15 casos positivos para o DNA do HPV foram distribuídos da seguinte forma: 7 

casos (46,67%) apresentaram nível de intensidade “Negativo”, 5 (33,33%) nível 

“Fraco” e 3 (20%) nível “Médio”. Os mesmos achados, com percentuais muito 

próximos, foram encontrados para o biomarcador RAP1GAP. Entretanto, para o 

biomarcador p16, nos critérios do grupo NIC 2/3, essa associação foi fortemente 

consolidada porque a ampla maioria das proporções dos critérios percentual, 

distribuição e intensidade do grupo NIC 2/3 apresentou resultado positivo para a 

presença do DNA do HPV. Em termos percentuais, 65,62%, 63,63% e 66,67% das 

amostras classificadas pelos critérios de percentual “Difuso (>25%)”, distribuição 

“Três terços” e intensidade “Forte”, respectivamente, foram positivas para o HPV, 

com diferenças estatisticamente significativas para as amostras negativas. Para o 

biomarcador p16 nos grupos NIC 1 e MND, a maioria dos casos positivos para o 

DNA do HPV apresentou nível “Fraco” de intensidade.  
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Para finalidade estatística de comparação de todos esses critérios de 

imunorreatividade observados na primeira classificação imuno-histoquímica dos 

biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP e p16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, esses 

mesmos critérios foram categorizados em proporções dos níveis basal e elevado, 

equivalentes às somas dos níveis “0 (Zero)” e “1 (Um)”, para basal, e “2 (Dois)” e “3 

(Três)”, para elevado. Após a categorização dos resultados da primeira classificação 

imuno-histoquímica, essas proporções foram comparadas entre os próprios grupos e 

entre os próprios biomarcadores.  

No grupo MND, as únicas diferenças estatisticamente significativas 

observadas no Teste exato de Fisher para comparação de duas proporções, com 

valor P < 0,05, nessa primeira classificação, foram entre as intensidades dos 

biomarcadores RAP1 e p16 e a intensidade de RAP1 GAP. Ou seja, no grupo MND, 

os biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e p16 apresentam equivalência dos critérios de 

percentual e distribuição celulares de imunorreatividade e de intensidade das 

reações imuno-histoquímicas.   

No grupo NIC 1, ainda na primeira classificação, observaram-se diferenças 

estatisticamente significativas entre o percentual, a distribuição e a intensidade de 

RAP1 GAP e os equivalentes critérios de RAP1 e p16. Não foram observadas, no 

grupo NIC 1, diferenças significativas entre os biomarcadores RAP1 e p16.  

No grupo NIC 2/3, finalizando essa primeira classificação, além das 

diferenças estatisticamente significativas observadas entre o percentual, a 

distribuição e a intensidade de RAP1 GAP e os equivalentes critérios de RAP1 e 

p16, foram observadas diferenças estatisticamente significativas apenas entre a 

intensidade dos biomarcadores RAP1 e p16. Ou seja, RAP 1 e p16 apresentaram 

equivalências no percentual e na distribuição da imunorreatividade celular no epitélio 

escamoso. 

Após essa descrição detalhada dos resultados da primeira classificação 

imuno-histoquímica, os resultados da segunda classificação imuno-histoquímica, 

conforme os critérios descritos por Galgano et al. (2010) do nível de 

imunorreatividade dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67, nos grupos 

MND, NIC 1 e NIC 2/3, estão demonstrados na TABELA 10 abaixo: 
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TABELA 10 

Segunda classificação imuno-histoquímica dos biomarcadores RAP1, RAP GAP, 
p16 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Continua) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

RAP1         

 

0 12 - 6 18 

 

(66,67) - (33,33) (100,00) 

 

(36,36) - (9,09) (9,84) 

 

1 14 43 4 61 

 

(22,95) (70,49) (6,56) (100,00) 

 

(42,42) (51,19) (6,06) (33,33) 

 

2 7 41 1 49 

 

(14,29) (83,67) (2,04) (100,00) 

 

(21,21) (48,81) (1,52) (26,78) 

 

3 - - 55 55 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (83,33) (30,05) 

 

TOTAL 33 84 66 183 

 

(18,03) (45,90) (36,07) (100,00) 

 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

RAP1 GAP 
    

 

0 11 20 17 48 

 

(22,92) (41,67) (35,42) (100,00) 

 

(44,00) (32,26) (32,08) (34,29) 

 

1 12 34 3 49 

 

(24,49) (69,39) (6,12) (100,00) 

 

(48,00) (54,84) (5,66) (35,00) 

 

2 1 8 4 13 

 

(7,69) (61,54) (30,77) (100,00) 

 

(4,00) (12,90) (7,55) (9,29) 

 

3 1 - 29 30 

 

(3,33) - (96,67) (100,00) 

 

(4,00) - (54,72) (21,43) 

 

TOTAL 25 62 53 140 

 

(17,86) (44,29) (37,86) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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TABELA 10 

Segunda classificação imuno-histoquímica dos biomarcadores RAP1, RAP GAP, 
p16 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

(Conclusão) 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

p16 
    

 

0 10 3 1 14 

 

(71,43) (21,43) (7,14) (100,00) 

 

(31,25) (3,57) (1,52) (7,69) 

 

1 14 32 2 48 

 

(29,17) (66,67) (4,17) (100,00) 

 

(43,75) (38,10) (3,03) (26,37) 

 

2 8 47 - 55 

 

(14,55) (85,45) - (100,00) 

 

(25,00) (55,95) - (30,22) 

 

3 - 2 63 65 

 

- (3,08) (96,92) (100,00) 

 

- (2,38) (95,45) (35,71) 

 

TOTAL 32 84 66 182 

 

(17,58) (46,15) (36,26) (100,00) 

 

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

Ki67 
    

 

0 11 5 3 19 

 

(57,89) (26,32) (15,79) (100,00) 

 

(44,00) (8,06) (6,00) (13,87) 

 

1 14 44 1 59 

 

(23,73) (74,58) (1,69) (100,00) 

 

(56,00) (70,97) (2,00) (43,07) 

 

2 - 13 7 20 

 

- (65,00) (35,00) (100,00) 

 

- (20,97) (14,00) (14,60) 

 

3 - - 39 39 

 

- - (100,00) (100,00) 

 

- - (78,00) (28,47) 

 

TOTAL 25 62 50 137 

 

(18,25) (45,26) (36,50) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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Conforme a TABELA 10 acima, nas reações positivas do biomarcador RAP1 

no grupo MND, houve um predomínio do nível “1”, equivalente a 42,42% das 

amostras. No grupo NIC 1, pouco mais da metade (51,19%) das amostras positivas 

para RAP1 foram classificadas no nível “1”. A outra parte, correspondente a 48,81%, 

foi classificada no nível “2”. Já no grupo NIC 2/3, a maioria absoluta das amostras 

positivas para RAP1, equivalente a 83,33%, foi classificada no nível “3”. Foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre as proporções de todos 

os grupos de diagnóstico histopatológico. No grupo NIC 2/3, também foi observada 

associação entre a detecção positiva para o HPV e o nível “3” de imunorreatividade. 

Nas reações positivas do biomarcador RAP1 GAP no grupo MND, 

similarmente às reações de RAP1 (TABELA 7), houve um predomínio do nível “1”, 

equivalente a 48% das amostras. No grupo NIC 1, a maioria (54,84%) das amostras 

positivas para RAP1 GAP também foram classificadas no nível “1”. No grupo NIC 

2/3, a maioria das amostras positivas para RAP1 GAP, equivalente a 54,72%, foi 

classificada no nível “3”. Foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

somente entre as proporções dos grupos MND e NIC 1 e o grupo NIC 2/3.  

De acordo com a TABELA 10 acima, o biomarcador p16 apresentou, nas 

reações positivas do grupo MND, similarmente às reações de RAP1, predomínio do 

nível “1”. No grupo NIC 1, também similarmente ao biomarcador RAP1, a maioria ou 

55,95% das amostras apresentaram nível “2” de imunorreatividade. No grupo NIC 

2/3, praticamente a totalidade ou impressionantes 95,45% das amostras positivas 

para p16 foram classificadas no nível “3” de imunorreatividade. Foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre as proporções de todos os grupos de 

diagnóstico histopatológico e, no grupo NIC 2/3, também foi observada associação 

entre a detecção positiva para o HPV e o nível “3” de imunorreatividade. Os 

resultados da análise imuno-histoquímica do biomarcador Ki67, disponíveis somente 

nessa segunda classificação, exceto pela grande predominância (70,97%) do nível 

“1” no grupo NIC 1, demonstraram grande similaridade com os resultados dos 

biomarcadores RAP1 e p16 nos grupos MND e NIC 2/3.    

Em seguida, para melhor visualização dos resultados dessa segunda 

classificação imuno-histoquímica, os níveis de imunorreatividade dos biomarcadores 

RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 foram categorizados nos níveis basal (soma dos 

níveis “0” e “1”) e elevado (soma dos níveis “2” e “3”) e suas proporções comparadas 

(TABELA 11).  
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TABELA 11 

Categorização da segunda classificação imuno-histoquímica dos biomarcadores 
RAP1, RAP GAP, p16 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

NÍVEL 

GRUPO 

MND NIC 1  NIC 2/3 TOTAL 

N N N N 

(% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 

(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 

RAP1         

 
Basal 26 43 10 79 

 
(32,91) (54,43) (12,66) (100,00) 

 
(78,79) (51,19) (15,15) (43,17) 

 
Elevado 7 41 56 104 

 
(6,73) (39,42) (53,85) (100,00) 

 
(21,21) (48,81) (84,85) (100,00) 

 
TOTAL 33 84 66 183 

 
(18,03) (45,90) (36,07) (100,00) 

 
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

RAP1 GAP 
    

 

Basal 25 54 20 99 

 
(25,25) (54,55) (20,20) (100,00) 

 
(92,59) (87,10) (37,74) (69,72) 

 
Elevado 2 8 33 43 

 
(4,65) (18,60) (76,74) (100,00) 

 
(7,41) (12,90) (62,26) (30,28) 

 
TOTAL 27 62 53 142 

 
(19,01) (43,66) (37,32) (100,00) 

 
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

p16 
    

 

Basal 22 35 3 60 

 
(36,67) (58,33) (5,00) (100,00) 

 
(73,33) (41,67) (4,55) (33,33) 

 
Elevado 8 49 63 120 

 
(6,67) (40,83) (52,50) (100,00) 

 
(26,67) (58,33) (95,45) (66,67) 

 
TOTAL 30 84 66 180 

 
(16,67) (46,67) (36,67) (100,00) 

 
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 

Ki67 
    

 

Basal 27 49 4 80 

 
(33,75) (61,25) (5,00) (100,00) 

 
(100,00) (79,03) (8,00) (57,55) 

 
Elevado - 13 46 59 

 
- (22,03) (77,97) (100,00) 

 
- (20,97) (92,00) (42,45) 

 
TOTAL 27 62 50 139 

 
(19,42) (44,60) (35,97) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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Após a categorização dos níveis de imunorreatividade dos biomarcadores 

RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 dessa segunda classificação imuno-histoquímica, as 

proporções dos níveis basal e elevado foram comparadas entre os grupos dos 

próprios biomarcadores e entre os diferentes biomarcadores. O Teste exato de 

Fisher foi utilizado para comparação das diferentes proporções.  

Os biomarcadores RAP1, p16 e KI67 apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas (p < 0,05) em todas as comparações das proporções 

entre os grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. O biomarcador RAP1 GAP não apresentou 

diferenças entre os grupos MND e NIC 1.  

No grupo MND, as únicas diferenças estatisticamente significativas 

observadas no Teste exato de Fisher para comparação de duas proporções, com 

valor p < 0,05, nessa segunda classificação, foram entre os níveis de RAP1 e p16 e 

o nível de Ki67. Ou seja, no grupo MND, os biomarcadores RAP1 e p16 apresentam 

equivalência dos níveis de imunorreatividade nessa segunda classificação imuno-

histoquímica.   

No grupo NIC 1, observaram-se diferenças estatisticamente significativas 

entre os níveis de imunorreatividade de RAP1 e p16 quando comparados aos níveis 

de RAP1 GAP e Ki67. Entretanto, não foram observadas diferenças entre RAP1 e 

p16 e entre RAP1 GAP e Ki67.  

No grupo NIC 2/3, finalizando os resultados dessa segunda classificação, 

somente foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre o 

biomarcador RAP1 GAP e os outros biomarcadores. Ou seja, RAP 1, p16 e Ki67 

apresentaram equivalências nos níveis de imunorreatividade celular no epitélio 

escamoso. 

A representação gráfica a seguir dos dados da TABELA 11 permite, mais 

claramente, a visualização da equivalência preponderante entre os níveis de 

expressão dos biomarcadores estudados, nessa segunda classificação imuno-

histoquímica, após a categorização dos resultados em níveis basal e elevado 

(GRAFICO 3).  
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GRÁFICO 3 – Níveis categorizados de expressão dos biomarcadores RAP1, RAP1 
GAP, p16 e Ki67 na segunda classificação imuno-histoquímica. A) 

RAP1; B) RAP1 GAP; C) p16; e D) Ki67.  
 

Como se pode observar no GRÁFICO 3, exceto pelo nível elevado da 

expressão do biomarcador Ki67, que se apresentou exclusivamente elevado nos 

grupos NIC 1 e NIC 2/3, os biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e p16 apresentaram 

padrões relativamente similares de expressão imunofenotípica. Ou seja, esses 

biomarcadores exibiram percentuais aproximados de níveis basal e elevado nos três 

grupos de diagnóstico histopatológica. Mais detalhadamente, os biomarcadores 

RAP1 e p16 se assemelharem muito no nível basal e p16 e Ki67 no nível elevado.  

Retomando agora, nessa segunda classificação imuno-histoquímica, após a 

categorização dos dados, aquela questão da associação entre a expressão 

imunofenotípica dos biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67, nos grupos 

MND, NIC 1 e NIC 2/3, e a presença do DNA do HPV nas amostras, foram 

evidenciadas, nova e progressivamente, maiores proporções de casos positivos para 

o HPV do grupo MND ao grupo NIC 2/3.   

O GRÁFICO 4 abaixo ilustra, claramente, essa associação entre a presença 

do HPV e imunofenótipo dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos 

grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3:  
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GRÁFICO 4 - Associação entre a presença do HPV e o imunofenótipo dos 
biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos grupos MND, NIC 
1 e NIC 2/3. A) RAP1; B) RAP1 GAP (Continua). 
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GRÁFICO 4 - Associação entre a presença do HPV e o imunofenótipo dos 
biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos grupos MND, NIC 
1 e NIC 2/3. C) p16; D) Ki67 (Conclusão). 

 

Morfologicamente, todos esses resultados das classificações imuno-

histoquímicas dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e p16, nas amostras dos 

grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, podem ser observados, em detalhe, nos painéis das 

FIGURAS 18 a 20. 
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FIGURA 18 - Imuno-histoquímica de RAP1 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e 
NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidência de reatividade. O 

controle positivo interno da reação pode ser observado pela reatividade de células 
inflamatórias no estroma da mucosa (seta). B) Mucosa escamosa com o percentual 
inferior a 5% das células epiteliais reativas no terço basal e com média intensidade da 
reação. C) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais 
reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. D) Mucosa escamosa com 
o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no terço basal e com média 
intensidade da reação. E) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidência de 
reatividade. F) Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5% das células 
epiteliais reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. Observam-se 
também células inflamatórias intraepiteliais reativas. (Continua).  
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FIGURA 18 - Imuno-histoquímica de RAP1 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e 

NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais 

reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. H) Mucosa escamosa com 
o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no terço basal e com média 
intensidade da reação. I) Mucosa escamosa do colo uterino com reatividade entre 5 e 
25% do percentual das células, com fraca intensidade, ao longo de toda a espessura 
do epitélio. J) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das células 
epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com fraca intensidade da reação. 
K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das células epiteliais reativas 
em toda a espessura do epitélio e com média intensidade da reação. L) Mucosa 
escamosa com o percentual superior a 25% das células epiteliais reativas em toda a 
espessura do epitélio e com forte intensidade da reação. (Conclusão). 
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FIGURA 19 - Imuno-histoquímica de RAP1 GAP nas amostras dos grupos MND, NIC 

1 e NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidência de reatividade. B) 

Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5% das células epiteliais reativas no 
terço basal e com fraca intensidade da reação. C e D) Mucosa escamosa com 
reatividade heterogênea. E) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidência de 
reatividade. F) Mucosa escamosa com percentual inferior a 5% das células epiteliais 
reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. Observam-se também 
células inflamatórias intraepiteliais reativas. (Continua). 
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FIGURA 19 - Imuno-histoquímica de RAP1 GAP nas amostras dos grupos MND, NIC 

1 e NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células 

epiteliais reativas no terço basal e com média intensidade da reação. H) Mucosa 
escamosa com células epiteliais heterogeneamente reativas no terço basal e com 
média intensidade da reação. I e J) Mucosa escamosa com o percentual superior a 
25% das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com média 
intensidade da reação. K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das 
células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com fraca intensidade da 
reação. L) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das células epiteliais 
reativas em toda a espessura do epitélio, com forte intensidade da reação e forte 
reatividade das células inflamatórias do estroma (Conclusão).    
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FIGURA 20 - Imuno-histoquímica de p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e 
NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidência de reatividade. Seta 

indica o controle positivo interno da reação. B) Mucosa escamosa com o percentual 
inferior a 5% das células epiteliais reativas no terço basal e com fraca intensidade 
da reação. C) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células 
epiteliais reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. D) Mucosa 
escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no terço 
basal e com média intensidade da reação. E) Mucosa escamosa do colo uterino 
sem evidência de reatividade. F) Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5% 
das células epiteliais reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. 
(Continua).  
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FIGURA 20 - Imuno-histoquímica de p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e 

NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células 

epiteliais reativas no terço basal e com fraca intensidade da reação. H) Mucosa 
escamosa com percentual superior a 25% das células epiteliais reativas no terço 
basal e com média intensidade da reação. I) Mucosa escamosa do colo uterino com 
reatividade superior a 25% do percentual das células, com fraca intensidade, em 
dois terços da espessura do epitélio. J) Mucosa escamosa com o percentual 
superior a 25% das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com 
forte intensidade da reação. K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% 
das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com média 
intensidade da reação. L) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das 
células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com forte intensidade 
da reação (Conclusão). 
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Outra variável morfológica obtida a partir das análises imuno-histoquímicas 

dos biomarcadores RAP1, RAP GAP e p16 foi a localização intracelular, citoplasma 

e/ou núcleo, dessas proteínas (TABELA 12 e FIGURA 21). 

 

TABELA 12 

Localização celular dos biomarcadores RAP1, RAP GAP e p16 nas amostras dos 
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3 

 

BIOMARCADOR 

  

CITOPLASMA NÚCLEO E 
CITOPLASMA 

TOTAL 

N % N % N % 

MND             

 
RAP1 21 100,00 - - 21 100,00 

 
RAP1 GAP 14 100,00 - - 14 100,00 

 
p16 20 90,91 2 9,09 22 100,00 

NIC 1 
      

 

RAP1 80 95,24 4 4,76 84 100,00 

 
RAP1 GAP 41 97,62 1 2,38 42 100,00 

 
p16 70 86,42 11 13,58 81 100,00 

NIC 2/3 
      

 

RAP1 17 28,33 43 71,67 60 100,00 

 
RAP1 GAP 17 47,22 19 52,78 36 100,00 

  p16 4 6,15 61 93,85 65 100,00 

 

As proteínas RAP1 e p16 localizaram-se, predominantemente, no citoplasma 

das células da mucosa nos grupos MND e NIC 1, correspondendo a 21 (100,00%) e 

80 (95,24%) para RAP1 e a 20 (90,91%) e 70 (86,42%) para p16. Foram observadas 

expressões tanto citoplasmática quanto nuclear de p16 em 11 (13,58%) dos 85 

casos do grupo NIC 1. Entretanto, o predomínio da marcação simultânea, nuclear e 

citoplasmática, foi observado em 43 (71,67%) e 61 (93,85%) das amostras do grupo 

NIC 2/3, respectivamente para RAP1 e p16, com diferença estatisticamente 

significativa da localização citoplasma (p=0,001). A localização para RAP1 GAP 

apresentou características similares às proteínas RAP1 e p16, com predomínio 

citoplasmático nos grupos MDN e NIC 1 e citoplasmático e nuclear no grupo NIC 2/3. 

A FIGURA 21 abaixo ilustra esses resultados da localização celular.  
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FIGURA 21 - Localização intracelular das proteínas RAP1 e p16 em amostras do 
grupo NIC 2/3. A e B) Epitélio escamoso com média e forte reatividade para 

RAP1, respectivamente. Observa-se predomínio da localização intracitoplasmática 
da proteína RAP1 e presença de células com marcação nuclear (setas). C e D) 
Epitélio escamoso com forte reatividade para p16. Observa-se predomínio da 
localização intracitoplasmática da proteína RAP1 e presença de células com forte 
marcação nuclear (setas) (A-D: aumento de 400X).  

 

Além dos ensaios de imuno-histoquímica nas amostras dos grupos MND, NIC 

1 e NIC 2/3 com os biomarcadores RAP1, RAP GAP, p16 e Ki67, foco principal 

desse estudo, foram também realizados experimentos de imuno-histoquímica nas 

amostras do grupo CCE, estágio final da história natural da neoplasia cervical 

associada à infecção por HPV, com os biomarcadores RAP1 e p16. As reações 

foram classificadas de acordo com os critérios adotados por Cubila et al. (2011). A 

TABELA 13 abaixo mostra os resultados da expressão imuno-histoquímica das 

proteínas RAP1 e p16 nas amostras do grupo CCE. 
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TABELA 13 

Classificação imuno-histoquímica dos biomarcadores RAP1 e p16 nas amostras do 
grupo CCE 

 

NÍVEL 

BIOMARCADOR 

RAP1 p16 

N % N % 

0 1 1,59 1 1,59 

1 5 7,94 1 1,59 

2 39 61,90 17 26,98 

3 18 28,57 44 69,84 

TOTAL 63 100,00 63 100,00 

 

Observaram-se predomínios do nível “2” de imunorreatividade nas reações do 

biomarcador RAP1 em 39 (61,90%) amostras e do nível “3” nas reações do 

biomarcador p16 em 44 (69,84%) dos casos, com diferenças estatisticamente 

significativas (p < 0,05) em relação às proporções de imunorreatividade dos demais 

níveis. Também foram observadas diferenças significativas entre os biomarcadores 

RAP1 e p16. A FIGURA 22 abaixo ilustra os resultados do fenótipo dos 

biomarcadores RAP1 e p16 descritos acima e finaliza essa longa descrição 

morfológica dos resultados dos experimentos da imuno-histoquímica. 

 

 

FIGURA 22 - Imuno-histoquímica para RAP1 (A) e p16 (B) segundo o diagnóstico 
morfológico de CCE. A e B) Massas de células escamosas atípicas 

apresentando reatividade intracitoplasmática e nuclear para os anticorpos anti-Rap1 
e anti-p16, respectivamente. 
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4.4.2 – Modelo de regressão logística ordinal da imuno-histoquímica  

 

O modelo de regressão logística ordinal da expressão imuno-histoquímica de 

RAP1 nas amostras adotou os seguintes parâmetros:  

1º) Variáveis independentes ou preditoras: padrões ordenados de imuno-

histoquímica de RAP1 nas amostras de NIC e CCE, conforme a descrição: 0: 

ausência de reatividade; 1: fraca e média reatividade em células distribuídas 

esporádica e focalmente no terço basal do epitélio; 2: média e forte reatividade em 

células distribuídas focal e difusamente no terço basal da espessura epitelial; 3: 

média e forte reatividade em células distribuídas difusamente em dois terços ou toda 

a espessura epitelial.  

2º) Variáveis dependentes: grupos ordenados dos diagnósticos 

histopatológicos, conforme a descrição: A: mucosa não displásica (MND); B: 

neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 (NIC 1); C: neoplasia intraepitelial cervical 

de grau 2/3 (NIC 2/3); D: carcinoma de células escamosas do colo uterino (SCC) 

A fórmula do modelo, de acordo com a linguagem do software livre R, foi: 

polr(formula = grupo ~ relevel(ihq, 1), data = dados, Hess = TRUE,method = 

"logistic"), com Residual Deviance: 579.3991 e AIC: 591.3991. Os valores dos 

coeficientes e dos interceptos estão representados na TABELA 14 abaixo:  

 

TABELA 14 

Coeficientes e interceptos do modelo de regressão logística 

COEFICIENTES E 
INTERCEPTOS 

VALOR 
DESVIO 
PADRÃO 

VALOR t 

relevel(ihq, 1) 1 0,9142 0,5713 1,600 

relevel(ihq, 1) 2 2,6637 0,5905 4,511 

relevel(ihq, 1) 3 3,3965 0,5935 5,723 

MND|NIC1 -0,0852 0,5232 -0,1628 

NIC1|NIC2/3 2,2471 0,5563 4,0390 

NIC2/3|CCE 3,6871 0,5741 6,4224 

 

Uma interpretação do intercepto pode ser obtida fixando o valor da variável 

independente ou considerando a variável preditora igual a zero. Neste caso, 

conforme a fórmula abaixo, o modelo multinomial ordinal é definido somente pelo 

intercepto: 
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(P(Y≤k|x=0))/(P(Y>k|x=0))=e^(α_k ) a 

 

onde e^(α  _(MND|NIC1) )=0.9183, e^(α  _(NIC1|NIC2/3) )=9.4603 e 

e^(α  _(NIC2/3|SCC) )=39.9289. Este modelo, considerando somente o intercepto, 

indica principalmente a dinâmica com relação à progressão entre as classes da 

variável resposta: MND<NIC1<NIC2/3<CCE.  

Os resultados mostram que a medida que são avaliadas as classes 

superiores, os valores do denominador da razão de chance, ou seja, P(Y>k|x=0), 

decrescem, favorecendo a ocorrência das classes inferiores. Ou seja, considerando 

k=NIC2/3, o valor de P(Y≤NIC2/3|x=0), que corresponde a uma probabilidade 

acumulada, que tende para a unidade, ao passo P(Y>NIC2/3|x=0) tende para zero, 

gerando um valor da razão de chance elevado e^(α  _(NIC2/3|CCE) )=39.9289. 

Dessa forma, em geral, o efeito do intercepto no aumento da razão da chance é 

acumulativo, α_1<α_2<⋯<α_K, pois está associado à ordem do grupo. 

Com relação à base de dados, a variável independente é categórica e, 

portanto a interpretação do modelo multinomial ordinal está associada aos valores 

estimados para cada categoria. A categoria de referência do modelo é IHQ = 0. 

Considerando o modelo escrito na fórmula: 

 

(P(Y≤k|x_j))/(P(Y>k|x_j))=e^(α_k+β_j ) b 

 

onde β_j é o coeficiente associado à categoria j, em relação à referência j=0, 

da variável independente (j=1,2,3), os resultados indicam que com um aumento 

crescente das classes da variável independente ocorre um aumento da razão de 

chance, favorecendo a ocorrência das classes inferiores.  

Uma interpretação alternativa pode ser obtida quando são considerados os 

valores estimados de probabilidade para as classes da variável resposta. Conforme 

apresentado na TABELA 15, para os diferentes valores da variável resposta, caso a 

variável dependente seja IHQ = 0, então as classes da variável resposta mais 

prováveis serão MND e NIC1, com probabilidade 0.9044. Caso a variável 

dependente seja IHQ = 1, então a classe NIC1 terá probabilidade maior que 50% 

(0.5223). A ocorrência de IHQ = 2 favorece ocorrência das classes NIC1, NIC2/3 e 

CCE com probabilidade 0.9399. Finalmente, a ocorrência de IHQ = 3 favorece a 

ocorrência das classes NIC2/3 e SCC com probabilidade 0.7594. 
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TABELA 15 

Valores estimados de probabilidade para diferentes categorias da variável resposta 

IHQ GRUPO DIAGNÓSTICO 

 
MND NIC 1 NIC 2/3 CCE 

0 0,4787 0,4257 0,0712 0,0244 

1 0,2691 0,5223 0,1499 0,0588 

2 0,0601 0,3372 0,3383 0,2644 

3 0,0298 0,2108 0,3315 0,4278 

 

Considerando o modelo e os valores estimados de probabilidade definidos 

acima, as associações entre a expressão de RAP1 e o risco de NIC e CCE foram 

calculadas, em termos de razão de chances ou Odds ratios (OR), e demonstradas 

na TABELA 16 abaixo:  

 

TABELA 16 

Odds ratios (OR) para as associações entre RAP1 e o risco de NIC e CCE 

PROGRESSÃO OR IC 95% VALOR p 

MND / NIC 1 0,92 0,33 – 2,56 <0.001 

NIC 1 / NIC 2/3 9,46 3,18 – 28,15 <0.001 

NIC 2/3 / CCE 39,93 12,96 – 123,02 <0.001 

 

A TABELA 16 sumariza as Odds ratios (OR) e intervalos de confiança de 95% 

para a associação entre a expressão de RAP1 e grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Foi 

observado um pequeno risco de progressão NDM para NIC 1 (OR=0.92; 95% CI 

0.33-2.56). Entretanto, aumento na expressão de RAP1 foi associado com aumento 

de aproximadamente 10 vezes no risco de progressão de NIC 1 para NIC 2/3 

(OR=9.46; 95% CI 3.18-28.15) e aumento de aproximadamente 40 vezes no risco de 

progressão de NIC 2/3 para CCE (OR=39.93, 95% CI 12.96-123.02). 

Assim, esse modelo de regressão logística ordinal encerra a apresentação 

dos resultados descritivos e categóricos das classificações da imuno-histoquímica 

dos biomarcadores RAP1, RAP1GAP, p16 e Ki67, que enfatizaram a associação de 

RAP1 com a história natural e progressão da neoplasia intraepitelial cervical para o 

carcinoma de células escamosas do colo uterino.   

 

 



113 

 

4.5 – Morfometria 
 

A análise da avaliação da intensidade relativa (RI) da expressão das 

proteínas RAP1 e p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, conforme o 

trabalho de Furstenau et al. (2011), está representada no GRÁFICO 5 abaixo. Foram 

observados maiores níveis de RI dos biomarcadores RAP1 e p16 no grupo NIC 2/3, 

quando comparado aos grupos MND e NIC 1, além de maiores níveis de RI desses 

mesmos biomarcadores no grupo NIC 1, quando comparado ao grupo MND. Em 

todas essas comparações, o Teste T apresentou resultados de p < 0,05. Não houve 

diferença estatisticamente significativa na comparação entre os níveis de RI dos 

biomarcadores RAP1 e p16 nos grupos MND e NIC 1, mas existiu importante 

diferença entre os níveis de RI no grupo NIC 2/3.  

 

 

GRÁFICO 5 - Intensidade relativa (RI) da expressão de RAP1 e p16 nos grupos 
MND, NIC 1 e NIC 2/3. Os resultados das amostras dos grupos MND (n=18), 

NIC 1 (n=50) e NIC 2/3 (n=32). são apresentados em boxplots que exibem as 
medianas de cada grupo. Foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas entre a RI de todos os grupos de cada biomarcador e entre a RI de 
RAP1 e p16 no grupo NIC 2/3.  

 

Quando estratificada pela presença ou não do HPV, a intensidade relativa (RI) 

da expressão das proteínas RAP1 e p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e 
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NIC 2/3 apresentou diferenças estatisticamente significativas somente no grupo NIC 

2/3 de p16. Em todos os demais grupos, não foram observadas diferenças entre as 

amostras positivas e negativas para o HPV (GRÁFICO 6).  

 

 

GRÁFICO 6 - Intensidade relativa (RI) da expressão de RAP1 e p16 nos grupos 
MND, NIC 1 e NIC 2/3 estratificada pelo resultado da detecção do 
HPV por PCR. Os resultados das amostras dos grupos MND (n=18), NIC 1 

(n=50) e NIC 2/3 (n=32). são apresentados em boxplots que exibem as medianas 
de cada grupo. Foi observada diferença estatisticamente significativas somente 
entre a RI dos casos positivos e negativos da expressão do biomarcador p16 no 
grupo NIC 2/3. NEG. = Negativo; POS. = Positivo; IND. = Indeterminado.  

 

Os resultados da RI, finalizando esse tópico sobre “Morfometria” também 

foram avaliados por análises de correlação e regressão linear entre a expressão das 

proteínas RAP1 e p16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Houve correlação positiva, 

estatisticamente significativa, entre a expressão de RAP1 e p16 nos grupos MND 

(r=0,6548; p=0,0032) e NIC 1 (r=0,3591; p=0,0104). Entretanto, não foi observada 

correlação estatisticamente significativa entre a RI da expressão dessas proteínas 

no grupo NIC 2/3 (r=0,2617; p=0,1349). O GRÁFICO 7 abaixo ilustra essas análises 

de correlação:  
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GRÁFICO 7 - Correlação das intensidades relativas (RI) de expressão das proteínas 
RAP1 e p16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Foram observadas 

correlações positivas e estatisticamente significativas entre as RI de RAP1 e p16 
nos grupos MND (r=0,6548; p=0,0032) e NIC 1 (r=0,3591; p=0,0104). Não foi 
observada correlação significativa entre a RI dessas proteínas no grupo NIC 2/3 
(r=0,2617; p=0,1349). 

 
Entretanto, antes do encerramento desse tópico e apresentação dos 

resultados das expressões gênicas celulares de RAP1A, RAP1B e p16, último tópico 

dos resultados, salienta-se o seguinte e importante resultado da morfometria, a partir 

da interpretação do gráfico de dispersão acima (GRÁFICO 7): houve grande 

proximidade de distribuição dos níveis de RI dos grupos MND e NIC 1. 

Diferentemente dos valores de RI das amostras do grupo NIC 2/3, representados 

pelos pontos de cor verde no referido gráfico (GRÁFICO 7), que se dispersaram 

muito, principalmente no eixo das abscissas (RI P16), os valores das amostras dos 

grupos MND e NIC 1, representados pelos pontos de cores azul e vermelha, 

respectivamente, se concentraram em áreas muito aproximadas, entre os valores 0 

e 2,5 de RI, tanto para RAP1, quanto para p16. E, nessas áreas, as amostras dos 

grupos MND e NIC 1 também apresentaram retas de regressão com inclinações 

praticamente similares.   
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4.6 – Expressão gênica das proteínas RAP1A, RAP1B e p16 
 

Os resultados abaixo (GRÁFICO 8) representam os achados da avaliação da 

expressão relativa dos genes celulares RAP1 e p16 pelo método Delta-Delta CT, 

conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). Como RAP1, tem duas isoformas, 

RAP1A e RAP1B (Lafuente et al., 2007), são apresentados resultados dos dois 

genes em comparação com o gene p16, tendo o gene constitutivo β-actina, como 

referência endógena e uma amostra negativa do grupo MND como normalizadora de 

todas as reações. Os genes alvos RAP1GAP e C3G e os genes constitutivos 

GAPDH e RLP29, não apresentaram amplificação nos experimentos de validação, 

necessários para determinação da eficiência e comparação entre amostras, motivo 

da exclusão intencional de maior explanação sobre seus resultados. 

 

 

GRÁFICO 8 – Expressão gênica relativa das proteínas RAP1A, RAP1B e p16, nos 
grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método Delta-Delta CT. A) RAP1A. 

Foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) o grupo CCE 
e os grupos NIC 1  e NIC 2/3. (Continua). 
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GRÁFICO 8 – Expressão gênica relativa das proteínas RAP1A, RAP1B e p16, nos 
grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método Delta-Delta CT. B) RAP1B; 

C) p16. Não foram observadas diferenças significativas da expressão dos 
biomarcadores RAP1B e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. (Conclusão). 
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Os dados demonstram menor expressão gênica relativa de RAP1A 

(GRÁFICO 8A) em amostras de pacientes do grupo CCE quando comparadas aos 

grupos NIC 1 e NIC 2/3 (p<0,05). Nenhuma diferença estatisticamente significativa 

foi observada para a análise de expressão gênica relativa de RAP1B e p16 em 

amostras de pacientes dos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE (GRÁFICOS 8B e 8C). 

Alternativamente, a expressão relativa dos genes celulares RAP1A, RAP1B e 

p16 também foi avaliada pelo método de quantificação da diferença da expressão 

gênica (rER), conforme descrito por Schefe et al. (2006). O GRÁFICO 9 abaixo 

apresenta os resultados da avaliação da expressão relativa dos genes celulares 

RAP1A, RAP1B e p16 pelo método de quantificação da diferença da expressão 

gênica (rER):  

 

 

GRÁFICO 9 – Expressão gênica relativa das proteínas RAP1A, RAP1B e p16, nos 
grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método rER. A) RAP1A. Foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) o grupo CCE e os 
grupos NIC 1  e NIC 2/3. (Continua). 
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GRÁFICO 9 – Expressão gênica relativa das proteínas RAP1A, RAP1B e p16, nos 
grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método rER. B) RAP1B; C) p16. Não 

foram observadas diferenças significativas da expressão dos biomarcadores RAP1B 
e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. (Conclusão). 
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Os dados também demonstram menor expressão gênica relativa de RAP1A 

(GRÁFICO 9A) em amostras de pacientes do grupo CCE quando comparadas aos 

grupos NIC 1 e NIC 2/3 (p<0,05). Nenhuma diferença estatisticamente significativa 

foi observada para a análise de expressão gênica relativa de RAP1B e p16 em 

amostras de pacientes dos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE (GRÁFICOS 9B e 9C) 

Por último, foram realizadas análises de correlação e regressão linear entre 

as expressões gênicas relativas de RAP1A, RAP1B e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3 

e CCE, que estão ilustradas no GRÁFICO 10 abaixo:  

 

 

GRÁFICO 10 - Análise de correlação da expressão gênica relativa de RAP1A, 
RAP1B e p16, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os 
grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. A) Correlação RAP1A e p16 (Delta-Delta CT). 

Foram encontradas as seguintes correlações de Pearson para cada grupo: NIC1) 
0,483 (p = 0,094); NIC2/3) 0,701 (p = 0,001); e CCE) 0,493 (p = 0,087). 
(Continua).  
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GRÁFICO 10 - Análise de correlação da expressão gênica relativa de RAP1A, 
RAP1B e p16, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os 
grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. B) Correlação RAP1A e p16 (rER). Foram 

encontradas as seguintes correlações de Pearson para cada grupo: NIC1) 0,485 
(p = 0,093); NIC2/3) 0,700 (p = 0,001); e CCE) 0,477 (p = 0,099); C) Correlação 
RAP1B e p16 (Delta-Delta CT). Foram encontradas as seguintes correlações de 
Pearson para cada grupo: NIC1) 0,213 (p = 0,484); NIC2/3) 0,765 (p = 0,000); e 
CCE) 0,659 (p = 0,014) (Continua).  
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GRÁFICO 10 - Análise de correlação da expressão gênica relativa de RAP1A, 
RAP1B e p16, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os 
grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. A) Correlação RAP1B e p16 (rER). Foram 

encontradas as seguintes correlações de Pearson para cada grupo: NIC1) 0,213 
(p = 0,485); NIC2/3) 0,769 (p = 0,000); e CCE) 0,653 (p = 0,015). (Conclusão).  

 
 

Em resumo, essas análises quantitativas da expressão gênica por qPCR 

encerram os RESULTADOS desse estudo e, juntamente com as análises 

qualitativas das três classificações morfológicas da imuno-histoquímica e semi-

quantitativa da morfometria, fortalecem as evidências que candidatam a proteína 

RAP1 à função de biomarcador da neoplasia intraepitelial cervical associada à 

infecção pelo HPV, posição que será discutida a seguir.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 – DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 
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 “Strong evidence now supports the adoption of cervical cancer prevention 

strategies that explicitly focus on persistent infection with the causal agent, human 

papillomavirus (HPV)”. Assim Mark Schiffman, uma das maiores autoridades do 

mundo em prevenção do câncer cervical, introduz seu mais recente estudo 

(Schiffman et al., 2011). Ou seja, o foco na infecção persistente pelo HPV, e não na 

sua consequência tardia – o câncer cervical – está novamente e agora com mais 

força na base do planejamento dos principais programas de Saúde Pública quanto à 

prevenção do câncer do colo uterino.  

Desta forma, o desenvolvimento de biomarcadores celulares com os objetivos 

de diagnosticar, predizer a progressão para neoplasia e tratar a infecção persistente 

pelo HPV poderia contribuir para o controle da própria infecção pelo HPV, a mais 

comum doença sexualmente transmissível do mundo, e, fundamentalmente, o 

câncer cervical.  

Desde a introdução do teste de Papanicolaou, em 1941, há vasta literatura 

sobre as limitações da citologia no rastreamento do câncer cervical, apesar da 

inquestionável contribuição do método no diagnóstico ou na redução da mortalidade 

por carcinoma do colo uterino. Os maiores problemas concentram-se não apenas 

em questões pré ou analíticas do teste, mas particularmente na restrição do 

diagnóstico acurado pela própria história natural da infecção por HPV (Thomison et 

al., 2008). A FIGURA 31 desta tese mostra isso com clareza. O exame citológico das 

células superficiais da mucosa cervical lá demonstrada apresentaria, como de fato 

ocorreu, resultado falso negativo.  

A necessidade e o uso dos testes para detectar a presença e quantificar o 

DNA do HPV em amostras cervicais, conhecidos como testes DNA-HPV, são 

fortalecidos com o consenso sobre a relevância da infecção persistente pelo HPV 

como base para implementação de estratégias de prevenção do câncer cervical. 

Entretanto, estes testes apresentam enormes desafios a serem superados para sua 

incorporação nos programas de prevenção e na rotina clínica ginecológica como, por 

exemplo, a insuficiência na triagem da neoplasia intraepitelial cervical, dificuldades 

na distinção entre infecção transitória e persistente, grande variabilidade nas 

estimativas de sensibilidade e especificidade, com uma média de 84% (variação de 

55% a 100%) e 77% (variação de 31% a 96%), respectivamente, e a mudança de 

cultura médica para melhor aderência às necessidades da metodologia (Caetano et 

al., 2006; Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).  
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No que se refere à aplicação clínica de p16 como biomarcador da neoplasia 

intraepitelial cervical, os dados deste trabalho, realizado com uma amostragem 

muito representativa e composta por 319 biópsias cervicais de pacientes entre 18 e 

74 anos, são concordantes com as principais observações de grande número de 

autores (Klaes et al., 2002; Hu et al., 2005; Lorenzato et al., 2005; Murphy et al., 

2005; Kalof e Cooper, 2006; Thomison et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009).  

A maioria desses trabalhos utiliza a classificação pioneira de Klaes (2001), 

que considera, separadamente, a interpretação sobre o percentual de células 

atípicas presentes no epitélio, a distribuição destas células e a intensidade da 

imunorreação. A classificação de Klaes (2001) é a base para a interpretação e 

comparação de toda a imuno-histoquímica no presente trabalho.  

Inicialmente, destacam-se os principais resultados encontrados sobre imuno-

histoquímica para p16, que consolidam os dados da meta-análise de Tsoumpou 

(2009), sobre os mais frequentes percentuais de forte reatividade, e são 

concordantes com o trabalho de Walts (2009), acerca da estimativa do ponto de 

corte entre normoexpresso e hiperexpresso, o que corresponde, na classificação de 

Klaes (2001), aos valores abaixo da média e a partir da forte reatividade, 

respectivamente. Somente 3% das amostras do grupo MND e 16,47% das amostras 

do grupo NIC 1 do estudo demonstraram forte reatividade para p16, enquanto para 

as amostras do grupo NIC 2/3 o resultado foi 89,86%. Esta relação direta entre o 

grau da neoplasia cervical e a intensidade da coloração de p16 suporta o uso desta 

proteína como marcador específico da NIC de alto grau, fortalecendo assim o papel 

complementar da imuno-histoquímica na avaliação morfológica das biópsias do colo 

uterino.  

Outra referendada característica sobre imuno-histoquímica para p16 

observada foi o nítido predomínio de marcação de células displásicas, difusamente 

distribuídas em toda a espessura do epitélio no grupo NIC 2/3, em contraste com o 

percentual predominantemente focal de células distribuídas no terço basal do 

epitélio presente nos grupos MND e NIC 1. Este achado ratifica a ruptura biológica 

existente entre as lesões de baixo e alto graus (Thomison et al., 2008).  

Em nosso estudo, além da classificação imuno-histoquímica para p16 

conforme os critérios de Klaes (2001), foram aplicados os critérios de Galgano 

(2010). No trabalho deste autor, encontra-se uma categorização dos critérios de 

Klaes (2001) em níveis descritivos das características da imunorreatividade e a 
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inclusão do anticorpo primário anti-Ki67 para comparação com p16. Trata-se de uma 

categorização sintética e prática das mais prováveis combinações das variáveis 

independentes de Klaes (2001).  

Os resultados obtidos pela classificação de Galgano (2010) para p16 foram 

correspondentes com a classificação imuno-histoquímica de Klaes (2001). 

Observaram-se também, claramente, os menores níveis relacionados com as 

amostras dos grupos MND e NIC 1 e o maior nível com o grupo NIC 2/3. Apenas 

dois casos (2%) do grupo NIC 1 foram classificados com o nível 3. Nestes dois 

casos, foi fundamental a comparação com o resultado da imuno-histoquímica para 

Ki67. Este marcador da proliferação celular contribui para resolução de dúvidas 

quanto à classificação morfológica com p16. 

No que diz respeito à reação das amostras do grupo CCE, observou-se 

positividade da reação na quase totalidade dos casos, 62 (98,41%) em 63 casos, 

com predomínio da coloração em todas as células das amostras teciduais. Estes 

dados sustentam a superexpressão de p16 no câncer cervical, uma importante 

diferença da subexpressão que é observada em muitos tipos de neoplasias, como 

carcinoma colônico (Romagosa et al., 2011).  

Por fim, sobre a hiperexpressão de p16 associada à progressão do câncer 

cervical, salientam-se as recentes evidências do papel de p16 na resposta ao 

tratamento e na determinação do prognóstico após radioterapia para carcinomas 

escamosos da cabeça e pescoço (Lassen et al., 2009; Fischer et al., 2010). Como a 

explicação destes fatos pode estar relacionada à diferentes localizações 

subcelulares de p16 (Romagosa et al., 2011), os resultados até aqui observados, 

relacionados à imuno-histoquímica de p16, particularmente sobre a significativa 

expressão citoplasmática de uma proteína nuclear, também permitem uma reflexão 

sobre o melhor uso deste biomarcador na neoplasia cervical, ainda que estudos 

proteômicos e pós-translacionais, além das pouquíssimas referências existentes 

sobre regulação da expressão de p16, sejam necessários para o seu melhor 

entendimento.  

Não há dúvidas, como discutido até aqui, do papel de p16 no diagnóstico da 

neoplasia intraepitelial cervical de alto grau e do carcinoma invasor do colo uterino. 

Se coubesse alguma contestação, provavelmente ela recairia sobre aspectos 

técnicos da imuno-histoquímica ou subjetivos do observador. 
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Para limitar ou restringir qualquer viés relacionado à imuno-histoquímica, foi 

acrescentada ao estudo uma estratégia de morfometria, similar à descrita por 

Furstenau (2010), para quantificar, precisamente, a mais polêmica das variáveis de 

KLAES, a intensidade da reação, cujos valores são influenciados pela força da 

reação antígeno-anticorpo, condições gerais de temperatura e pH da reação e, 

fundamentalmente, o viés do observador (Kalof et al., 2005; Tsoumpou et al., 2009).  

A FIGURA 28 sintetiza todos os resultados mais relevantes da quantificação 

da intensidade da imunorreatividade de anti-p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 

1 e NIC 2/3 utilizando a estratégia da intensidade relativa (RI). Sobre os resultados 

de RI de p16, observa-se uma reprodução quase idêntica da observação por 

microscopia óptica convencional, ou seja, a reprodução polarizada da expressão de 

p16 entre lesões de baixo grau e lesões de alto grau. Somam-se a estes resultados 

a forte correlação da expressão de p16 com a presença de HPV na NIC de alto grau 

e no CCE, 56,79% e 78%, respectivamente. . 

Todos esses resultados consolidam a possibilidade do uso de p16 como 

biomarcador da transformação celular por HPV. O fenômeno da transformação pode 

ocorrer, tardiamente, no curso da infecção por HPV e está intimamente associado à 

integração do DNA viral no genoma do hospedeiro, com posterior superexpressão 

da oncoproteína viral E7 e inibição da proteína supressora de tumor pRb. A 

inatividade da pRb proporciona liberação do fator E2F e proliferação celular 

descontrolada. Em conjunto, estas alterações induzem superexpressão de p16. 

Assim, há uma hiperexpressão de p16 independente da via fisiológica, tardia, 

relacionada e dependente da degradação de pRb por E7 do HPV, e não por 

fosforilação de pRb decorrente da ação do complexo ciclina D-CDK4/6 (Romagosa 

et al., 2011).  

Surge aqui então a necessidade de reflexão sobre duas importantes 

limitações quanto ao uso amplo de p16 nas lesões epiteliais do colo uterino 

associadas à infecção por HPV e precursoras do câncer cervical.  

Primeira: a hiperexpressão de p16 é dependente da hiperexpressão da 

oncoproteína viral E7, fenômeno intimamente relacionado à integração do genoma 

viral e marco conceitual da neoplasia intraepitelial de graus II e III. Por sua vez, a 

expressão de E7 está regulada, no estágio da infecção persistente, por altos níveis 

intracelulares da proteína viral E2 (Howley, 2006; Cricca et al., 2007; Xue et al., 

2010).  
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Paradoxalmente, a p16 hiperexpressa é inativa. A proteína p16 contribui para 

a regulação do ciclo celular por inibir o complexo ciclina D-CDK4/6. Ou seja, há 

proliferação celular mesmo na vigência de elevados níveis celulares de p16 (Kalof et 

al., 2005; Romagosa et al., 2011).  

Segunda: a expressão de p16 no longo período da infecção persistente pelo 

HPV e neoplasia intraepitelial cervical de grau I é relativamente pequena, variável e 

controversa, quando comparada à expressão nas lesões de alto grau (NIC 2 e III).  

Portanto, diante das fortes evidências atuais da relevância da infecção 

persistente pelo HPV para o estabelecimento de estratégias de prevenção do câncer 

cervical (Schiffman et al., 2011), das limitações dos métodos de rastreamento e, 

fundamentalmente, das limitações impeditivas da aplicação da proteína p16 no 

diagnóstico precoce da neoplasia intraepitelial cervical, torna-se indispensável a 

caracterização de outros biomarcadores, como a proteína RAP1, um forte 

biomarcador candidato da neoplasia intraepitelial e câncer cervicais.  

Desta forma, após a constatação de fortes evidências sobre alterações 

quantitativas e qualitativas da proteína RAP1 relacionadas às proteínas do HPV, 

tanto na fase da infecção persistente, por ação da proteína E2, quanto na fase tardia 

da NIC de alto grau, por ação da oncoproteína E6, além das alterações relacionadas 

ao carcinoma de células escamosas (D'silva et al., 2003; Ishida et al., 2003; Mitra et 

al., 2003; Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e 

Zwartkruis, 2010; Smith et al., 2010), inicia-se a discussão dos resultados desta tese 

acerca da proteína RAP1, fundamentando também sua participação na infecção 

cervical persistente por HPV, na progressão da neoplasia intraepitelial e no câncer 

do colo uterino, mesmo com toda a restrição bibliográfica sobre o tema. Em recente 

verificação da disponibilidade de trabalhos científicos, foram contabilizados, no 

período da redação desta tese, cerca de 320 trabalhos sobre RAP1 e câncer e 

apenas 4 estudos relacionando RAP1 e câncer cervical. Destaca-se um deste 

quarteto, o elegante estudo de Chakrabarti (2004), como precursor desta tese, ainda 

no ano de 2006.  

No que se refere à imuno-histoquímica de RAP1, segundo os critérios 

utilizados das classificações de Klaes (2001) e Galgano (2010), os principais 

resultados encontrados para a proteína RAP1 são similares ao da proteína p16. Esta 

similaridade ocorre em praticamente todos os critérios dos grupos MND, NIC 1, NIC 

2/3 e CCE, exceto quanto à intensidade das reações observadas nos grupos NIC 2/3 
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e CCE. Ou seja, RAP1 marca praticamente o mesmo percentual de células e tem a 

mesma distribuição intraepitelial de células imunorreativas que p16, embora com 

menor intensidade da reação em pontos específicos. Assim, os dados de RAP1 

sobre o predomínio do percentual focal de células distribuídas no terço basal do 

epitélio presente nos grupos MND e NIC 1 contrastam com a marcação difusa de 

células displásicas distribuídas em toda a espessura do epitélio no grupo NIC 2/3, e, 

mesmo com as diferenças de intensidade da reação nas lesões de alto grau, 

também indicam a ruptura biológica existente entre as lesões de baixo e alto graus 

(Thomison et al., 2008). 

Do ponto de vista do melhor uso da imuno-histoquímica como método 

diagnóstico complementar, espera-se a maior ou mais intensa coloração da reação 

para caracterização da positividade ou associação com a expressão proteica. 

Entretanto, salienta-se que tão importante quanto a intensidade da reação para a 

definição da hipótese diagnóstica são as corretas e fundamentais interpretações de 

quais células estão imunorreativas e em qual localização tecidual se encontram. 

Portanto, o melhor uso da imuno-histoquímica deve favorecer a somatória dos 

fatores internos da reação.   

Quanto à localização intracelular, a imuno-histoquímica de RAP1 também 

reproduz os achados de p16 e, da mesma forma que a importância recente da 

utilização da localização de p16 no prognóstico (Romagosa et al., 2011), os 

resultados desta tesa corroboram as primeiras publicações da translocação de 

RAP1 para o núcleo de Mitra (2003) e Lafuente (2007) e viabilizam amplas 

perspectivas de estudo dos papeis de RAP1 no núcleo de ceratinócitos na neoplasia 

cervical intraepitelial ou invasora.  

Todos estes paralelos entre as expressões imuno-histoquímicas de RAP1 e 

p16 ficam mais nítidos quando se analisam as sensibilidades da imuno-histoquímica 

do biomarcador candidato RAP1 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, assumindo, 

como referência padrão, a imunorreação do biomarcador p16. A avaliação da 

sensibilidade sugere bom desempenho do marcador RAP1 na identificação de MND 

(89,5%) e NIC 2/3 (91,4%) e ótimo desempenho na identificação de NIC 1 (98,4%). 

Da mesma forma, a proximidade entre as expressões imuno-histoquímicas de RAP1 

e p16 é fortalecida considerando os dados sobre a quantificação da intensidade da 

reação imuno-histoquímica para RAP1, segundo os critérios de Furstenau (2010). 

Observam-se correlações positivas de todos os valores de RAP1 com todos os 
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valores de p16 em todos os grupos estudados e, embora não significativas 

estatisticamente, observa-se aumento progressivo da expressão de RAP1 com a 

progressão da lesão cervical. Em síntese, todos os resultados da imuno-

histoquímica apresentados evidenciam a equivalência entre RAP1 e p16.  

Mas, diante da necessidade de maior aprofundamento nesta aparente 

equivalência e considerando a carência do conhecimento atual sobre as possíveis 

implicações de RAP1 no processo de carcinogênese cervical, foram planejadas e 

executadas as etapas para a quantificação do mRNA de RAP1A e RAP1B, 

juntamente com a quantificação do mRNA de p16 e das proteínas virais E6 e E7 dos 

tipos 16 e 18 de HPV por qPCR.  

Porém, antes é necessário destacar a grande limitação técnica do estudo, 

oriunda da dificuldade de obtenção de parâmetros seguros de qualidade dos ácidos 

nucléicos extraídos das amostras de biópsias cervicais parafinadas. A obtenção de 

DNA e mRNA com boa qualidade de amostras teciduais fixadas por formalina e 

incluídas em parafina é um desafio experimental, com impacto direto no sucesso das 

reações. Embora haja completa preservação da arquitetura e das proteínas dos 

tecidos parafinados, a extração de ácidos nucléicos de boa qualidade para os testes 

moleculares pode ser dificultada pela degradação e fragmentação das moléculas de 

DNA e RNA, principalmente devido a interações com formalina. A fragmentação dos 

ácidos nucléicos influencia e limita a seleção de iniciadores e o sucesso da qPCR 

(Coombs et al., 1999; Lehmann e Kreipe, 2001). Mesmo assim, esta parte dos testes 

moleculares do estudo prosseguiu, obtendo resultados muito restritos na primeira 

etapa, relacionada à caracterização da infecção pelo HPV por detecção do DNA 

viral, tipagem do HPV, quantificação absoluta da carga viral e quantificação relativa 

da expressão gênica de HPV 16 e HPV18. Conquanto, os resultados da extração de 

RNA do tecido parafinado para transcrição reversa e quantificação relativa dos 

genes das proteínas RAP1A, RapB e p16 foram melhores e encorajadores. 

Em relação à detecção e tipagem do HPV por Nested- PCR do total de 319 

amostras de amostras parafinadas, o DNA do HPV foi detectado em 155 biópsias 

(56,78%), valor pouco abaixo da média máxima de aproveitamento de 65%, quando 

a extração parte de amostra parafinada (HU et. al., 2005). A detecção do DNA está 

intimamente relacionada, no material parafinado, ao tamanho dos iniciadores, dentre 

outros (Freitas et al., 2007). A amplificação sequencial, primeiramente dos 

iniciadores MY09/MY11, de 450pb, seguida da amplificação do segmento interno 
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GP5+/GP6+, de 150 pb, aumenta a eficiência da reação (Husnjak et al., 2000). 

Quanto aos dados da positividade para HPV nos grupos, observa-se aumento do 

percentual da detecção proporcional à progressão da neoplasia, similarmente ao 

encontrado na literatura (Xi et al., 2009).  

Embora a infecção pelo HPV seja considerada causa do câncer cervical, a 

maioria das infecções é transitória. Entretanto, a infecção persistente com HPV 

oncogênico é requisito para o desenvolvimento do câncer. Como a carga viral reflete 

a replicação viral, a quantidade de DNA pode predizer o curso da infecção (Xi et al., 

2009). Além disso, a quantificação dos níveis de mRNA de E6 e E7 do HPV 

correlaciona-se com o prognóstico do carcinoma de células escamosas do colo 

uterino (De Boer et al., 2007).  

Considerando a relevância atual da determinação da carga viral e da 

quantidade de mRNA viral, o estudo foi planejado para a obtenção destes dados. 

Entretanto, após as reações de q-PCR, foi constado número relativamente pequeno 

de amostras, limitando maiores inferências estatísticas, exceto a descritiva.  

Retornando então à questão central deste estudo, a caracterização de RAP1 

como biomarcador da neoplasia intraepitelial cervical associada à infecção pelo 

HPV, são apresentados os impactantes resultados da expressão gênica de RAP1A e 

RAP1B após qPCR. As elevadas expressões relativas dos mRNA que codificam as 

proteínas RAP1A e RAP1B nos grupos NIC 1 e NIC 2/3, destacadamente no 

primeiro grupo, colocam em evidência o papel da proteína RAP1 na história natural 

da infecção por HPV e câncer cervical. Essa pequena GTPase semelhante a Ras 

pode se relacionar diretamente aos dois mais importantes momentos da infecção 

pelo HPV na mucosa cervical: primeiro, na infecção persistente e neoplasia 

intraepitelial de baixo grau, que são associadas com hiperexpressão da proteína E2; 

segundo na neoplasia intraepitelial cervical de alto grau, que é associada com 

hiperexpressão da oncoproteína E6 .  

A infecção persistente pelo HPV caracteriza-se, sobretudo, por elevados 

níveis intracitoplasmáticos e nucleares da proteína E2. Esta importante proteína viral 

regula fortemente a transcrição das proteínas E6 e E7. Outra função muito 

importante da proteína E2 é a ancoragem do DNA epissomal viral no genoma do 

hospedeiro, por meio da ligação à proteína Brd4, uma proteína com papel central no 

controle do crescimento celular e progressão do ciclo celular (Mcbride et al., 2004). 

A interação de E2 com Brd4 é crucial para as funções de transativação e repressão 
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de E2 sobre o promotor E6/E7 (Mcphillips et al., 2005; Yan et al., 2010). Ligada à 

Brd4, a proteína E2 compete com a proteína SPA-1. Esta proteína SPA-1, por sua 

vez, é uma inativadora de RAP1, que tem sua atividade intensificada quando ligada 

à Brd4. Ou seja, a ligação da proteína E2 a Brd4 pode favorecer disfunção da 

proteína SPA1, criando um estado hiperativo de RAP1 no citoplasma (D'silva et al., 

2003; Mitra et al., 2003; Farina et al., 2004; Mcbride et al., 2004; Mcphillips et al., 

2005; Frische e Zwartkruis, 2010; Smith et al., 2010; Yan et al., 2010).  

Por sua vez, nas células com integração do DNA viral em seus genomas, há 

hiperexpressão da oncoproteína E6 do HPV. Esta proteína tem papel fundamental 

na degradação da proteína E6TP1, da família SPA-1. Esta degradação de E6TP1 

está associada à ativação da via de sinalização MAPK e hiperexpressão com 

translocação nuclear de RAP1 (Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004).  

Esse modelo de desregulação da proteína RAP1 na neoplasia intraepitelial 

cervical associada à infecção por HPV está representado na FIGURA 23 abaixo:  

 

 

FIGURA 23 - Modelo de desregulação da proteína RAP1 na neoplasia intraepitelial 
cervical associada à infecção por HPV.  
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Assim, esta tese, além da inédita caracterização da proteína RAP1 na 

progressão da neoplasia intraepitelial para o câncer cervical, da ampliação do 

conhecimento sobre esta pequena GTPase e de suas vias no câncer, do 

aprofundamento sobre as interações entre as proteínas do HPV e proteínas 

celulares, do acréscimo da avaliação quantitativa da expressão protéica por imuno-

histoquímica e da aquisição de experiência quanto ao uso de técnicas moleculares 

em tecidos, sugere o modelo acima com os potenciais eventos progressivos de 

desregulação da proteína RAP1 no curso da infecção por HPV e desenvolvimento 

da neoplasia intraepitelial cervical em dois momentos principais, a infecção 

persistente por HPV associada com neoplasia intraepitelial cervical de grau I e a 

neoplasia intraepitelial cervical de graus II e III.  

Em síntese, todos os dados deste estudo confirmam a hipótese que RAP1 é 

biomarcador candidato da neoplasia intraepitelial cervical associada à infecção por 

HPV. 
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O estudo confirma a hipótese: A proteína RAP1 é um biomarcador com valor 

clínico potencial para a identificação e a distinção das lesões precursoras do câncer 

cervical NIC 1 e NIC 2/3 associadas à infecção por HPV.  

A proteína RAP1 apresenta o mesmo padrão imuno-histoquímico da proteína 

p16 e suas duas isoformas, RAP1A e RAP1B, demostram maior expressão gênica 

relativa em diferentes estágios da progressão da neoplasia intraepitelial cervical.  
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ANEXO 1: Comprovante CEP - CONEP  
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ANEXO 2: Eficiências das qPCR dos alvos celulares   
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ANEXO 3: Validação para cálculo Delta-Delta CT (ΔΔCT)   
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ANEXO 4: Eficiências das qPCR dos alvos virais (DNA)  
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ANEXO 5: Eficiências das qPCR dos alvos virais (cDNA) 
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