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RESUMO
Objetivos: testar a hipótese de que o polimorfismo no códon 72 do gene TP53 é fator de risco para as lesões pré-malignas
e malignas cervicais associadas ou não ao papilomavírus humano (HPV). Métodos: foram incluídas amostras de cérvice
uterina, para pesquisa de DNA de HPV e do polimorfismo no códon 72 da p53 com o uso da reação em cadeia da polimerase
(PCR), de 155 pacientes que se submeteram à biópsia cervical. Foram formados três grupos de acordo com o diagnóstico
histológico: lesão escamosa intra-epitelial de baixo grau (LSIL), lesão escamosa intra-epitelial de alto grau (HSIL) e carcinoma
cervical. Aquelas pacientes sem alterações displásicas, citológicas e histológicas, foram consideradas controles. Para testar
a associação entre o polimorfismo no códon 72 do gene TP53 e os grupos, foi utilizado o teste de χ2. Considerou-se como
significativo o intervalo de confiança no nível de 95% (α=0,05). Resultados: quarenta pacientes tiveram o diagnóstico
histológico de carcinoma cervical, 18 tinham HSIL, 24 tinham LSIL e 73 foram consideradas controles. O genótipo Arg/Arg
p53 foi encontrado em 60,0% das pacientes com câncer, 50,0% dos casos com HSIL, 45,8% dos casos com LSIL e em 45,2%
dos controles. Não houve diferença significativa entre as proporções de cada genótipo da p53 nos diferentes grupos
independente da presença do HPV (χ2: 3,7; p=0,716). Conclusões: nossos dados não suportam a hipótese de que o
polimorfismo no códon 72 do gene TP53 é importante no desenvolvimento de lesões cervicais pré-malignas e malignas
associadas ou não ao HPV.

PALAVRAS-CHAVE: Proteína p53; Polimorfismo; Neoplasias do colo uterino; Papillomavirus humano; Condições pré-cancerosas

ABSTRACT
Purpose: to test the hypothesis that gene TP53 codon 72 polymorphism is a risk factor for premalignant and malignant
cervical lesions associated or not with human papillomavirus (HPV). Methods: uterine cervical samples were collected for
HPV DNA and TP53 codon 72 polymorphism tests from 155 patients who underwent cervical biopsy. Three groups were
formed according to histological diagnosis: low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL) and cervical carcinoma. Subjects without cytological and histological displasic changes were
considered controls. To verify the association between the gene TP53 codon 72 polymorphism and the groups, the χ2 test
was applied. Confidence interval was considered significant at 95% (α=0.05). Results: forty subjects were found to present
cervical carcinoma, 18 had HSIL, 24 had LSIL and 73 were grouped as controls. The genotype Arg/Arg p53 was found in 60%
of the patients with cancer, in 50.0% of the cases with HSIL, 45.8% with LSIL, and in 45.2% of the controls. No significant
differences were identified in the frequencies of p53 genotype between all groups, independently of the presence of HPV
(χ2: 3.7; p=0.716). Conclusions: our data do not support hypothesis that the gene TP53 codon 72 polymorphism is important
for the development of pre-malignant and malignant cervical lesions associated or not with HPV.
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Introdução
O gene TP53 é supressor tumoral, cuja pro-

teína p53 responde pela inibição da proliferação
celular e pela apoptose. Este gene está freqüente-
mente mutado em cânceres humanos e a altera-
ção da função da p53 parece ser fundamental na
gênese tumoral1.

Existe polimorfismo no códon 72 do gene
TP53, podendo codificar uma arginina (Arg) ou uma
prolina (Pro), determinando a presença de três
genótipos: homozigoto para Arg (Arg/Arg p53),
heterozigoto (Arg/Pro p53) ou homozigoto para Pro
(Pro/Pro p53). De uma perspectiva funcional, os
dois alelos parecem ser equivalentes, não inter-
ferindo na atividade da proteína. Todavia, alguns
estudos sugeriram que pacientes Arg/Arg p53 te-
riam risco maior de desenvolver câncer cervical
associado ao papiloma vírus humano (HPV)2,3.

Três proteínas sintetizadas pelo HPV duran-
te a fase precoce (early = E) do seu ciclo replicativo,
E6, E7 e E5, desempenham um papel fundamen-
tal na patogenicidade do vírus. A proteína E6 atua
como ativador do processo de degradação da prote-
ína p53. A proteína E7, por sua vez, liga-se e inati-
va a proteína do retinoblastoma, que também é
supressor tumoral que apresenta função regula-
dora do ciclo celular. A proteína E5 interfere na
reciclagem dos receptores do fator de crescimen-
to epitelial promovendo a proliferação celular.

A proteína p53 que possui uma Arg na posi-
ção 72 apresenta velocidade de degradação maior
do que a que possui uma Pro nesta posição em
presença da proteína E6 do HPV 16 ou 18. Esta in-
formação indica que a proteína p53 com Arg seja
mais suscetível à degradação mediada pela prote-
ína E6 do HPV2.

Grande proporção de amostras de câncer de
cérvice uterina (76%) se mostraram homozigoto
para o alelo Arg em comparação com amostras cer-
vicais normais (37%). As pacientes Arg/Arg p53
estariam sete vezes mais predispostas a desenvol-
ver câncer cervical associado ao HPV em compara-
ção com aquelas com um ou dois alelos Pro2. Toda-
via, esta relação entre Arg/Arg p53 e câncer de colo
uterino associado ao HPV ainda não está totalmen-
te estabelecida. Não se encontraram evidências de
correlação entre o polimorfismo no códon 72 do gene
TP53 e risco para câncer cervical HPV positivo em
uma série de outros estudos4-9.

A infecção com uma variante do HPV 16 (HPV
16 350T) em pacientes homozigotos para arginina
no códon 72 da p53 está associada a alto risco para
o desenvolvimento do câncer cervical3. Nestas
pacientes homozigotos para Arg, o polimorfismo do

gene TP53 influenciaria a transformação das le-
sões intra-epiteliais cervicais de alto grau em cân-
cer10.

As informações sobre a relação entre o poli-
morfismo do códon 72 do gene TP53 e o risco para
desenvolvimento de lesões cervicais na presença
de HPV ainda são conflitantes. Propusemos, por-
tanto, o presente estudo com o intuito de avaliar a
relação deste polimorfismo com as lesões pré-
malignas e malignas do colo uterino associadas
ou não ao HPV.

Pacientes e Métodos
Esta pesquisa foi realizada no Serviço de

Ginecologia do Hospital São Lucas da PUCRS no
período de julho de 2001 a setembro de 2002. A
população do estudo foi constituída por pacientes
que buscaram assistência para realização de exa-
me colposcópico e que tiveram indicação de
biópsia de colo uterino.

A colposcopia foi indicada nos casos de alte-
rações citológicas cervicais sugestivas de câncer,
de lesões pré-malignas ou de significado indeter-
minado; nos casos de teste de Schiller positivo,
mesmo com citologia cervical negativa, e em ca-
sos de lesões friáveis ou tumorações cervicais vi-
síveis no exame especular.

Os critérios de inclusão foram pacientes que
após avaliação colposcópica apresentaram alguma
indicação de biópsia de colo uterino. Considera-
ram-se como indicação de biópsia de colo uterino
todas as leucoplasias, mesmo se o resultado da
citologia cervical fosse negativo; as lesões do
epitélio pavimentoso que se tornam brancas após
aplicação do ácido acético (epitélio acetobranco,
mosaico, pontilhado); lesões com vasos atípicos;
todas as lesões não habituais, ou para as quais
não se teve interpretação, e os casos de suspeita
de câncer invasor de colo uterino.

Foram excluídas as pacientes que apresen-
tavam tratamento prévio para lesão escamosa
intra-epitelial ou câncer cervical e aquelas que
haviam recebido tratamento radioterápico prévio
sobre a região pélvica.

O cálculo do tamanho da amostra levou em
consideração nível de confiança de 95%, com po-
der de 90%, razão de chance (odds ratio) de 3,5,
tendo em vista prevalência de 46% para o alelo
Arg/Arg na população feminina em geral – aqui
representada pelos controles. O tamanho da amos-
tra foi então estimado em 130 pacientes.

Foram incluídas, de maneira prospectiva e
seqüencial, 155 pacientes. Todas as pacientes,
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após apresentação e assinatura do termo de con-
sentimento livre e esclarecido, foram submetidas
à anamnese, exame ginecológico, colposcopia, co-
leta de material ecto e endocervical para pesqui-
sa de DNA de HPV e do polimorfismo no códon 72
da p53 por meio da reação em cadeia da polimerase
(PCR), além de biópsia de colo uterino para diag-
nóstico histológico. A média de idade foi de 38,9
anos (mínima de 18 anos e  máxima de 75 anos).

As pacientes foram classificadas pelo resul-
tado histológico da biópsia de colo uterino. Assim,
selecionamos um grupo de pacientes com câncer
cervical, um grupo com lesão intra-epitelial cer-
vical de alto grau (HSIL) e um grupo com lesão
intra-epitelial cervical de baixo grau (LSIL). Aque-
las pacientes que não apresentaram alterações
displásicas (citologia e histologia) no colo uterino
foram classificadas como controles.

A retirada de células endo e ectocervicais
para a pesquisa de DNA de HPV pela PCR foi reali-
zada com Cytobrush. Tal material era deixado em
suspensão em 10 mL de tampão TE (10 mM Tris-
HCl, pH 8,5; 1 mM EDTA), estocadas à temperatu-
ra de -20oC até a extração do DNA.

As amostras para a pesquisa de DNA de HPV,
após descongelamento, foram centrifugadas a 5200
rpm, sob refrigeração, e o sedimento ressuspendido
em 500 μL de TE. Destes, 100 μL foram tratados
com 100 μL de proteinase K/TE-50 (200 μg/mL de
proteinase K ‘DNase/RNase free’ Gibco, 2% Tween
20, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5) e incu-
bados durante uma noite a 37oC. Após inativação
a 94oC por 10 minutos, as amostras foram despro-
teinizadas e conservadas a -20oC até o momento
da análise.

O DNA total extraído das amostras foi sub-
metido a uma amplificação por PCR, utilizando-se
como primers consenso os seguintes oligonucleo-
tídeos degenerados, complementares à região L1
do genoma viral11. My 09 5’. CGT CCA/C AAA/G GGA
A/TAC TGA TC .. 3’ e My 11 5’ .. GCA/C CAG GGA/
T CAT AAC/T AAT GG .. 3’>

As condições para amplificação das amos-
tras foram:  95oC por 5 minutos; 40 ciclos de 95oC
por um minuto, 55oC por um minuto, 72oC por um
minuto; 72oC por 10 minutos12.

Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, em tampão
TAE, contendo 1 μg/mL de brometo de etídio e ana-
lisados sob luz ultravioleta.

A pesquisa do polimorfismo Arg/Pro foi efe-
tuada com o uso de PCR utilizando os primers: 72S
(5'.... TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA ... 3') e
72A (5'... TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG AC ...
3'), que amplificam o exon 4 do gene TP53, onde se
encontra o códon 72.

As condições de amplificação foram:
desnaturação inicial a 94oC durante três minu-
tos, seguida de 40 ciclos de 94oC por 30 segundos,
50oC por 30 segundos, 72oC por 30 segundos e ex-
tensão final a 72oC durante três minutos. O frag-
mento resultante, de 199 pb, foi então digerido com
a enzima de restrição Tha I: o alelo Pro não é dige-
rido, e o alelo Arg resulta em duas bandas de 113
pb e 86 pb. O produto de digestão foi analisado com
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em TBE,
corado com brometo de etídio e observado em luz
ultravioleta.

Os genótipos foram interpretados de acordo
com as bandas verificadas: somente a banda de
199 pb indica genótipo Pro/Pro; bandas de 199, 113
e 86 pb, genótipo Pro/Arg; bandas de 113 e 86 pb,
genótipo Arg/Arg.

As pacientes homozigotas para o alelo que
codifica arginina na posição 72 do gene TP53 fo-
ram caracterizadas como com genótipo Arg/Arg
p53; as homozigotas para o alelo que codifica
prolina na posição 72 do gene TP53, são aquelas
citadas como com genótipo Pro/Pro p53 e as
heterozigotas são aquelas cujo genótipo é citado
como Arg/Pro p5313.

Esta pesquisa foi previamente aprovada pela
Comissão de Ética e Pesquisa do Hospital São
Lucas da Pontifícia Universidade Católica do Rio
Grande do Sul.

O programa de computador utilizado para
armazenagem dos dados deste estudo foi o Epi-
Info 2000. Para testar a associação entre o poli-
morfismo no códon 72 do gene TP53 e os grupos
foi utilizado o teste de χ2. Considerou-se como sig-
nificante o intervalo de confiança de 95%
(α=0,05).

Resultados
Foram incluídas 155 pacientes neste es-

tudo. Houve predomínio de mulheres casadas ou
em união consensual (69%). Quarenta e oito
(31%) pacientes eram solteiras. Cento e quatro
(67,1%) pacientes não haviam concluído o ensi-
no fundamental, sendo que seis (4%) eram anal-
fabetas. Cinqüenta e uma (32,9%) mulheres
eram donas de casa, nove (5,8%) estavam de-
sempregadas e oito (5,2%) se disseram aposen-
tadas. Entre as 87 (56,1%) mulheres que exerci-
am ocupações fora do lar, a maior parte
correspondia a empregadas domésticas. A mé-
dia de idade da primeira relação sexual foi de 17
anos e o número médio de parceiros sexuais foi
de 2,5.

Associação entre o polimorfismo no códon 72 da p53 e as lesões pré-malignas e malignas cervicais
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Quarenta mulheres tiveram o diagnóstico
histológico de carcinoma cervical (dois casos de
adenocarcinoma e 38 carcinomas escamosos), 18
tinham HSIL, 24 LSIL e 73 foram classificadas
como controles. O genótipo Arg/Arg p53 foi identi-
ficado em 24 (60%) mulheres com câncer, nove
(50%) com HSIL, 11 (45,8%) com LSIL e em 33
(45,2%) controles. O genótipo Pro/Pro p53 foi o
menos prevalente em todos os grupos: 7,5% no
grupo com câncer, 5,6% no grupo HSIL, 8,3% no
grupo LSIL e 13,7% no grupo controle (Tabela 1).
Não houve diferença significativa entre as propor-
ções de cada genótipo nos diferentes grupos (χ2:
3,7; p: 0,716).

Discussão
O HPV é agente necessário para o desenvol-

vimento do câncer cervical. Entretanto, o fato de
que apenas uma fração das pacientes infectadas
por este vírus progride para o câncer indica que o
HPV isolado não é suficiente e traz a questão para
a existência de co-fatores. A suscetibilidade ge-
nética poderia ser um co-fator importante neste
aspecto.

O genótipo Arg/Arg p53 foi apontado como
um potencial fator de risco para o câncer cervical
associado ao HPV. Mulheres homozigotas para o
alelo que codifica arginina na posição 72 do gene
TP53 teriam risco 7 vezes mais alto para câncer
cervical associado ao HPV do que aquelas com ao
menos uma prolina naquela posição. Outros auto-
res associaram o genótipo Arg/Arg p53 a aumen-
to de 20% no risco para câncer cervical quando
comparado com o genótipo Arg/Pro. Esta associa-
ção parece biologicamente plausível, uma vez que
foi demonstrado que a proteína E6 do HPV 16 e 18
reconhece e leva à degradação preferencialmen-
te a variante Arg/Arg da p532,14-16.

No presente estudo, encontramos freqüên-
cias similares dos genótipos Arg/Arg entre os gru-
pos pesquisados: 60% no grupo com câncer, 50%
no grupo com HSIL, 45,8% no grupo com LSIL e
45,2% no grupo controle. Esse modelo de distri-
buição dos genótipos da p53 já foi demonstrado por

Das pacientes com câncer, 34 (85%) tinham
DNA de HPV. As pacientes com HSIL apresenta-
ram DNA de HPV em 11 (63%) casos. Das pacien-
tes com LSIL, 13 (54%) tinham DNA de HPV. Doze
(16%) controles apresentavam DNA de HPV. Quan-
do o DNA do HPV estava presente, o genótipo Arg/
Arg p53 foi identificado em 21 (62,7%) de 34 pa-
cientes com câncer, em sete (63,6%) de 11 pa-
cientes com HSIL, em cinco (38,4%) de 13 pacien-
tes com LSIL e em sete (58,3%) de 12 pacientes
controle. Quando o DNA do HPV estava ausente,
foram identificadas pacientes homozigotas Arg/
Arg p53 em três (50,0%) de seis casos de câncer,
em dois (28,5%) de sete casos com HSIL, em seis
(54,5%) de 11 casos com LSIL e em 26 (42,6%) de
61 controles. Não encontramos associação signi-
ficativa entre o diagnóstico histológico e a pre-
sença do HPV em relação aos genótipos da p53
(Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuição dos genótipos da proteína p53 pelos grupos relacionados e
presença de HPV.

Grupos e
presença de HPV
Câncer sem HPV

com HPV
HSIL sem HPV

com HPV
LSIL sem HPV

com HPV
Controle sem HPV

com HPV
Total

Arg/Arg

 3
21
 2
 7
 6
 5
26
 7
77

Arg/Pro

 2
11
 4
 4
 4
 7
27
 3
62

Pro/Pro

 1
 2
 1
 0
 1
 1
 8
 2
16

Total

    6
  34
    7
   11
   11
  13
  61
  12
155

2. χ2 = 9,12; valor de p=0,823
HPV: papilomavírus humano
Grupos:

Câncer: câncer de colo uterino
HSIL: lesão escamosa intra-epitelial de alto grau
LSIL: lesão escamosa intra-epitelial de baixo grau
Controle: histologia e citologia cervicais sem alterações displásicas

Genótipos:
Arg/Arg: homozigoto para o alelo que codifica arginina na posição 72 do gene TP53
Pro/Pro: homozigoto para o alelo que codifica prolina na posição 72 do gene TP53
Arg/Pro: heterozigoto arginina/prolina na posição 72 do gene TP53

Tabela 1 - Distribuição dos genótipos da proteína p53 pelos grupos de pacientes.

Grupos

Câncer
HSIL
LSIL
Controle
Total

 Arg/Arg
n      %

24   60,0
9   50,0

11   45,8
33   45,2
77   49,7

Arg/Pro
  n     %
13   32,5

8   44,4
11   45,8
30   41,1
62   40,0

Pro/Pro
     n     %

3    7,5
1    5,6
2    8,3

10  13,7
16  10,3

Total

40
18
24
73

155

Genótipo p53

1. χ2 = 3,7; valor de p=0,716
Grupos:

Câncer: câncer de colo uterino
HSIL: lesão escamosa intra-epitelial de alto grau
LSIL: lesão escamosa intra-epitelial de baixo grau
Controle: histologia e citologia cervicais sem alterações displásicas

Genótipos:
Arg/Arg: homozigoto para o alelo que codifica arginina na posição 72 do gene TP53
Pro/Pro: homozigoto para o alelo que codifica prolina na posição 72 do gene TP53
Arg/Pro: heterozigoto arginina/prolina na posição 72 do gene TP53
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outros autores5,6,17,18 que também não evidencia-
ram associação significativa entre o polimorfis-
mo da p53 e o desenvolvimento de  lesões pré-ma-
lignas e malignas cervicais.

Nossa amostra apresentou distribuição ir-
regular no número dos diagnósticos histológicos e
portanto dos grupos. Assim, podemos observar con-
centração maior no número de indivíduos do gru-
po com câncer e controle em detrimento dos gru-
pos com lesões pré-malignas (LSIL e HSIL). Tam-
bém é importante ressaltar que, apesar de esta
distribuição heterogênea poder atuar como viés
na interpretação dos resultados, os percentuais
dos genótipos da p53 foram similares em todos os
grupos.

Sabemos que o diagnóstico em doença cer-
vical se baseia na citologia, colposcopia e histologia.
Para o nosso estudo, a colposcopia foi meio de iden-
tificação da população a ser estudada (aquela com
indicação de biópsia cervical) e não objeto de ca-
racterização final dos grupos. Adotamos a
histologia para este fim por ser o exame padrão-
ouro no diagnóstico das alterações cervicais. Para
os controles, a citologia cervical negativa também
foi utilizada na caracterização do grupo, uma vez
que todas as pacientes deste estudo apresenta-
vam colposcopia com alguma alteração.

A forma de caracterização dos grupos é im-
portante quando da extrapolação dos resultados e
comparação dos dados com os da literatura. A
histologia é o exame adotado pela maioria dos tra-
balhos para identificar os casos estudados2,3,7,15,19.
A formação do grupo controle difere porém de es-
tudo para estudo, mas geralmente considera aque-
las pacientes saudáveis com citologia cervical
negativa ou sem história de câncer cervical, não
se fazendo alusão à colposcopia4,20-22. A identifica-
ção de um grupo controle com histologia normal
foi utilizada por outros autores, que também não
demonstraram relação evidente de risco para as
lesões cervicais ao analisarem os diferentes
genótipos da p537,23.

Apesar de vários estudos também não de-
monstrarem associação entre o polimorfismo no
códon 72 da p53 e o câncer cervical20,24-26, parece
haver risco para o desenvolvimento do câncer
quando subdividimos este grupo de acordo com o
tipo celular em adenocarcinoma e carcinoma
escamoso. O genótipo Arg/Arg p53, quando com-
parado com o Pro/Pro p53, esteve asssociado a
aumento de 50% no risco de adenocarcinoma, mas
não de carcinoma escamoso16. Apesar de termos
incluído apenas duas pacientes com adenocarci-
noma, não observamos esta subdivisão do grupo
com câncer, o que poderia ter influenciado na
análise final dos resultados.

A literatura é conflitante em relação à as-
sociação do polimorfismo da p53 ao desenvolvimen-
to do câncer cervical. Apesar de sabermos que o
HPV é fator importante no desenvolvimento das
lesões pré-malignas e malignas cervicais, sendo
o agente responsável pela inativação dos
supressores tumorais e conseqüente multiplica-
ção celular descontrolada, o polimorfismo da p53
não parece ser fator fundamental para o risco de
desenvolvimento das alterações cervicais.

Nossos dados não suportam a hipótese de
que o polimorfismo no códon 72 do gene TP53 é
importante no desenvolvimento de lesões cervi-
cais pré-malignas e malignas. Contudo, a presen-
te tentativa de se identificar associação de risco
entre o polimorfismo da p53 e as lesões pré-ma-
lignas e o câncer cervical associadas ou não ao
HPV deverá ser contemplada no futuro com estu-
dos de maior casuística e analisando uma gama
mais ampla de variáveis que pudessem estar as-
sociadas a esta condição.
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