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INTRODUÇÃO

A evidente associação entre o Papilomavirus humano (HPV) e
as lesões pré-invasoras e invasoras do colo de útero tem motivado
muitos estudos. Assim, hoje se sabe que o tipo 16 é o mais
prevalente em todo o mundo1, independentemente da gravidade da
lesão escamosa, e, de maneira geral, os HPV identificados como
de alto risco estão presentes em mulheres imunocompetentes em
cerca de 20% dos quadros histológicos negativos, em 70% dos
casos de lesões intra-epiteliais escamosas de baixo grau (LSIL), em
mais de 90% das lesões intra-epiteliais escamosas de alto grau
(HSIL) e em mais de 95% dos casos de carcinoma escamoso2, 3, 4.

O mecanismo pelo qual o HPV de alto risco influi no ciclo celular,
levando a sua desregulacão e progressão da lesão, inclui fatores
inerentes ao vírus e à sua inter-relação com a célula hospedeira. Tais
interferências no metabolismo celular poderão causar modifica-
ções, promovendo o aparecimento de biomarcadores que, uma
vez identificados, serviriam para orientar o prognóstico de evolução
da doença. Assim, a persistência de vírus de alto risco5, alta carga
viral2, 6-15, persistente alta carga viral16,17,18,  expressão do marcador de
proliferação MIB-119 e, finalmente, a expressão do marcador de
supressão tumoral p16INK4a 4, 20, 21, estão sendo apontados como
prováveis marcadores de diagnóstico de lesões escamosas de alto
grau e de seu prognóstico.
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RESUMO
OBJETIVO. Determinar a carga viral do HPV de alto risco em lesões intra-epiteliais escamosas do colo uterino e sua associação
com a expressão da proteína p16INK4a.
MÉTODOS.     Foram analisadas 109 amostras de biópsias de colo uterino (57 de tecido normal, 26 de lesões intra-epiteliais
escamosas de baixo grau –LSIL, e 26 de lesões intra-epiteliais escamosas de alto grau - HSIL). A determinação da presença
do HPV de alto risco e sua carga viral foi feita por biologia molecular, com captura de híbridos, por meio de coleta de células
de colo uterino previa à biópsia. O material histológico foi preparado e testado por imunohistoquímica, utilizando p16INK4a

kit (clone E6H4).
RESULTADOS.     Encontrou-se 57,8% de positividade para HPV de alto risco nos 109 casos estudados, sendo 29,8% nos casos
normais, 80,8 % nos casos com LSIL e 96,1% nos casos de HSIL. A expressão da proteína p16INK4a ocorreu em 23,8 % do
total casos com SIL (15,4% dos casos com LSIL e 84,6% dos casos com HSIL), porém não houve qualquer caso positivo
nos tecidos sem lesão intra-epitelial. A carga viral foi significativamente superior para os casos positivos para p16INK4a, sendo
a média de 669,9 RLU/PCB (9,47 a 2814,9), em relação aos casos negativos em que a média foi de 253,94 RLU/PCB (1.07
a 1882,21)  (p<0.05). Mas, analisando apenas as HSIL, a diferença não foi significativa.
Conclusão. No presente estudo, embora a carga viral de HPV de alto risco tenha demonstrado uma diferença significativa
entre casos positivos e negativos para p16, nos casos de HSIL isto não foi confirmado. Novos estudos, com maior número
de casos, são necessários para conclusões mais consistentes.

UNITERMOS: HPV. Câncer de colo uterino. Biomarcadores do câncer cervical. p16. Carga viral

Vários pesquisadores defendem a idéia de que a alta carga viral
de HPV de alto risco teria uma importante relação com lesões intra-
epiteliais escamosas e sua maior gravidade6, 7, 8, 10, 12, 15, 18, 22. Outros
pesquisadores enfatizam a importância da persistência da alta carga
viral por longo tempo, e não simplesmente uma medida isolada,
assim como só teria valor a alta carga viral do HPV tipo 16, sem
considerar os demais tipos2, 3, 9, 13, 14, 16, 17. Por outro lado, alguns
pesquisadores discordam deste fato por não haver uma relação
suficientemente clara entre intensidade e persistência da carga viral
do HPV de alto risco e gravidade da lesão epitelial do colo uterino.
Afirmam que os achados não são suficientes para utilizá-los como
parâmetro útil na predição do diagnóstico morfológico e do prog-
nóstico23, 24, mesmo considerando-se apenas o HPV 165.

Na prática clínica, tem sido defendido o uso de kits de detecção
de HPV de alto risco utilizando-se sondas para 13 tipos diferentes
de HPV, e não simplesmente o HPV 1625. Parece que o teste de
captura híbrida de 2a geração (ch2) daria uma estimativa de carga viral
global, de forma que mulheres com mais baixa carga viral seriam
mais propensas a eliminar espontaneamente o vírus, enquanto altos
níveis dos vírus se associam com a persistência15.

Ao mesmo tempo, a proteína de supressão tumoral p16INK4a tem
sido estudada em casos de lesões escamosas do colo uterino,
mostrando uma boa concordância com lesões de maior gravidade
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(HSIL). A p16INK4a tem sido apontada como uma possível marcadora
prognóstica das lesões pré-invasivas4,20,21. A associação de diferen-
tes marcadores de gravidade da lesão talvez possa aumentar a
sensibilidade e especificidade para diagnosticar lesões de alto grau
do colo uterino. Parece, portanto, interessante verificar se há
alguma associação entre a intensidade da carga viral e a expressão
do marcador p16INK4a em mulheres com lesão intra-epitelial
escamosa. Talvez a associação destes dois marcadores possa
trazer informações mais confiáveis para que se possa prever os
casos que teriam maior risco de persistência ou evolução para a
malignidade.

MÉTODOS

Foi realizado estudo transversal, não intervencional, analisando
109 casos de amostras de biópsias de colo uterino, sendo 57 casos
de tecido normal, 26 casos de lesões intra-epiteliais escamosas de
baixo grau (LSIL) e outros 26 casos de lesões intra-epiteliais
escamosas de alto grau (HSIL) . O diagnóstico histológico foi
considerado após revisão e concordância cega de dois patologistas
experientes. O material foi preparado e testado para identificação
do p16INK4a por técnica de imunohistoquímica. Com a finalidade de
detectar a presença do DNA-HPV de alto risco, foram colhidas
amostras de escovados cervicais previamente à realização da
biópsia de colo uterino, para teste qualitativo e quantitativo, por
técnica de Captura Híbrida 2 (ch2).

Biópsias
Os blocos de tecido embebidos em parafina foram processa-

dos para cortes de 5 µm e corados em hematoxilina-eosina, para
diagnóstico morfológico, por dois patologistas independentes, de
forma cega. Os casos foram categorizados como tecido normal ou
negativo, LSIL e HSIL. Casos com diagnósticos discordantes, ou
com material insatisfatório para avaliação, não entraram no estudo.

Imunohistoquímica_para_p16INK4a

Dos blocos de parafina, foram feitos cortes histológicos, de 4
µm de espessura, para realização da reação de imunohistoquímica
com a finalidade de identificar a p16INK4a. Foi utilizado o p16INK4a kit
(clone E6H4, DakoCytomation, Carpinteria, CA). Primeiramente,
as secções de tecido foram desparafinizadas em xileno e
reidratadas, por meio de gradientes de álcool até água destilada. Em
seguida, procedeu-se a recuperação antigênica, em forno de micro-
ondas à cerca de 100º C. As lâminas foram resfriadas à temperatura
ambiente e a peroxidase endógena foi bloqueada por 7,5 minutos
na solução bloqueadora de peroxidase. Foram então incubadas
com anticorpo primário, por 30 minutos, e com anticorpo de
camundongo anti-p16INK4a humano por mais 30 minutos, para então
serem lavadas em solução tampão fosfato (PBS). Em seguida, as
lâminas foram incubadas com solução cromógena de
diaminobenzidina (DAB), lavadas em água, contra-coradas em
hematoxilina, desidratadas e montadas. As amostras foram consi-
deradas positivas somente quando se observou presença de
coloração intensa e difusa nos núcleos e citoplasma das células das
camadas basal e parabasal do tecido epitelial escamoso. Casos que
expressaram a proteína de maneira focal ou fraca, ou que não a
expressaram, foram considerados negativos. Todos os testes
foram corridos em paralelos com o cuidado de ter, em cada bateria,
um controle reconhecidamente positivo e um controle negativo
para a p16INK4a.

Teste_de_DNA-HPV
A pesquisa do DNA-HPV de alto risco foi realizada pela técnica

de captura híbrida de 2ª geração (Digene®), em amostra preser-
vada em meio fixador (Universal Medium Collection - UCM
Digene®). O  intervalo entre a coleta do material cervical para o
teste de captura híbrida e a biópsia foi sempre inferior a um mês. O
material foi processado conforme orientações do fabricante para

Gráfico 1- Carga viral de casos com diagnóstico histológico de HSIL  e casos
não HSIL (LSIL e normal) em conjunto

Não HSIL (média = 324.7 +/- 760.8RLU/PCB)   (teste de Mann Whitney)
HSIL (média = 545.6  +/- 541RLU/PCB)
LSIL: lesão intra-epitelial escamosa de baixo grau
HSIL: lesão intra-epitelial escamosa de alto grau

Gráfico 2 - Carga viral em casos com expressão de p16INK4a

e sem expressão de p16 INK4a

(teste de Mann Whitney).
p16INK4a (+) (média = 669.9 +/- 678.1RLU/PCB)
p16INK4a (-) (média = 253.94 +/- 473.1RLU/PCB)

p<0,05
p<0,05
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identificação de DNA-HPV de alto risco, que compreende HPV dos
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68. A análise
foi qualitativa e quantitativa, sendo a última expressa em unidade
relativa de luz (RLU), que sugere a carga viral. Cada teste foi
processado com controles positivos e negativos em triplicata. O
teste foi considerado positivo quando a taxa de unidade de luz
relativa para vírus do grupo B (RLU/ PCB) (RLU do espécimen/
média da RLU de dois controles positivos) foi igual ou maior que
1 pg/ml.

Análise_estatística
A correlação entre a carga viral de HPV de alto risco e a

expressão de p16INK4a, bem como com a gravidade da lesão, foi
realizada pelo método de Mann-Whitney, com aplicação de curva
ROC (“Receiver-operator curves”), quando houve significância
estatística. O projeto foi analisado e aprovado pelo comitê de ética
e pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

RESULTADOS

Considerando os três grupos de mulheres (normal, LSIL e
HSIL), a média de idade foi de 30,5 (±9,9), 29 (±7,1) e 38,4
(±11,7), respectivamente. Já o número de gestações foi, respec-
tivamente, de 1,5 (±1,6), 0,9 (±1,1) e 3 (±3,9).

Dos 109 casos estudados, em 63 (57,8 %) foram positivos
para HPV de alto risco pela captura híbrida de 2a geração. Esta
positividade ocorreu em 29,8% dos casos com tecido cervical
normal, em 80,8% dos casos com LSIL, e em 96,1% dos casos
com HSIL. A variação da carga viral nos casos positivos para o HPV
com diagnóstico histológico de tecido normal e LSIL variou de 1,07
a 1882,21 RLU/PCB (média=328,5 ±522,5) e 1,23 a 2814,9
RLU/PCB (média=321,7 ± 695,2), respectivamente, e não
houve diferença significativa (p=ns).  No entanto, a carga viral dos
casos com diagnóstico de HSIL variou de 9,47 a 1549,11 RLU/
PCB (média=545,6 ± 541), mostrando uma diferença conside-
rada estatisticamente significativa (p<0,05) em relação aos casos
de LSIL e casos de tecido normal (Gráfico 1). O uso da curva ROC
confirmou esta diferença com uma área sob a curva de 0,6995 e
o melhor balanço entre sensibilidade e especificidade em 152 RLU/
PCB (sensibilidade = 60% e especificidade = 68%).

A expressão da proteína p16INK4a ocorreu em 26 dos 109 casos
estudados (23,8 %). Não houve expressão de p16INK4a nos tecidos
sem lesão intra-epitelial, contudo foi positiva em 15,4% dos casos
de LSIL e em 84,6% dos casos de HSIL. Apenas dois casos dos
26 positivos para p16INK4a eram negativos para HPV de alto risco
(7,7%). A carga viral foi significativamente superior nos casos
positivos (9,47 a 2814,9 RLU/PCB, média=669,9 ±678,1), em
relação aos casos negativos (1,07 a 1882,21 RLU/PCB, mé-
dia=253,94 ± 473,1) (p<0,05) (Gráfico 2). Aplicando-se os
valores em uma curva ROC, a área sob a curva foi 0,7265
(IC=95%), com melhores estimativas ocorrendo em valores
superiores a 214 RLU/PCB, em que houve uma sensibilidade de
62.5% e especificidade de 79.49%. Quando se comparou carga

viral apenas dentro das HSIL, com expressão e sem expressão de
p16INK4a, não houve diferença significativa entre os quatro casos
negativos para expressão do marcador e os 22 positivos (Figura 1).
Deve-se ressaltar que os quatro casos negativos eram todos de
neoplasia intra-epitelial cervical grau 2.

DISCUSSÃO

O aumento da possibilidade de identificar mulheres com lesão
intra-epitelial escamosa de maior gravidade, ou mesmo de prog-
nóstico pior, é bastante interessante do ponto de vista clínico. Este
é um bom motivo para que sejam estudados os biomarcadores e,
principalmente, as suas associações com a morfologia e com o
HPV. Trabalhos prospectivos de coorte seriam os mais apropria-
dos para determinar o valor prognóstico dos biomarcadores asso-
ciados as SIL, contudo demandam estudos de longo tempo e que
eticamente não podem respeitar a evolução natural da doença.

A carga viral de HPV de alto risco não foi considerada, baseando-
se nos cálculos estatísticos, como um indicador da presença de
lesão intra-epitelial, muito embora as HSIL tenham tido cargas virais
significativamente superiores quando comparadas as LSIL e ao
conjunto LSIL e normalidade, com uma curva ROC de boa corre-
lação. Deve ser tomado cuidado com a possibilidade de quadros de
latência levarem a falsos positivos e, portanto, sobrediagnóstico. A
possibilidade de diferença entre a carga viral e o diagnóstico da lesão
tem sido estabelecida em vários estudos6,7,8,10,12,13,15,18,22, embora con-
testados por outros23, 24. De fato, o “cutoff” que permite uma melhor
performance do teste no diagnóstico de HSIL tem sido bastante
variável. Em estudos realizados por comparação com a citologia, e
não com a histologia, a presença de vários tipos virais na sonda, a
falta de controle sobre a celularidade, dentre outros, são variáveis
não controladas que impedem conclusões definitivas 25.

Figura 1 - Carga viral especificamente entre casos de HSIL p16INK4a positivos e
negativos

(teste de Mann Whitney)
p16INK4a (+) (média = 545.6 +/- 523.5 RLU/PCB)
p16INK4a (-) (média = 619.64 +/- 493.9 RLU/PCB)
HSIL: lesão intra-epitelial escamosa de alto grau
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Até o presente, em pesquisa no banco de dados do MEDLINE,
não se encontrou nenhum estudo fazendo a correlação da presença
do HPV de alto risco, sua carga viral e a expressão da proteína
p16INK4a. Aqui foi possível constatar uma carga viral maior nos casos
que expressaram a proteína, mesmo com as óbvias limitações
citadas acima. A carga viral acima de 214 RLU/PCB apresentou o
melhor balanço entre sensibilidade e especificidade para a
positividade da proteína em biópsias, independente do diagnóstico
morfológico. No entanto, esta visão é dada por uma análise geral,
sem se levar em conta o tipo morfológico da lesão, e tão somente
a positividade ou não para o p16INK4a. Quando se fez uma compa-
ração de casos positivos e negativos para o marcador apenas entre
a HSIL, a carga viral não demonstrou ser diferente de forma
significativa. Sem dúvida, o reduzido número de casos de HSIL com
p16INK4a negativo (quatro) é um fator que impede uma conclusão
definitiva sobre a importância da correlação dos dois marcadores,
muito embora devemos ressaltar que todos estes casos eram de
NIC 2.

CONCLUSÃO

O presente trabalho sugere que a carga viral de alto risco por
captura híbrida ainda enseja controvérsias no que diz respeito à
morfologia, na sua relação com a presença de lesão intra-epitelial
e seu grau histológico. O mesmo tende a ocorrer com relação à
proteína de supressão tumoral p16INK4a, em que se observa maior
carga viral nos casos positivos para o marcador, mesmo nas LSIL,
com um provável potencial maior de evolução. Mas esta mesma
carga viral pode estar em níveis maiores em casos de HSIL p16
negativo, no entanto do tipo NIC 2.  Estudos maiores, e com
variáveis controladas com abordagem de seguimento, deverão
completar estes achados para definir ou afastar uma provável
associação da carga viral com a positividade de p16INK4a.

Conflito de interesse: não há.

SUMMARY

ASSOCIATION BETWEEN HIGH RISK HPV VIRAL LOAD, P16INK4A

EXPRESSION AND INTRA-EPITHELIAL CERVICAL LESIONS

OBJECTIVE.     To determine the (HR-HPV) high risk HPV viral load
in squamous intra-epithelial lesions and association with p16INK4a

expression.
METHODS. A series of 109 cervical biopsies were studied (57

normal tissue, 26 low grade squamous intra-epithelial lesions [LSIL]
and 26 high grade squamous intra-epithelial lesions [HSIL]).
Detection of high risk HPV and viral load in cervical cells was made
by molecular biology using hybrid capture 2nd generation collected
before the biopsy. The p16INK4a was identified by
immunohistochemistry using the p16INK4a kit (clone E6H4).

RESULTS.     High risk HPV was positive in 57.8% of all cases
(29.8% in normal tissue, 80.8% in LSIL and 96.1% in HSIL).
Protein p16INK4a was expressed in 23.8 % of squamous intra-
epithelial lesions (15.4% in LSIL and 84.6% in HSIL). In normal

tissue all cases were negative to p16INK4a. The viral load was higher
in p16 positive cases than in negative cases (positive p16INK4a mean
of 669.9 RLU/PCB [9.47 - 2814.9] and negative p16INK4a mean of
253.94 RLU/PCB [1.07 – 1882.21] (p<0.05). However when
studying just the HSIL cases differences were not significant.

CONCLUSION.     In this study although the HR-HPV viral load had
shown a significant difference between p16 positive and negative
cases, in HSIL cases this finding was not confirmed. New studies
with a larger number of cases are necessary for consistent
conclusions.  [Rev Assoc Med Bras 2007; 53(6): 530-4]

Key words: HPV. Cervical cancer. Biomarkers of cervical cancer.
p16. Viral load
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