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RESUMO 
 
O diagnóstico precoce acurado do câncer cervical, relevante problema de saúde 
pública no mundo e no Brasil, pela citologia oncótica (Teste de Papanicolaou), é 
muito prejudicado pela subjetividade e variabilidade dos  resultados falsos negativos 
e falsos positivos do método, particularmente diante de células escamosas atípicas 
(ASC). Recentes inovações técnicas, como citologia em meio líquido e 
imunocitoquímica com biomarcadores de proliferação celular, aumentaram a 
expectativa de melhorias no rastreamento do câncer cervical. No entanto, a 
aplicabilidade destas inovações nos estágios mais iniciais de atipia e displasias 
epiteliais permanecem incertas. Assim, considerando resultado prévio do nosso 
grupo de pesquisa, que identificou a proteína RAP1 como biomarcador diagnóstico 
da displasia cervical, este trabalho tem como objetivo caracterizar a expressão da 
proteína RAP1, comparativamente à expressão dos biomarcadores p16 e Ki-67, por 
imunocitoquímica, em blocos de células escamosas cervicais para possível 
aplicabilidade na triagem do câncer do colo do útero. Para tal, 34 amostras, 27 
pacientes com diagnóstico de alterações celulares benignas (ACB) e 7 pacientes 
com diagnóstico de ASC foram coletadas na unidade Jenny Faria do Hospital das 
Clínicas da UFMG.  Os resultados indicaram que 85% das amostras de blocos 
celulares foram satisfatórias para análise morfológica e a técnica reproduziu os 
principais parâmetros citopatológicos da citologia convencional. Em relação a sua 
utilização para diagnóstico, o bloco de células apresentou sensibilidade de 38,46%, 
especificidade de 90,47% e uma variabilidade interobervador com taxa de 
concordância de aproximadamente 30% para os grupos ACB e ASC. A expressão 
da proteína RAP1 foi positiva na maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou 
55,56%) e resultado negativo na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou 
57,14%) com sensibilidade de 16,66%, especificidade de 75, %. As reações 
imunocitoquímicas das proteínas p16 e Ki-67 demonstraram, em ambos os grupos, 
apresentaram predomínio absoluto ou totalidade de resultados negativos. O DNA de 
HPV foi detectado em 9 (33,33%) das 27 amostras do grupo ACB e em 4 (57,14%) 
das 7 amostras do grupo ASC. O HPV-16 foi detectado nas 4 amostras do grupo 
ASC. Nas amostras do grupo ACB foram detectados os HPV-16, em 5 amostras, 
HPV-58, em 2 amostras, HPV-45, em 1 amostra e HPV-66 em 1 amostra. 
Observamos inexistência de relação entre a presença do HPV e a expressão 
imunocitoquímica de RAP1 em ambos os grupos. Em conclusão, os blocos de 
células podem complementar o teste de Papanicolaou na triagem do câncer do colo 
uterino e a expressão da proteína RAP1 está aumentada em células cervicais em 
ambiente inflamatório, associado ou não à presença de HPV. 
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ABSTRACT 
 

The accurate early diagnosis of cervical cancer, relevant public health problem 
worldwide and in Brazil by cytology (Pap test), is hampered by its subjectivity and 
variability of false positive and false negative results, particularly on atypical 
squamous cell (ASC). Recent technical innovations, such as based liquid cytology 
and immunocytochemistry for with cell proliferation biomarkers, increased the 
expectation cervical cancer screening. However, the applicability of these innovations 
in early stages of epithelial dysplasia and atypia remains uncertain. Considering 
previous findings  of our research group, which identified the RAP1  protein as a 
biomarker diagnosis of cervical dysplasia, this study aims to characterize the 
expression of RAP1 (compared to the expression of p16 and Ki-67 biomarkers) by 
immunocytochemistry in cell  blocks of cervical squamous cells, for possible 
applicability in screening for cervical cancer. For this purpose, 27 patients with 
benign cellular changes (ACB) and 7 patients with ASC diagnosis were collected in 
Hospital das Clínicas from UFMG. The results indicated that 85% of the samples of 
cell blocks were satisfactory for morphological analysis and also that the cytological 
technique reproduces the main parameters of the conventional cytology. Regarding 
its use for diagnosis, the cell block had a sensitivity of 38.46%, specificity of 90.47% 
and an interobserver variability with concordance rate of approximately 30% for the 
ACB and ASC groups. The RAP1 expression was positive in most of the samples of 
the group "ACB" (15/27 or 55.56%) and most negative in the sample group "ASC" 
(4/7 or 57.14%) with a sensitivity of 16.66% and specificity of 75%. The 
immunocytochemical reactions for p16 and Ki-67 showed predominance of negative 
or all negative staining in both groups. HPV DNA was detected in 9 (33.33%) of the 
27 samples of the ACB group and in 4 (57.14%) of 7 ASC group samples. HPV-16 
was detected in 4 samples ASC group. Samples from the group ACB HPV-16 were 
detected in 5 samples, HPV-58 in 2 samples, HPV-45, HPV-1 sample, and 66 in one 
sample. We observed no relationship between the presence of HPV and 
immunostaining of RAP1 in both groups. In conclusion, cell blocks can be a ancillary 
tool to the Pap test for cervical cancer in screening and the expression of the RAP1 
protein is increased in cervical cells in an inflammatory environment, with or without 
the presence of HPV. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O câncer do colo do útero ou cervical mantém-se como um importante 

problema de saúde pública em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da 

ampla disponibilidade de métodos para o rastreamento da sua principal lesão 

precursora, a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou do seu principal fator 

etiológico, o HPV. Em 2014, no Brasil, foram registrados cerca de 15.590 casos 

novos de câncer do colo do útero, uma estimativa de 15,33 casos a cada 100 

mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer do 

colo do útero é o mais incidente na região Norte (23,57/ 100 mil). Nas regiões 

Centro-Oeste (22,19/ 100 mil) e Nordeste (18,79/ 100 mil), é o segundo mais 

frequente. Na região Sudeste (10,15/100 mil), o quarto e, na região Sul (15,87 

/100 mil), o quinto mais frequente (INCA, 2014).  

No Brasil, a estratégia recomendada pelo Ministério da Saúde para o 

rastreamento do câncer do colo uterino é o subjetivo teste citopatológico de 

Papanicolaou, em mulheres de 25 a 64 anos. Desde a introdução deste exame 

houve uma significativa queda na incidência e na mortalidade por câncer do 

colo do útero (INCA, 2014). Contudo, o desempenho do teste de Papanicolaou 

é prejudicado por elevada variabilidade inter e intraobservador e altas taxas de 

resultados falsos negativos (20-30%) e falsos positivos (50-70%) [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, aumentou a expectativa de melhorias no rastreamento do câncer 

cervical. Alguns desses métodos, incluindo a captura híbrida e reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para HPV, comprovaram, após estudos de 

validação clínica, a melhoria da acurácia para o diagnóstico da lesão 

precursora tardia do câncer cervical ou lesão intraepitelial cervical de alto grau 

(LIEAG) [Roelens et al., 2012]. 

 No entanto, a aplicabilidade dos testes moleculares na triagem de ASC-

US e ASC-H permanecem incertas, com limitações para distinguir as infecções 

transitórias pelo HPV e da infecção persistente e, além disso, a PCR apresenta 

variabilidade de 35 a 90% (Caetano et al., 2006; Schiffman et al., 2011; 

Roelens et al., 2012). 



 
 

23 
 

Pesquisas focadas na identificação e desenvolvimento de 

biomarcadores para as lesões precursoras do câncer do colo do útero 

revelaram, dentre outros, a proteína supressora de tumor p16 e a proteína 

marcadora da proliferação celular Ki-67, como promissores biomarcadores 

celulares relacionados à ação das oncoproteínas virais precoces E6 e E7. A 

utilização de métodos imunoenzimáticos para a avaliação da expressão de p16 

e Ki-67 tem se mostrado muito valiosa na redução da variabilidade 

interobservador no diagnóstico das lesões precursoras do câncer cervical, 

particularmente no diagnóstico de LIEAG (Roelens et al., 2012). Entretanto, o 

desempenho de p16 e Ki-67 no diagnóstico de ASC-US, ASC-H ou lesão 

intraepitelial de baixo grau (LIEBG) permanece insuficiente (Kisser & 

Zechmeister-Koss, 2014). Assim, a busca por biomarcadores celulares 

associados à desregulação de vias moleculares sensíveis à ação de outras 

oncoproteínas virais precoces, como E2, torna-se essencial. 

Neste cenário, a proteína RAP1, uma pequena GTPase da superfamília 

RAS, desponta como candidata a biomarcador das lesões escamosas iniciais, 

associadas à infecção por HPV. RAP1 GTPase (RAP1) funciona como 

transdutor bioquímico que regula o crescimento, diferenciação, sobrevida e 

adesão das células eucariotas e participa da transformação das células 

epiteliais infectadas pelo HPV, indiretamente, pela disfunção da proteína celular 

SPA-1 decorrente da oncoproteína viral E2 e pela degradação da proteína 

E6TP1 decorrente da oncoproteína viral E6 (Singh et al., 2003; Chakrabarti et  

al., 2004; Farina et al., 2004).  

Nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou a proteína celular 

RAP1 como um biomarcador da neoplasia cervical, com potencial utilização no 

auxílio ao diagnóstico deste câncer (Pascoal-Xavier, 2008; 2011; Pascoal-

Xavier et al., 2015 [em anexo]). Entretanto, a expressão de RAP1 nunca foi 

caracterizada em amostras cervicais de citologia em meio líquido.   

Assim, diante deste cenário, o presente trabalho visa caracterizar a 

expressão da proteína RAP1, comparativamente à expressão dos 

biomarcadores p16 e Ki-67, em amostras cervicais classificadas como ASC, 

provenientes de citologia em meio líquido (CBL), processadas pela técnica de 

bloco de células (cell block), para possível aplicabilidade na triagem do câncer 

do colo do útero. 
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Portanto, considerando-se a ineficiência dos biomarcadores já descritos 

na acurácia diagnóstica de ASC, ASC-H e LIEBG, que tem impacto direto no 

tratamento e acompanhamento clínicos das pacientes, este estudo, ao 

caracterizar a proteína RAP1 nas células epiteliais atípicas ou displásicas, 

provenientes de CBL, verificará a hipótese da imunocitoquímica de RAP1 como 

um bom teste de triagem para mulheres com ASC.   
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Caracterizar o padrão de expressão imunocitoquímico da proteína RAP1 

em blocos de células escamosas provenientes de citologia cervical em meio 

líquido.  

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

1 – Descrever e avaliar o método bloco de células em relação ao 

diagnóstico de ASC feito pelo exame citopatológico convencional; 

 

2 – Analisar a concordância interobservadores em relação ao 

diagnóstico de ASC do exame dos blocos células;  

 

3 – Comparar o padrão imunocitoquímico de expressão da proteína 

RAP1 em amostras cervicais processadas em blocos celulares ao padrão das 

proteínas p16 e Ki-67; 

 

4 – Detectar e genotipar o DNA do HPV em amostras cervicais pela 

reação em cadeia da polimerase e sequenciamento automático, 

respectivamente; 

 

5 – Investigar a possível correlação entre a presença do HPV com o 

padrão de expressão da proteína RAP1 em amostras cervicais processadas 

em blocos celulares.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Papilomavírus Humano e Câncer Cervical  
 

O câncer cervical é o quarto tipo de câncer mais prevalente entre a 

população feminina mundial, matando mais de 288 mil mulheres por ano no 

mundo. Cerca de 90% dos casos e, aproximadamente, 9 em cada 10 mortes, 

ocorrem em países de baixa ou média renda, sendo as maiores taxas de 

incidência observadas na Ásia Central e do Sul, África Subsaariana, América 

Latina e Melanésia (IARC-WHO, 2015). Para o desenvolvimento do câncer 

cervical e de sua lesão precursora imediata, a neoplasia intraepitelial cervical 

(NIC) grau 3 (NIC3), é necessária uma infecção cervical persistente pelo 

Papilomavírus Humano ou Human Papillomavirus (HPV). Vários estudos 

epidemiológicos demonstraram a presença do HPV em quase 100% dos casos 

de câncer cervical (zur Hausen, 1996; Walboomers, 1999; Castellsagué et al., 

2008). Vale ressaltar que cerca de 15% dos cânceres humanos são causados 

por vírus sendo que a metade é atribuída à infecção pelo HPV (Parkin et al., 

2006). 

Os papilomavírus (PV) pertencem a um grupo de vírus encontrados em 

mais de 20 espécies de mamíferos, além de aves e répteis, sendo o HPV o 

mais estudado (Doorbar et al., 2005). Historicamente, a associação entre o 

HPV e o câncer genital iniciou-se na década de 70. Entre 1974 e 1976, 

pesquisadores divulgaram os primeiros estudos sobre o papel do HPV no 

desenvolvimento do câncer cervical. Em 1976, Meisels e Fortin publicaram dois 

trabalhos descrevendo que o aparecimento de coilócitos em esfregaços 

cervicais indicava a infecção pelo HPV. Os primeiros tipos de HPV foram 

identificados diretamente de biópsias de câncer cervical entre 1983 e 1984 (zur 

Hausen, 2002). 

 De acordo com o International Committee on the Taxonomy of Viruses 

(ICTV), o HPV é membro da família Papillomaviridae, e compreendem os 

gêneros Alpha, Beta, Gama, Delta, entre outros. O gênero Alpha-papillomavirus 

é clinicamente mais importante, pois compreende os vírus associados às 
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lesões da mucosa anogenital (Figura 1) [de Villiers et al., 2004; Bernard et al., 

2005; Doorbar et al., 2005].  

 

Figura 1 - Árvore filogenética dos tipos de Papilomavírus identificados. 
Fonte: de Villiers et al., 2004 

 

Os HPV são pequenos vírus não envelopados com diâmetro de 52 a 55 

nm, possuem genoma de DNA de fita dupla circular com aproximadamente 

8000 pares de bases (epissomal) e que infectam o epitélio estratificado 

escamoso e cutâneo (zur Hausen, 2009). Mais de 100 tipos diferentes de HPV 

já foram identificados e, aproximadamente um terço deles infectam 

especificamente as células epiteliais do trato genital. Os outros dois terços 

restantes infectam células epiteliais em outros tecidos incluindo o epitélio 

cutâneo (Bernard et al., 2005).  

O genoma dos HPV apresentam três regiões principais: a região precoce 

que codifica as proteínas não estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (E do inglês 

Early) envolvidas na replicação viral e transformação celular; a região tardia 

que codifica as proteínas do capsídeo L1 e L2 (do inglês Late) e a região 

controladora não codificadora LCR (do inglês Long Control Region) que contém 

uma variedade de elementos cis reguladores da replicação viral e da expressão 

gênica (Figura 2). O genoma possui 8 fases abertas de leitura ou open reading 
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frames (ORF) ou provenientes de RNA mensageiros policistrônicos transcritos 

a partir de uma única fita de DNA (Burd, 2003; Longworth & Laimins, 2004; 

Munger et al., 2004; Scheurer et al., 2005; Munõz et al., 2006; Villa, 2006; 

Doorbar et al., 2007).  

 

Figura 2 - Organização do genoma do HPV. O genoma do HPV consiste em cerca 

de 8000 pb de DNA fita dupla circular. A origem de replicação e vários elementos reguladores 
da transcrição encontram-se na região controladora não codificadora (LCR). O promotor 
precoce do vírus (P97), o promotor tardio dependente de diferenciação (P670), e os dois sinais 
de poliadenilação (PAE e PAL) definem os três grupos principais de genes virais que são 
coordenadamente regulados durante a diferenciação da célula hospedeira. Os genes E6 e E7 
mantêm a capacidade de replicação. E1, E2, E4 e E5 estão envolvidas na replicação do DNA 
do vírus, no controle da transcrição e de outras funções tardias. L1 e L2 são as proteínas do 
capsídeo. A LCR é ampliada para permitir a visualização dos locais de ligação de E2 e o 
elemento TATA do promotor p97. A localização do E1 e locais de ligação SP1 também são 
mostradas. Fonte: Doorbar et al., 2007 

 

A proteína E1, de cerca de 68 KDa, 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. 

Já a proteína E2, de aproximadamente 50 KDa, é multifuncional, pois participa 
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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 (Figura 3) [Moody & Laimins, 2010].  

As proteínas precoces virais E6 e E7 expressas nas células basais 

mantêm a progressão do ciclo celular e retardam a diferenciação terminal 

epitelial. A proteína E6 interage com a proteína p53 que regula o ciclo celular e 

a E7 com a proteína retinoblastoma (pRb). Estas interações são fundamentais 

para o processo de replicação viral, pois induzem a proliferação celular, assim 

como a eventual imortalização e a transformação maligna das células (Moody 

& Laimins, 2010). A presença de E6 e E7 promove a característica retenção do 

núcleo celular em todas as camadas do epitélio infectado (Figura 3) [Doorbar et 

al., 2006; Bodily & Laimins, 2011].  

A replicação do genoma viral inicia-se na camada epitelial proliferativa 

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

proteínas precoces virais E4 e E5. A proteína E4 se associa com ceratinas do 

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

sugere a participação de E4 na liberação da partícula viral. A proteína E5 

estimula a multiplicação 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, e também 

bloqueia a expressão de moléculas do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade classe I (MHC I) na membrana plasmática (Figura 3) [zur 

Hausen, 2002; Leykauf et al., 2004; Rosseti, Silva, Rodrigues, 2006].  

O HPV codifica duas proteínas estruturais, L1 e L2, que são expressas 

nas camadas superiores do tecido infectado, uma vez que a amplificação do 

genoma viral tenha sido completada. L1 e L2 são responsáveis pela montagem 

do capsômero e síntese da partícula viral, nas camadas superiores do epitélio 

escamoso (Doorbar et al., 2006; Munõz et al., 2006). Posteriormente, as 

células epiteliais repletas de partículas virais no citoplasma são descamadas 

para a superfície (Figura 3) [Frazer, 2004].  
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Figura 3 - Principais etapas do ciclo do HPV. Ciclo celular do HPV demonstrando a 

arquitetura das células escamosas do epitélio cervical e a expressão das proteínas não 
estruturais do papilomavírus humano (HPV) após a infecção. As células filhas dividem-se ao 
longo da camada basal e seu processo de maturação é acompanhado da migração em direção 
à superfície. Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, há a síntese das proteínas de 
replicação, montagem e empacotamento do vírus. As partículas virais acumulam-se no 
citoplasma das células, assim, estas células, repletas de partículas virais, descamadas para a 
superfície. Fonte: Adaptado de Frazer, 2004. 

 

 

 3.1.1 História Natural da infecção por HPV 
 

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

da camada basal epitelial, através de perda da integridade do epitélio.  No caso 

de infecção cervical, o processo pode ser facilitado pelo acometimento de 

células colunares da junção epitelial escamo-colunar que podem, 

subsequentemente, formar a camada basal do epitélio estratificado metaplásico 

da zona de transformação (Figura 4). Há controvérsia quanto à natureza do 

receptor da superfície celular que permite a ligação inicial do vírus à célula, a 

maioria dos estudos sugere uma dependência da presença de sulfato de 

heparina (Giroglou et al., 2001; Longworth & Laimins, 2004; Doorbar et al., 

2006; Kanodia et al., 2007). Após penetração e desnudamento do vírus, o 

genoma do HPV é mantido como epissomo no núcleo das células basais, com 
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um baixo número de cópias, aproximadamente 50 a 100 cópias por célula 

(Doorbar et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Bodily & Laimins, 2011).  

 

 

Figura 4 - Estrutura do epitélio cervical. (a) A localização do epitélio endocervical e 

ectocervical. (b) Esquema do epitélio estratificado ectocervical, do epitélio colunar endocervical, 
e da zona de transformação (ZT). Infecções por HPV e as suas lesões benignas e malignas, 
preferencialmente, desenvolvem-se na ZT. A infecção inicia através microlesões que expõem a 
membrana basal. Fonte: Bodily & Laimins, 2011. 
 

 
No epitélio não infectado, células basais param de se multiplicar, migram 

para a camada de células suprabasais e iniciando o processo de diferenciação 

terminal. Quando se dividem, as células infectadas pelo HPV distribuem o DNA 

epissomal entre as duas células filhas, assim, enquanto o processo de 

diferenciação e maturação é iniciado por uma delas, a outra célula serve como 

um reservatório do DNA viral permanecendo indiferenciada na camada basal 

(Doorbar et al., 2005; Scheurer et al., 2005, McBride et al., 2006; Oliveira et al., 

2006).  

Os tipos de HPV encontrados preferencialmente em cânceres cervicais e 

anogenitais são designados como HPV de alto risco (HR-HPV), enquanto 

aqueles encontrados em verrugas genitais e lesões benignas são denominados 

HPV de baixo risco (LR-HPV). Os LR-HPV mais comuns são o HPV-6 e o HPV-

11, enquanto que os HR-HPV mais prevalentes são os HPV-16, -18, -31 e -45. 

Considerado o tipo mais carcinogênico, o HPV-16 é responsável por 55% a 

60% dos casos de câncer cervical, sendo o HPV-18 responsável por 10% a 

15% dos casos. Os demais tipos de HR-HPV (HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-

39, HPV-45, HPV-52, HPV-58, HPV-59, HPV-68 e HPV-67) causam os 25% a 
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30% dos casos remanescentes (Walboomers et al., 1999; Munoz et al., 2003; 

de Sanjose, 2010). Os vários tipos de HPV possuem uma organização genética 

comum e as diferenças entre HPV de alto e baixo risco são devido à diferença 

de aminoácidos em fatores comuns, e também à maior afinidade das 

oncoproteínas E6 e E7 dos HR-HPV com proteínas que regulam o ciclo celular 

(Lee et al., 1998; Sanclemente & Gill, 2002; Lie & Kristensen, 2008; Conesa-

Zamora, 2013).  

As principais etapas para o desenvolvimento do câncer cervical incluem 

infecção da cérvix uterina, por um ou mais tipos oncogênicos do HPV, 

persistência viral, progressão para lesões pré-neoplásicas e carcinoma in situ 

ou invasor. No entanto, pode ocorrer uma reversão destas etapas, com 

eliminação da infecção pelo HPV e regressão das lesões pré-neoplásicas 

(Schiffman et al., 2007; Steben & Franco, 2007). 

Aproximadamente 90% das infecções pelo HPV são transitórias, 

tornando-se indetectáveis entre um a dois anos (Plummer et al., 2007; 

Rodriguez et al., 2008). Presumivelmente tais infecções são controladas pelo 

sistema imune mediado por células ou permanecem 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 do HPV, é estabelecida (Ferenczy & Franco, 

2002; Schiffman et al., 2003; Bodily & Laimins, 2011). 

As mulheres que possuem uma infecção persistente estão em risco 

significativo de desenvolver lesões pré-cancerosas. 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. 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 (NIC) e do câncer cervical 

invasor (CCE) [Schiffman et al., 2003; Doorbar 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 
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ruptura do gene da proteína E2 causada pela integração do DNA do vírus no 

genoma celular (Middleton et al., 2003; Thomison III et al., 2009). A integração 

do genoma viral preserva regiões que codificam as oncoproteínas E6 e E7. 

Visto que E2 regula negativamente a expressão de E6 e E7, sua perda 

causada pela integração do genoma viral resulta na expressão descontrolada 

de E6 e E7. Assim, os eventos mais importantes na progressão da lesão 

produtiva para uma neoplasia de alto grau são resultado da desregulação na 

expressão das proteínas E6 e E7, que leva ao aumento da proliferação celular 

nas camadas inferiores do epitélio e à inabilidade para reparar corretamente o 

DNA celular (Doeberitz, 2002). 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 Hauser, 2002; Doorbar et al., 2005).  

A persistência por um ano (Castle et al., 2009) e dois anos (Kjaer et al., 

2010) especialmente com o HPV-16, pode predizer um diagnóstico de NIC 3 ou 

diagnósticos mais severos nos anos subsequentes. Por exemplo, pacientes 

infectadas com HPV-16 por 1 a 2 anos apresentam um risco de 20 a 30% de 

desenvolver NIC 3 nos próximos 5 anos. Vale ressaltar que a lesão NIC 3 não 

tratada tem 30% de probabilidade de se tornar câncer invasor, ao passo que, 

lesões de NIC 3 tratadas apresentam apenas 1% de chance de se tornarem 

invasivas (McCredie et al., 2008). 

De acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC), 

há a necessidade da presença adicional de alguns fatores de risco ou cofatores 

que aumentam o risco de progressão das lesões em direção ao câncer cervical 

(IARC-WHO, 2015). Os cofatores que predispõem ou potencializam o 

surgimento e manutenção da infecção por HPV e/ou do câncer do colo uterino 

são:  

(i) o baixo nível socioeconômico, provavelmente capaz de determinar 

níveis inferiores de educação sexual e condições de maior promiscuidade 

(IARC-WHO, 2015; INCA, 2014); 

(ii) o início precoce da atividade sexual, a presença de outras doenças 

sexualmente transmissíveis (DST), a multiplicidade de parceiros e a 

multiparidade, provavelmente devido à maior chance de exposição, nesses 

grupos, ao HPV. Além disto, no caso da multiparidade a correlação também se 
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faz, devido à influência hormonal e aspectos imunológicos do período além dos 

traumatismos relativos ao trabalho de parto (Baseman & Koutsky, 2005; 

Castellsagué, Bosh, Muñoz, 2002; IARC-WHO, 2015; INCA, 2014); 

(iii) o uso do tabaco com a infecção persistente por HPV de alto risco e 

com a presença de NIC de maior grau. Acredita-se que o tabaco estimule a 

carcinogênese e diminua a resposta do hospedeiro à infecção viral 

(Castellsagué, Bosh, Muñoz, 2002; IARC-WHO, 2015; INCA, 2014); 

(iv) o uso de anovulatórios, pois foi sugerido que estas drogas estimulam 

a integração do DNA do HPV no genoma do hospedeiro e também a produção 

de proteínas virais oncogênicas (Castellsagué, Bosh, Muñoz, 2002; IARC-

WHO, 2015; INCA, 2014). 

 

3.2 Neoplasia intraepitelial cervical 
 

O tipo histológico mais comum do câncer do colo do útero é o carcinoma 

de células escamosas (CCE), representando cerca de 90% dos casos. O CCE 

é precedido por uma longa fase de doença pré-invasiva, denominada neoplasia 

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

Richard, 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 et al., 2005). Esta 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). A classificação de Richards determina a existência de três graus de 

lesões precursoras: (i) NIC 1, equivalente à displasia leve e com distúrbios 

celulares comprometendo o terço inferior do epitélio; (ii) NIC 2, equivalente à 

displasia moderada e com distúrbios celulares comprometendo os dois terços 

inferiores do epitélio e; (iii)  NIC 3, correspondendo à displasia acentuada, 

severa ou carcinoma in situ e com distúrbios celulares comprometendo toda a 

espessura do epitélio (Mount et al., 2003). 

Ao final de 1980, para aproximar a classificação morfológica com a 

própria história natural destas lesões intraepiteliais cervicais associadas à 

infecção por HPV, o sistema Bethesda de classificação das lesões cervicais 

pré-invasivas foi introduzido, sendo o mesmo publicado em 1991 e revisado em 
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2001. Tal sistema divide as lesões cervicais em dois grupos funcionais. A 

classificação Bethesda utiliza o termo genérico lesão intraepitelial escamosa 

(LIE) (do inglês Squamous Intraepithelial Lesions ou SIL) de baixo grau 

(LIEBG), do inglês Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions ou LSIL, ou de 

alto grau (LIEAG), do inglês High-grade Squamous Intraepithelial Lesions ou 

HSIL. As lesões LIEBG ou LSIL correspondem à NIC 1 e as LIEAG ou HSIL 

correspondem 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 de uma 

infecção produtiva por HPV na LIEBG ou NIC 1 e as características marcantes 

das atipias celulares e arquiteturais da LIEAG ou NIC 2/NIC 3 (Crum, 2003; 

Mount et al., 2003; Schneider, 2003; Crothers, 2005; Claeys et al., 2006). 

No Brasil, as nomenclaturas dos exames citopatológicos e 

histopatológicos seguem, respectivamente, a classificação histológica de 

Richart, de 1967, e citológica do Sistema Bethesda, de 2001, como mostrado 

na Figura 5 (Diretrizes para o rastreamento do câncer do colo do útero/INCA, 

2011). 

Classificação 

citológica de 

Papanicolaou 

Classificação 

histológica da 

OMS 

Classificação 

histológica de 

Richart 

Classificação 

Citológica 

Brasileira 

Classe I - - - 

Classe II - - 
Alterações 

benignas 

- - - ASC 

Classe III 

Displasia leve NIC 1 LIEBG 

Displasias 

moderada e 

acentuada 

 

NIC 2/3 
LIEAG 

Classe IV Carcinoma in situ NIC 3 LIEAG 

Classe V 
Carcinoma 

invasor 

Carcinoma 

invasor 

Carcinoma 

invasor 

 
Figura 5 - Nomenclatura citológica e histopatológica das lesões 
precursoras e do câncer do colo do útero. Fonte: Modificado das Diretrizes para o 

rastreamento do câncer do colo do útero/INCA, 2011. 
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Tal correspondência citológica e histológica é caracterizada por 

alterações celulares e arquiteturais intraepiteliais observadas nas três classes 

de lesões precursoras do câncer do colo do útero: LIEBG ou NIC 1, equivalem 

à atipia ou displasia leve e com distúrbios celulares comprometendo o terço 

inferior do epitélio;  já a LIEAG ou NIC 2/3, equivalem à atipia ou displasia 

moderada/acentuada e com distúrbios celulares comprometendo os dois terços 

inferiores/toda a espessura do epitélio do epitélio  como ilustrado nas Figuras 6 

e 7 (Mount et al., 2003; Crum et al., 2005).   

 

 

 

Figura 6 - Histologia e citologia da infecção por HPV e da NIC1/LIEBG. A e 

B – Característica 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 – NIC 1: 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 – LIEBG: 
Agrupamento de células intermediárias com cariomegalia, cromatina heterogênea, nucléolos 
inconspícuos e aumento da relação núcleo/citoplasma. A e C: HE com aumento de 400X; B e 
D: Papanicolaou com aumento de 400X.  Fonte: Pascoal-Xavier, 2011. 

A B 

C D 
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Figura 7 - Histologia e citologia da mucosa ectocervical com NIC3/LIEAG. 
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 - 
Agrupamento de células basais atípicas com grande aumento da relação núcleo/citoplasma, 
hipercromasia nuclear e contornos irregulares da carioteca. C – NIC 3: Proliferação de células 
atípicas comprometendo toda a espessura do epitélio, sem evidência de diferenciação e 
maturação escamosa. D – LIEAG: Células com maturação anormal, disceratóticas, com 
hipercromasia nuclear e cromatina grosseira, em meio a exsudato inflamatório neutrofílico. A e 
C: HE com aumento de 400X; B e D: Papanicolaou com aumento de 400X. Fonte: Pascoal-
Xavier, 2011. 
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3.3 Atipias de significado indeterminado em células escamosas  
 

Com o objetivo de reduzir a variabilidade do diagnóstico diferencial entre 

alterações celulares benignas e alterações celulares verdadeiramente atípicas, 

o sistema Bethesda de classificação citopatológica introduziu a classe atipias 

de significado indeterminado em células escamosas – ASC (sigla inglesa para 

Atypical Squamous Cells). A classe ASC é definida como alterações celulares 

insuficientes para o diagnóstico de lesão intraepitelial, e é subdividida em 

células escamosas atípicas de significado indeterminado ou ASC-US (sigla 

inglesa para Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance), e em 

células escamosas atípicas não podendo se excluir lesão de alto grau ou ASC-

H (sigla inglesa para atypical squamous cells sendo o H referente à HSIL) 

[Solomon et al., 2002]. Essa subclassificação foi adotada no Brasil, a partir de 

2002 (Diretrizes para o rastreamento do câncer do colo do útero - INCA, 2011). 

A prevalência do diagnóstico citológico de ASC-US no Brasil, em 2009, 

foi de 1,2% dentre todos os exames realizados e de 46% considerando-se 

apenas os resultados alterados. Já a prevalência do diagnóstico citológico 

ASC-H foi de 0,2% dentre todos os exames realizados e de 7% considerando-

se também os resultados alterados. Nessa categoria de ASC, a prevalência de 

LIEAG variou entre 12,2% e 68% e a de CCE em torno de 1,3% a 3% 

(Diretrizes para o rastreamento do câncer do colo do útero - INCA, 2011). 

O rastreamento de ASC-US e ASC-H pelo exame citopatológico, assim 

como o de LIEBG e LIEAG (Figura 8), recomenda, para ASC-US, a repetição 

do exame citopatológico em intervalos de 6 meses, em mulheres com 30 anos 

ou mais, e de 12 meses em mulheres com idade inferior a 30 anos. Todas as 

mulheres com laudo citopatológico de ASC-H devem ser encaminhadas à 

unidade secundária para colposcopia e biópsia. 
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Figura 8 - Fluxograma de recomendações de condutas para diagnósticos 
citopatológicos de ASC-US e ASC-H no Brasil. Fonte: Adaptado de Gravitt et al., 

2005.  

  

A reprodutibilidade do diagnóstico citopatológico de ASC é pobre, pois 

estudos interobservadores demonstraram a parca concordância entre 

citopatologistas, variando de 35% a 45%. Além disso, frequentemente se 

observa a presença de NIC nas biópsias de pacientes com diagnóstico prévio 

de ASC. Em estudo brasileiro, avaliando pacientes com ASC-US, foram 

observados os seguintes percentuais: 9% de NIC 1, 6% de NIC 2 e 3% de NIC 

3 (Barcelos et al., 2006). No caso do diagnóstico citopatológico de ASC-H, 

verificou-se presença de cerca de 50% de NIC 2/3 no exame histopatológico 

(Huitron et al., 2008). 

O diagnóstico de ASC requer definições claras de tratamento. No 

entanto, o manejo clínico de mulheres com ASC é particularmente problemático 

porque este diagnóstico pode indicar várias condições diferentes, incluindo 

alterações de células reativas e o desenvolvimento de estágios pré-neoplásicos 

ou neoplásicos. Além disso, há controvérsias sobre os procedimentos mais 

adequados para evitar a evolução de ASC para lesões cervicais mais 

avançadas (Paesi et al., 2015). A implantação de métodos de biologia 
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molecular, como a pesquisa de DNA do HPV de alto risco, para orientar a 

conduta médica de pacientes com ASC ainda é considerada economicamente 

inviável para o Sistema Único de Saúde (SUS) do Brasil. (Diretrizes para o 

rastreamento do câncer do colo do útero - INCA, 2011). 

 

3.4 Epidemiologia da infecção genital por HPV e neoplasia cervical no 
Brasil 
 

A infecção genital pelo HPV é a infecção sexualmente transmissível 

mais comum entre jovens nos países em desenvolvimento. Cerca de 290 

milhões de mulheres no mundo são portadoras do HPV. No Brasil, cerca de 

50% da população em idade reprodutiva é infectada pelo HPV genital, e a 

maioria das mulheres sexualmente ativas será infectada ao longo da vida 

(Baseman & Koutsky, 2005; Carvalho et al., 2005; Scheurer et al., 2005; 

Burchell et al., 2006; Trottier et al., 2006; INCA, 2014). 

Em 2009, a prevalência de lesão intraepitelial escamosa de baixo grau 

(LIEBG), no Brasil, foi de 0,8% entre todos os exames citopatológicos 

realizados. Considerando-se apenas os exames com resultado anormal, a 

prevalência de LIEBG é de 31%, representando o segundo diagnóstico 

citopatológico mais frequente, precedida apenas pela categoria ASC-US que é 

de 46% de todos os resultados alterados. A prevalência de LIEAG é de 0,25% 

de todos os exames realizados e 9,7% de todos os exames com resultado 

anormal. Cerca de 70% a 75% das pacientes com laudo citológico de LIEAG 

confirmam este grau de doença no exame histopatológico da biópsia, no 

entanto, 1% a 2% terão diagnóstico histopatológico de carcinoma invasor 

(Diretrizes para o rastreamento do câncer do colo do útero - INCA, 2011). 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), no Brasil, o câncer 

cervical corresponde a 5,7% dos casos de câncer, com uma estimativa de 

15.590 novos casos em 2014, o que representa 15,33 casos a cada 100 mil 

mulheres, ficando atrás somente do câncer de mama (20,8% dos casos de 

câncer) e do colorretal (6,4% dos casos de câncer), (INCA, 2014). O câncer 

cervical é mais frequente na região Norte representando 23,57% de todos os 

casos de câncer no sexo feminino. Nas regiões Centro-Oeste (22,19/ 100 mil) e 

Nordeste (18,79/ 100 mil), é o segundo tipo de câncer mais frequente. Na 
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região Sudeste (10,15/100 mil), o quarto e, na região Sul (15,87 /100 mil), o 

quinto mais frequente. 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 37,23 casos por 

100.000 mulheres, ou seja, maior que o dobro da média nacional (INCA, 2014). 

 

3.5 Prevenção e diagnóstico da neoplasia intraepitelial cervical  
 

 Atualmente existem duas vacinas, comercialmente disponíveis contra o 

HPV, ambas protegem contra os tipos de HPV-16 e -18 (vacina bivalente 

Cervarix produzida pela Glaxo Smith Kline), sendo que a vacina Gardasil 

produzida pela Merck protege também contra os tipos de HPV-6 e -11 de baixo 

risco (vacina tetravalente). Tais vacinas consistem de partículas semelhantes a 

vírus (VLP, sigla inglesa para viral like particle) produzidas por tecnologia de 

DNA recombinante, sendo, portanto, não infecciosas. Na maioria das vezes, 

ambas mostraram alta eficiência para mulheres sem evidências de infecções 

prévias, com redução de mais de 90% de infecções persistentes e redução 

próxima a 100% de lesões cervicais moderadas e severas (Schiffman et al., 

2007; Schiffman et al., 2011; Bonanni et al., 2015; Gilmer, 2015).  

Em março de 2014, o Sistema Único de Saúde (SUS) do Ministério da 

Saúde passou a ofertar a vacina tetravalente contra HPV, utilizada na 

prevenção do câncer do colo do útero, para meninas de 11 a 13 anos. Em 

2015, serão vacinadas as adolescentes de 9 a 11 anos e, em 2016, começarão 

a ser imunizadas as meninas que completam 9 anos. O esquema de vacinação 

é composto por três doses: a segunda é aplicada com intervalo de seis meses 

e a terceira, de reforço, cinco anos após a primeira dose. Mais de 4,1 milhões 

de meninas já receberam a primeira dose da vacina. O número representa 

83,5% do público-alvo, formado por 4,9 milhões de adolescentes na faixa-etária 

de 11 a 13 anos (Ministério da Saúde, 2015).  
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3.5.1 Teste de Papanicolaou 
 

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 moleculares. 

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

denominado de citologia oncótica ou teste de Papanicolaou, 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 (Doeberitz, 2002; Gravitt et al., 2005). 

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

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

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 et al., 2005; 

Tambouret, 2013).   

Poucas evidências apoiam a recomendação de rastreamento anual do 

câncer cervical em mulheres de qualquer idade, pois esta conduta pouco 

contribui para o aumento na prevenção deste câncer e ainda gera um custo 

excessivo e desnecessário de procedimentos e tratamentos (Stout et al., 2008; 

Kulasignam et al., 2011). Dessa forma, os intervalos de triagem devem ser 

recomendados com base na idade e no histórico clínico da paciente (Saslow et 

al., 2012). Para mulheres com idade entre 21 e 29 anos, o rastreamento com 

citologia é recomendado a cada três anos. Devido à alta prevalência do HPV 

em mulheres até 30 anos recomenda-se que o teste para genoma do HPV 

deve ser utilizado em mulheres deste grupo. Para mulheres com idade entre 30 

e 65 anos o Guia para a Prevenção e Detecção Precoce do Câncer Cervical, 

publicado em 2012, recomenda o rastreamento conjunto por citologia e teste 

para HPV a cada 5 anos (recomendável) ou apenas citologia a cada 3 anos 

(aceitável) considerando-se um histórico de rastreamento com testes negativos 
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consecutivos (Peyton et al., 2001; Dunne et al., 2007; Saslow et al., 2012; 

INCA, 2014) 

A rotina recomendada para o rastreamento do câncer cervical no Brasil é 

a repetição do exame Papanicolaou a cada três anos, após dois exames 

normais consecutivos realizados em um intervalo de um ano, priorizando 

mulheres entre 25 e 60 anos (INCA, 2014). O rastreamento pelo teste de 

Papanicolaou tem obtido grande sucesso na redução da incidência de câncer e 

mortalidade em países onde o rastreamento de boa qualidade é disponível, 

ainda que resultados falso-positivos e falsos negativos sejam comuns (ALTS, 

2003; Castle & Carreon, 2010). 

Diante de um teste de Papanicolaou anormal, ou seja, apresentando 

como resultado células atípicas de significado indeterminado (ASC) ou lesão 

intraepitelial escamosa de baixo ou de alto grau, é indicada uma colposcopia. A 

colposcopia é um procedimento que permite uma visão estereoscópica 

aumentada (normalmente de 6 a 40 vezes) da cérvix (colo do útero) e da 

vagina, obtida com o auxílio de um espéculo vaginal e do colposcópio, após a 

aplicação de solução de ácido acético a 3-5% que cora o colo do útero para 

facilitar as análises. O colposcópio consiste de um microscópio binocular com 

uma fonte de luz com intensidade variável. O exame histopatológico é 

necessário quando uma área suspeita é identificada no exame colposcópico. 

Vale ressaltar que o exame histopatológico é considerado o padrão ouro no 

diagnóstico do câncer cervical (Gravitt et al., 2005).  

A ocorrência de exames citopatológicos falso-negativos e insatisfatórios 

motivou a discussão para incorporação de novas tecnologias visando à 

melhora da qualidade e acurácia do teste de Papanicolaou. Os algoritmos 

atuais 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 

captura híbrida e da reação em cadeia da polimerase (PCR). A captura híbrida 

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 
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interpretar resultados equivocados no rastreamento, por exemplo, ASC-US, 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 et 

al., 2005).  

 

3.5.2 Citologia em meio líquido 
 

Outra metodologia disponível para a triagem do câncer do colo uterino é 

a citologia de monocamada em meio líquido (CBL) aprovada pelo FDA 

americano (USA Food and Drug Administration). Nesta técnica, células do 

raspado cervical são colocadas imediatamente em uma solução fixadora. Para 

o exame, as células cervicais são dispersas, colocadas em um filtro e 

transferidas para uma lâmina de microscópio para interpretação em forma de 

monocamada. Uma vez que as células são rapidamente fixadas após a coleta, 

poucos artefatos morfológicos celulares ocorrem e também poucas células na 

lâmina são encobertas, uma vez que o processo reduz a quantidade de outros 

materiais, como sangue e muco.  

Amostras coletadas por citologia em meio líquido também podem ser 

utilizadas para a preparação de blocos de células (cell blocks), técnica que 

oferece outras vantagens ao exame citopatológico. A técnica de bloco celular 

(CB) foi introduzida há mais de um século atrás, em 1896, usando celoidina 

como meio de inclusão. No entanto, ganhou ampla aceitação como uma 

ferramenta de diagnóstico, em 1947. Preparações de bloco de células são 

usadas rotineiramente, geralmente como complemento das lâminas citológicas, 

para citologia esfoliativa de fluidos da cavidade corporal e material de punção 

aspirativa por agulha fina (PAAF).  A utilização de citologia em meio líquido 

(CBL) permite que tanto material citológico ginecológico e não ginecológico 

possam ser estudados em preparações de bloco de células (Jain et al., 2014). 

 As principais vantagens dos blocos de células são: servem como uma 

fonte adicional de material, com cortes seriados do mesmo exemplar para 

oferecer ou repetir análises moleculares para futuros estudos de diagnóstico e 

pesquisa. Tal como blocos de histologia em parafina, fixados em formalina, os 
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blocos de células permitem a preservação das amostras por longo período.  

Entretanto, um número ainda muito limitado de estudos abordaram a 

preparação de blocos de células em material de citologia cervico-vaginal 

(Freitas et al., 2001; Akpolat et al., 2004; Halloush et al., 2008; Shidham et al., 

2011; Kossakowski et al., 2014). 

 

3.6 Limitações/Desafios no diagnóstico do câncer cervical 
 

Apesar da disponibilidade das duas vacinas recombinantes contra os 

HPV tipos 6, 11, 16 e 18 ser um importante passo na batalha contra o câncer 

cervical, supostamente tais vacinas não oferecem proteção para indivíduos que 

já foram expostos aos HR-HPV, não resolvem infecções ou lesões existentes e 

não protegem contra todos os tipos de HR-HPV já descritos (Schiffman et al., 

2007; Castellsague et al., 2011). 

Além disso, os exames citológicos e histológicos geram elevadas taxas 

de resultados, falso negativo e falso positivo, e grande variabilidade de 

interpretação interobservadores, o que certamente prejudica a decisão clínica 

sobre o tratamento. O desempenho do teste de Papanicolaou é severamente 

prejudicado pela elevada variabilidade inter e intraobservador e altas taxas de 

resultado falso negativo e falso positivo, respectivamente entre 20 a 30% e 50 

a70% (Tsoumpou et al., 2009; Litjens et al., 2013). Apesar da análise 

histopatolológica de biópsias do colo uterino ser considerada como padrão ouro 

para o diagnóstico de NIC, esta também apresenta grande variabilidade de 

interpretação interobservador culminando em erros na determinação do grau 

da NIC, em 30 a 50% dos casos (Schiffman et al., 2007; Thomison III et al., 

2009; Schiffman et al., 2011). 

Os testes moleculares para detecção do DNA do HPV nas amostras 

cervicais também falham na triagem de lesões intraepiteliais, pois não 

permitem a distinção entre infecção transitória e infecção crônica ou 

persistente, podendo levar ao acompanhamento desnecessário ou tratamento 

excessivo da paciente e, consequentemente, aumento de custos dos serviços 

de saúde. Além disso, a PCR apresenta variabilidade de 35 a 90%. Já a 

citologia em meio líquido (CBL) não é mais sensível ou mais específica do que 

a citologia convencional e também apresenta limitações, especialmente no 
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diagnóstico diferencial entre alterações celulares benignas e displásicas 

(Diretrizes para o rastreamento do câncer do colo do útero - INCA, 2011). 

Mortes causadas pelo câncer cervical também são devido a resultados 

falso negativos. Erros de amostragem ocorrem quando células anormais na 

lâmina do exame de Papanicolaou são perdidas ou mal interpretadas. O erro 

mais comum de amostragem é a ausência de células da zona de 

transformação cervical (Buntinix et al., 1996). A determinação precisa da 

sensibilidade e especificidade em testes citológicos é importante porque tais 

parâmetros devem ser utilizados para orientar decisões como recomendações 

da frequência ótima de rastreamento e acompanhamento de lesões de grau 

intermediário.  

Os principais métodos atualmente disponíveis para o rastreamento do 

câncer cervical apresentam importantes limitações para 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, 

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

(LIEAG), com integração viral no genoma celular, e diretamente associada à 

transformação neoplásica (Doeberitz, 2002; Thomison III et al., 2009; Schiffman 

et al., 2011). 

Tais questões elevam a importância de se obter biomarcadores capazes 

de indicar em quais circunstâncias as lesões são transitórias ou não, além de 

facilitar o diagnóstico correto do grau da lesão, evitando tratamentos 

desnecessários. 

 

3.7 Biomarcadores da displasia epitelial cervical  
 

Considerando-se as limitações do diagnóstico citopatológico e de suas 

inovações, vários estudos tentam identificar métodos e moléculas reguladoras 

do ciclo e da proliferação celulares úteis na determinação da progressão da 

neoplasia intraepitelial cervical. As moléculas celulares mais estudadas são as 

proteínas p16INK4A (p16), p14, Ki-67, MCM2, MCM5, MCM7, topoisomerase 2 

(TOP2A, p105, p107, RB2/p130, E2F4, p21 e Ciclina A (Santopietro et al., 

2006; Lobato et al., 2012).  
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O ProEx™C é um ensaio imunocitoquímico composto por dois 

anticorpos monoclonais que reconhecem a TOP2A e a MCM2, que apresentam 

expressão aumentada em câncer cervical (Chen et al., 2003; Malinowski, 2007; 

Santin et al., 2005). A TOP2A é uma enzima que desenrola o DNA em 

preparação para a replicação, transcrição, segregação cromossomal e 

progressão do ciclo celular e a MCM2 é um marcador de proliferação celular 

(Badr et al., 2008).  

Vale ressaltar que a proteína p16INK4A (doravante abreviada como p16) é 

o biomarcador diagnóstico da neoplasia cervical mais estudado. A p16, produto 

do gene CDKN2, é uma proteína supressora de tumor que inibe os complexos 

ciclina D/ciclinas dependentes de cinases (CDK)-4 e -6, as quais regulam o 

ponto de checagem da fase G1 do ciclo celular (Serrano et al., 1993; Koh et al., 

1995). Como mostrado na figura 9, as CDKs fosforilam a proteína 

retinoblastoma (pRB), o que resulta em uma mudança conformacional e 

liberação do fator de transcrição E2F pela pRB. Assim, a inativação da função 

tanto de p16 ou de pRB permite que a célula entre na fase S após apenas uma 

pausa no ponto de checagem de G1 (Sano et al., 1998). A oncoproteína viral 

E7 se liga à pRB inativando-a (Dyson et al., 1989). Visto que expressão de p16 

parece estar envolvida em um feedback negativo de pRB, a diminuição da 

proteína pRB leva a um aumento de p16. Em outras palavras, a inativação de 

pRB mediada por E7 resulta em elevados níveis de p16 em células infectadas 

com HR-HPV. 
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Figura 9 - Expressão aumentada de p16 no câncer cervical. A proteína 

supressora de tumor p16 inibe os complexos ciclina D/ciclinas dependentes de cinases (CDK)-
4 e -6, os quais regulam o ponto de checagem da fase G1 do ciclo celular. Os complexos 
ciclina-CDKs fosforilam a proteína retinoblastoma (pRB), o que resulta em uma mudança 
conformacional e liberação do fator de transcrição E2F pela pRB, induzindo a expressão de 
genes da fase S. A inativação de pRB ocorre através da oncoproteína viral E7, que se liga à 
pRB impedindo-a de se ligar a E2F e, portanto, inativando-a. Devido a expressão de p16 estar 
envolvida em um feedback negativo de pRB, a diminuição de pRB em sua forma ativa leva a 
um aumento de p16. Assim a inativação mediada por E7 de pRB resulta em elevados níveis de 
p16 em células infectadas com HR-HPV. Fonte: 
https://www.klinikum.uniheidelberg.de/index.php?id=113203&L=1; adaptado. 

 

 

Estudos iniciais utilizando imuno-histoquímica em biópsias de neoplasias 

intraepiteliais cervicais e carcinomas demonstraram a expressão aumentada de 

p16 e ausência de sua expressão em mucosa normal e estroma, abrindo a 

possibilidade da utilização de p16 como biomarcador para diferenciar 

neoplasias de câncer ou de lesões no colo uterino (Sano et al., 1998). Já foi 

demonstrado que os padrões de imunocoloração com p16 são diferentes em 

biópsias cervicais infectadas com LR-HPV de biópsias infectadas com HR-

HPV, fornecendo, portanto, informações valiosas sobre o tipo de HPV 

infectante sem a necessidade de testes moleculares como PCR, Southern 

blotting ou hibridização in situ (Sano et al., 1998). Entretanto, esta abordagem é 

controversa devido à possibilidade de haver coloração de p16 em alguns tipos 

celulares normais como células endocervicais, células escamosas 

metaplásicas e atróficas, que embora sejam encontradas de forma menos 
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frequente e tenham uma coloração menos intensa, podem resultar em 

diagnóstico falso-positivo em algumas amostras (Trunk et al., 2004). 

A proteína Ki-67 é uma proteína não histona expressa no núcleo durante 

todo o ciclo celular, exceto nas fases G0 e G1, podendo ser detectada com o 

anticorpo MIB-1. Ki-67 constitui um marcador eficiente das células em 

proliferação e sua expressão tem sido associada a um aumento do grau de 

displasia cervical (Qiao et al., 2005; Sarian et al., 2006; Bahnassy et al., 2007; 

Conesa-Zamora et al., 2009). Além disso, tem sido proposta como um 

marcador de prognóstico do câncer cervical (Silva-Filho et al., 2004) apesar de 

ser expressa em lesões proliferativas não neoplásicas. A função de Ki-67 ainda 

permanece desconhecida e não há evidências de que seja essencial para 

proliferação celular (Conesa-Zamora, 2013). 

A expressão aumentada das proteínas p16 e Ki-67 tem sido 

extensivamente investigada e demonstra forte associação com displasia 

epitelial de alto grau. No caso particular da proteína p16, postula-se que ela 

contribui especialmente para o diagnóstico diferencial das lesões epiteliais de 

alto grau, que apresentam risco muito aumentado de progressão para o 

carcinoma invasor (Hu et al., 2005; Kalof et al., 2005; Murphy et al., 2005; Kalof 

et al., 2006; Cuschieri et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts et al., 2009; 

Romagosa et al., 2011).  

A avaliação imunocitoquímica de variadas amostras do colo uterino, 

citologia em meio líquido, bloco de células epiteliais e biópsia parafinada, 

utilizando anticorpos primários para p16 e Ki-67, favorece a diminuição da 

variabilidade intra-observador no diagnóstico das lesões intraepiteliais 

cervicais, principalmente no diagnóstico das lesões intraepiteliais de alto grau. 

O kit comercial CINtecPLUS Cytology (Roche) detecta simultaneamente a 

expressão de p16 e Ki-67 por imunocitoquímica. Em células normais, a 

expressão simultânea destas proteínas não ocorre, uma vez que induzem 

efeitos opostos na célula (Schmidt et al., 2011). Enquanto a proteína p16 tem 

ação anti-proliferativa, inibindo o ciclo celular; a proteína Ki-67 é detectada em 

células em proliferação. Sendo assim, a expressão de p16/Ki-67 na mesma 

célula, indica um ciclo celular desregulado decorrente, possivelmente, de 

oncoproteínas virais (E6 e E7), podendo proporcionar uma maior sensibilidade 

e especificidade na detecção de lesões (Hong et al., 2013; Ridder et al., 2013). 
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A dupla marcação de p16 e Ki-67 se mostrou promissora tanto para 

rastreamento primário, quanto para casos de citologias com atipias mínimas, 

uma vez que, se mostrou um teste sensível, sem decréscimo na especificidade 

(Yoshida et al., 2011; Dona et al., 2012; Loghavi et al., 2012;  Ravarino et al., 

2012; Byun et al., 2013; Ridder et al., 2013; Linxweiler et al., 2014). 

Entretanto, questões fundamentais para a avaliação clínica de p16 e Ki-

67, como falta de padronização na preparação das amostras para 

imunocitoquímica e nos critérios para interpretação dos cortes histopatológicos, 

têm reduzido a reprodutibilidade do método e dificultando a interpretação dos 

dados de diferentes estudos. Por conseguinte, as evidências disponíveis não 

permitem a formulação de recomendações definitivas sobre as aplicações da 

p16 e Ki-67 na prática clínica (Akpolat et al., 2004; Thomison III et al., 2008, 

Tsoumpou et al., 2009; Roelens et al., 2012; Toll et al., 2013; Kisser et al., 

2015).  

Nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou a proteína celular 

RAP1 GTPase como um potencial biomarcador da neoplasia cervical, com 

potencial utilização no auxílio ao diagnóstico desse câncer (Pascoal-Xavier, 

2008; 2011, Pascoal-Xavier et al., 2015 [em anexo]). Os resultados deste 

estudo estão descritos no item 1.9.1 desta dissertação.  

 

3.8 Proteína RAP1 GTPase 
 

A proteína RAP1 foi descoberta por Kitayama e colaboradores, em 1989, 

como um produto do gene k-rev, capaz de suprimir o fenótipo maligno de 

fibroblastos transformados por K-RAS, codificada por um dos genes mutados 

de RAS (Kitayama et al., 1989). Atualmente, as proteínas RAP1, em 

mamíferos, são conhecidas por agirem independentemente de RAS e suas 

funções compreendem o controle do estabelecimento da polaridade celular 

(Shimonaka et al., 2003), ativação da adesão celular mediada por integrina 

(Tsukamoto et al., 1999; Katagiri et al., 2000; Reedquist et al., 2000; 

Duchniewicz et al., 2006), regulação do contato célula-célula (Hogan et al., 

2004; Price et al., 2004), proliferação celular (Altschuler & Ribeiro, 1998) e 

secreção (D'Silva et al., 1998; Crittenden et al., 2004).  
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RAP1 é uma pequena GTPase pertencente a superfamília RAS e possui 

duas isoformas, RAP1A e RAP1B. RAP1A é 95% homóloga à RAP1B, diferindo 

em apenas nove aminoácidos (de um total de 184), seis dos quais estão 

localizados entre os aminoácidos 171 e 184 na extremidade C-terminal (Mitra 

et al., 2003). RAP1 funciona como um interruptor molecular, regulando a 

sinalização de processos celulares como a proliferação, diferenciação, 

morfogênese e apoptose. Para ser ativada ou desativada, RAP1 se liga a 

moléculas GDP ou GTP, sendo que a ligação à GTP resulta na sua forma ativa 

e a ligação à GDP na sua forma inativa. O ciclo GDP-GTP é regulado pelos 

fatores de troca nucleotídeo guanina (GEF, sigla inglesa para Guanine 

Exchange Factor) que facilitam a liberação do nucleotídeo ligado e permitem 

que o GTP se religue. Já as proteínas ativadoras de GTPase (GAP, sigla 

inglesa para GTPase Activating Protein) induzem a hidrólise do GTP ligado e 

completam o ciclo (Figura 10) [Bos et al., 2001]. 

 

 

Figura 10 - Funções biológicas e regulação da proteína RAP1 GTPase. A 

proteína RAP1 encontra-se na célula no estado inativo, RAP1GDP, ou no estado ativo, 
RAP1GTP. A ativação de RAP1 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 

Rap1 GDP

Rap1 GTP

C3G

Família
Epac

CalDAG

PDZ

DOCK-4

RapGAP

Família SAP-1
(SPA-1,E6TP1)

B-Raf

ERK

RAPL

Integrina

Promoção ou inibição da 
proliferação celular

Diferenciação celular

Adesão célula-célula

Migração celular

Fagocitose



 
 

52 
 

GTPase como E6TP1, SPA-1 e RapGAP. 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 integrinas de adesão e 
migração celulares e fagocitose. Fonte: Adaptado de Kometani et al., 2004 

 

RAP1 é encontrada predominantemente em membranas intracelulares 

na região perinuclear, em vesículas endocíticas e exocíticas, e em menores 

quantidades em membranas plasmáticas (Pizon et al.,1994; Farina et al., 2004; 

Frische et al., 2010). É particularmente abundante em plaquetas humanas nas 

quais está localizada principalmente na membrana plasmática e nos grânulos 

secretores, regulando a formação do grânulo e exocitose (Torti, 1992; Berger, 

1994; Franke et al.,1997; Farina et al., 2004; Frische et al., 2010). RAP1 

também é abundantemente observada na membrana plasmática e em grânulos 

específicos de neutrófilos (Maridonneau and Gunzburg, 1992; Quinn et al., 

1992;  Farina et al., 2004; Frische et al., 2010). Em fibroblastos é 

principalmente localizada no compartimento médio do Complexo de Golgi ou 

nos endossomos (Beranger et al., 1991; Pizon et al., 1994; Lafuente et al., 

2007; Frische et  al., 2010).  

 

3.9 Expressão de RAP1 em tumores 
 

A expressão alterada da proteína RAP1 e de seus reguladores (GEFs e 

GAPs) tem sido implicada no crescimento de células cancerosas, invasão e 

metástase (Hattori et al., 2003; Frische et al., 2010; Gloerich et al., 2011). 

Vários estudos já demonstraram a expressão alterada de RAP1 e seus 

reguladores em distintas linhagens de células escamosas de carcinoma (CCE) 

de orofaringe, câncer oral (D'Silva et al., 2003; Banerjee et al., 2011), CCE de 

cabeça e pescoço (Banerjee et al., 2012), câncer papilar da tireóide (Nellore et 

al., 2009), câncer de mama (Furstenau et al., 2011), carcinoma de células 

renais (Kim et al., 2012), leucemia (Qiu et al., 2012) e melanoma (Gao et al., 

2006). 

Evidências indicam que a proteína RAP1GAP, um fator de inativação de 

RAP1, é expressa em menor quantidade em vários tipos de câncer. No câncer 

de tireóide a baixa regulação de RAP1GAP aparece como consequência de 

degradação proteassomal (Zuo et al., 2010), no câncer pancreático e de 

tireóide papilar é devido à perda de heterozigosidade (Zhang et al., 2006), no 



 
 

53 
 

câncer de melanoma e de tireóide devido à metilação do promotor (Zheng et 

al., 2009; Zuo et al., 2010) e no câncer de mama devido à mutações genéticas 

(Sjoblom et al., 2006). Apesar de ser frequente a baixa expressão de 

RAP1GAP em tumores humanos, as consequências biológicas da diminuição 

da expressão desta proteína foram estudadas em apenas poucas linhagens de 

células cancerosas. Em carcinomas de células escamosas de cabeça e 

pescoço, RAP1GAP inibe o crescimento do tumor atrasando a transição de 

fase de G1/S no ciclo celular (Zhang et al., 2006). RAP1GAP também inibe a 

atividade de cinases reguladas por sinal extracelular, a proliferação celular, a 

sobrevivência e a migração de células do melanoma (Zheng et al., 2009). 

Estudos também demonstraram que a reintrodução de RAP1GAP em 

linhagens de células cancerosas, afetam algumas características das células 

transformadas. Por exemplo, a indução da superexpressão de RAP1GAP em 

linhagens celulares de carcinoma escamoso de orofaringe e pancreático 

(Zhang et al., 2006) bloqueia a formação de tumores em modelos animais. A 

superexpressão in vitro, de RAP1GAP diminui a proliferação celular do tumor e 

favorece a apoptose (Zhang et al., 2006; Tsygankova et al., 2007; Mitra et al., 

2008; Zheng et al., 2009). Tais achados sugerem que as RAPGAP funcionam 

como supressoras de tumor.  

A descoberta de que a proteína E6 dos HR-HPV atua na carcinogênese 

cervical através da degradação da GAP E6TP1 pela ubiquitina ligase E6AP, 

reforça a teoria de capacidade supressora de tumor das RAPGAP. Isso porque 

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 dos HR-HPV, promovendo a degradação da E6TP1, 

eleva os níveis de RAP1GTP, ativando RAP1 durante a transformação celular 

(Chakrabarti et al., 2003; Lee et al., 2007).  

A proteína E2 do HPV também parece estar envolvida na via de ativação 

de RAP1. E2 pode ligar ao DNA epissomal viral ao genoma do hospedeiro, por 

meio da interação com a proteína nuclear Brd4. Uma vez ligada à Brd4, a 

proteína E2 compete com a proteína SPA-1, uma RAPGAP.  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; Farina et al., 
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2003; Mitra et al., 2003; McBride et al., 2006; McPhillips et al., 2006; Guo et al., 

2007; Frische et al., 2010; Smith et al., 2010; Zheng et al., 2010).  

 

3.9.1 Proteína Rap1 como biomarcador do câncer cervical  
 
 

A proteína RAP1 foi identificada e caracterizada como biomarcador da 

neoplasia cervical pelo nosso grupo de pesquisa com potencial utilização no 

auxílio ao diagnóstico deste câncer (Pascoal-Xavier, 2008; 2011; Pascoal-

Xavier et al., 2015 [em anexo]).  Um estudo transversal foi realizado com 

biópsias cervicais para determinar a associação de RAP1 com a neoplasia 

intraepitelial cervical (NIC). A avaliação quantitativa e imuno-histoquímica de 

expressão RAP1 foram feitas em 183 amostras de tecido cervical, fixadas e 

embebidas, em parafina classificadas como mucosa normal ou não-displásicas 

(NDM) (n = 33); NIC grau 1 (n = 84) e NIC de grau 2/3 (n = 66). Um aumento 

gradual na expressão RAP1 nas amostras NDM <NIC 1 <NIC 2/3 (p <0,001) foi 

observado de acordo com o diagnóstico histopatológico. Um aumento 

progressivo dos níveis de expressão de RAP1 aumentou em 3,5 vezes a 

chance de risco de NIC 1 [(OR) = 3,50; Intervalo de confiança (CI) 1,30-10,64] 

e a chance de risco de CIN2/3 em quase 20 vezes (OR = 19,86, CI 95%=6,40-

70,79) quando comparadas a NDM. Além disso, a análise de regressão 

logística mostrou que este aumento progressivo da expressão de RAP1 

impactou mais fortemente NIC 2/3 do que NIC 1. Portanto, os nossos 

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

de NIC. Todavia, a expressão da proteína RAP1 em amostras cervicais 

provenientes de citologia em meio líquido (CBL) ainda não é conhecida. 
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4 POPULAÇÃO, MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

4.1 Estratégias de Trabalho  
 
 

 
 
Figura 11 – Estratégias de trabalho. 

 

4.2 Aspectos éticos  
 

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), pela Assembleia do 

Departamento de Anatomia Patológica e Medicina Legal da Faculdade de 

Medicina da UFMG e também obteve parecer favorável da Unidade Funcional 

Bias Fortes e Jenny Faria do Hospital das Clínicas da UFMG (em anexo).  
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4.3 Critérios de seleção das pacientes 
 

Para compor o grupo ASC deste estudo foram selecionadas 96 

pacientes, de acordo com conclusão do laudo do exame citopatológico prévio, 

realizado no segundo semestre de 2013 e primeiro semestre de 2014, pelo 

Serviço de Anatomia Patológica e Citopatologia do Hospital das Clínicas da 

UFMG, de acordo com o Sistema de Informações do Câncer do Colo Uterino 

(SISCOLO). A conclusão do laudo indicativa para o grupo ASC foi “Células 

atípicas de significado indeterminado possivelmente não neoplásico - ASC-US” 

e “Células atípicas de significado indeterminado não podendo se afastar lesão 

de alto grau – ASC-H”. Para coleta dos dados pessoais das 96 pacientes 

selecionadas, foi utilizada a base de dados NET-TERN da Unidade Funcional 

Jenny Faria. O recrutamento iniciou-se no contato telefônico, momento no qual 

foi explicada a proposta do projeto e se havia interesse da paciente em 

colaborar nesta pesquisa. A paciente foi convidada a retornar a Unidade 

Funcional Jenny Faria para nova coleta.  

As amostras do grupo “controle”, que incluem alterações celulares 

benignas (reativas ou reparativas) foram coletadas durante a rotina do exame 

ginecológico na Unidade Funcional Jenny Faria do HC-UFMG, após as 

pacientes concordarem e assinarem o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) [em anexo].  
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4.3.1 Critérios de inclusão das pacientes no estudo 
 

Neste estudo foram incluídas as pacientes que preencheram todos os 

critérios de inclusão citados abaixo:  

(a) concordância da paciente com o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) do estudo; 

(b) retorno à Unidade Funcional Jenny Faria do HC-UFMG, no ano de 

2014, para repetição do exame citopatológico em 6 meses, conforme 

recomendado pelas Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Câncer do 

Colo do Útero, do INCA -MS (INCA, 2011); 

(c) exames ginecológicos e especular do colo uterino, normais ou sem 

evidência de lesões intraepiteliais de baixo ou alto grau e de câncer invasor, 

durante atendimento ambulatorial na Unidade Funcional Jenny Faria do HC-

UFMG, no ano de 2014. 

 

4.3.2 Critérios de exclusão das pacientes do estudo 
 

Os seguintes critérios de exclusão foram adotados:  

(a)  gestantes;  

(b)  pacientes com idade superior a 60 anos;  

(c)  pacientes imunocomprometidas ou com diagnóstico de infecção por 

HIV/AIDS.  

 

4.4 Coleta e preservação das amostras 
 

Conforme protocolo da pesquisa, foram coletadas amostras para 

citologia oncótica convencional (Teste de Papanicolaou) sendo as lâminas para 

citologia enviadas ao Serviço de Anatomia Patológica e Citopatologia do 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). 

Logo em seguida, foram coletadas novas amostras para citologia em meio 

líquido (CBL) utilizando-se o kit ThinPrep/PreservCyt (Cytic Corp.USA) que 

contém 20 mL de solução conservante/fixadora. Para a região ectocervical foi 

realizado o raspado celular com espátula de Ayre, e para a região endocervical 

foi utilizada escova do tipo Cytobrush (Kolplast Ltda).  As amostras 
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devidamente identificadas com o nome da paciente e número de prontuário 

foram armazenadas e conservadas até seis semanas (máximo) a temperatura 

ambiente (Figura 12). Um volume de 10 mL da suspensão celular foi utilizado 

para preparação dos blocos de células para os ensaios imunocitoquímicos no 

Laboratório de Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal de Minas Gerais (FM-UFMG) e os 10 mL restantes foram utilizados 

para os testes moleculares no Laboratório de Imunologia Celular e Molecular 

do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR/Fiocruz Minas). Os testes 

moleculares foram realizados sem o conhecimento prévio dos resultados da 

citopatologia.  As amostras cervicais foram coletadas pelas médicas residentes, 

Dra. Cecília de Souza Monteiro, Dra. Sabrina de Souza Alves e Dra. Brenda 

Peixoto Godinho. 

 

 

Figura 12 - Frasco para coleta de amostras cervicais para citologia em 
meio líquido.  No momento da coleta todas as amostras foram identificadas com o nome e 

número de prontuário da paciente e armazenadas por até seis semanas a temperatura 
ambiente. 

 

 

4.5 Métodos morfológicos  
 

4.5.1 Cultivo celular 
 

Células HeLa - Linhagem celular de ceratinócitos derivada de paciente com 

câncer cervical, que possui DNA de HPV-18 integrado ao genoma celular. O 

cultivo das células HeLa, foi feito utilizando-se meio de Eagle modificado por 
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Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab, 

Campinas] contendo 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de sulfato de 

estreptomicina e 0,25 µg/mL de anfotericina B (Gibco BRL). As células foram 

incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Esta linhagem 

celular, gentilmente cedida pelo Dr. Cláudio Bonjardim do Laboratório de Vírus 

da Universidade Federal de Minas Gerais, foi utilizada como controle positivo 

nos experimentos de imunocitoquímica, de detecção do DNA do HPV e de 

genotipagem do HPV detectado.  

 

4.5.2 Preparação do bloco de células  
 

A preparação do bloco de células (cell block), procedimento utilizado 

para obter uma alta concentração de células, foi realizado com o sedimento da 

amostra de citologia em meio líquido contida na solução ThinPrep Pap Test® 

PreservCyt (Hologic, Inc. Corporate, MA). Para tal, 10 mL da suspensão celular 

foram centrifugadas por 10 minutos a 400 x g a temperatura ambiente, em tubo 

Falcon de 50 mL (rotor 6441, centrífuga Sorvall RT Legend). Este tubo foi 

escolhido por apresentar maior diâmetro facilitando a manipulação do 

sedimento celular. O sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e, em 

seguida, o sedimento de células foi ressuspendido em 3 a 5 gotas de plasma 

humano. Imediatamente após, foram adicionados 25 a 75 µL de trombina 

(Thrombin from bovine plasma; Sigma-Aldrich, T7513-100UN), Após 5 a 10 

minutos, a temperatura ambiente, ocorreu à formação do coágulo (adaptado de 

Keyhani-Rofagha & Vesey-Shecket, 2002), como ilustrado na Figura 13. 

O coágulo contendo as células cervicais, devidamente identificado, foi 

envolvido em papel toalha e corado com eosina (E1007.01.AD, Synth) para 

melhor visualização de sua localização no bloco de parafina (Figura 14). Em 

seguida, o coágulo foi transferido para um cassete de histologia e armazenado 

em solução de formaldeído a 10% (Synth). As amostras foram processadas 

utilizando o processador de tecidos (modelo PT 05, LUPETEC®, Brasil), de 

acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as amostras foram 

banhadas em formaldeído a 10% por duas vezes, em álcool a 70%, álcool a 

95% por duas vezes, álcool a 100%, acetato de butila, xilol por três vezes e, 
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finalmente, em parafina aquecida a 65˚C por duas vezes. Todos os banhos 

duraram 1 hora cada. Posteriormente, os blocos celulares foram incluídos em 

parafina (Figura 13) [L: 108080, Synth]. 

A partir dos blocos de células parafinados, foram feitos cortes de 5 µm 

de espessura (Micrótomo Leica RM2125RT) e montados em lâminas para 

microscopia. As amostras foram desparafinadas e rehidratadas, com lavagens 

em xilol, por 20 minutos e em álcool etílico (PA), por 5 minutos, para coloração 

padrão com hematoxilina de Harris e eosina (HE). As lâminas coradas com HE 

foram utilizadas para avaliar a adequabilidade das amostras, o desempenho do 

bloco de células para o diagnóstico e a variabilidade interobservador. 

Posteriormente, novas lâminas contendo cortes de 5 µm de espessura das 

amostras foram confeccionadas para os ensaios imunocitoquímicos. Para os 

ensaios imunocitoquímicos foram utilizadas lâminas de vidro com carga 

positiva (Figura 14) [ImmunoSlide, cat. EP-51-30184, EasyPath]. 

 

 

Figura 13 - Preparação do bloco de células (cell block) das amostras 
cervicais. O sedimento de amostras cervicais coletadas para citologia em meio líquido (CBL) 

foi adicionado de plasma humano e trombina para formação do coágulo foi processado como 
descrito no item 5.4.2. de Material e Métodos, para a análise citopatológica e para utilização 
nos ensaios de imunocitoquímica. Fonte: Adaptado de Jain et al., 2014  
 
 

10 mL



 
 

61 
 

 
 
 

 
 

Figura 14 - Confecção de lâminas das amostras cervicais. A partir dos blocos 

de células parafinados foram feitos cortes de 5 µm de espessura para confecção de lâminas 
coradas por HE e para os ensaios imunocitoquímicos das proteínas RAP1, p16 e Ki-67. As 
laminas coradas por HE foram utilizadas para verificar a adequabilidade das amostras, o 
desempenho do bloco de células para o diagnóstico e a variabilidade interobservador. Fonte: 
Adaptado de Pascoal-Xavier, 2011. 
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Figura 15 - Coágulo celular obtido para preparação de bloco de células. O 

coágulo, corado com eosina, contendo as células cervicais foi obtido como descrito no item 
5.4.2 de Material e Métodos. 
 

 

 

4.5.3 Ensaios imunocitoquímicos 
 

Para realização dos ensaios imunocitoquímicos, foi utilizado o kit 

NovoLink Max Polymer Detection NovocastraTM (Leica Microsystems). As 

lâminas contendo os cortes seriados de 5 µm das amostras parafinadas foram 

incubadas por 18 horas, a 56ºC, em estufa. Posteriormente, as amostras foram 

submetidas a etapas de desparafinização e rehidratação, com lavagens em 

xilol, por 20 minutos, em álcool etílico (PA), por 5 minutos. Após a re-

hidratação, foi realizada a recuperação antigênica, processo necessário para 

induzir a exposição dos antígenos, no qual as lâminas foram aquecidas em 

solução de citrato de sódio a 0,01 M (pH 6,0) a 90ºC por 20 minutos no vapor e 

resfriadas a temperatura ambiente por 20 minutos.  

A peroxidase endógena dos tecidos e as proteínas inespecíficas foram 

bloqueadas nas diferentes etapas utilizando-se as soluções específicas 

fornecidas pelo kit NovoLink. A coloração para imunocitoquímica foi feita 

separadamente com os seguintes anticorpos primários: anti-RAP1A (policlonal 

de coelho RAP1 121 SC-65, 200 ug/mL), anti-p16 (policlonal de coelho H-150 

SC-759, 200 ug/mL), ambos da Santa Cruz Biotechnology, e o anticorpo 

monoclonal de camundongo (clone MIB-1) anti-Ki-67 humana (IR 626, Dako 
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Technologies Company). Vários testes foram realizados para verificação da 

concentração ideal dos anticorpos primários, incluindo diluições de anticorpos 

que variaram de 1:50 até 1:300 em diluente fornecido pelo kit  NovoLink. A 

diluição 1:50 foi definida para todos os anticorpos primários utilizados neste 

estudo.  

Assim, após a adição de 50 µL da diluição 1:50 dos anticorpos primários 

às lâminas, estas foram incubadas, em câmara úmida, por 1 hora, a 

temperatura ambiente. Em seguida foi feito o bloqueio por 30 minutos, 

utilizando a solução de bloqueio pós-primário específica do kit NovoLink. Os 

cortes foram incubados com o sistema universal de detecção por polímeros do 

kit NovoLink por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, foram 

adicionados 200 µL da solução reveladora fornecida pelo kit contendo o 

cromógeno diamino-benzidina 3,3 (DAB) e a reação incubada a temperatura 

ambiente por 5 minutos. A contra coloração foi realizada mergulhando as 

lâminas em solução de hematoxilina de Harris (Cód. 248, Vetec) por 30 

segundos. As lâminas foram lavadas em água corrente por 2 minutos e, em 

seguida, lavadas 3 vezes em álcool etílico e 2 vezes em xilol para montagem 

com lamínulas.  

As lâminas foram analisadas utilizando-se o microscópio óptico Olympus 

BX, conforme parâmetros do estudo, e digitalizadas no equipamento 

Pannoramic Viewer (3DHISTECH Ltd). Blocos de células HeLa foram utilizados 

como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquímica. 

 

4.5.4 Parâmetros citomorfológicos e imunocitoquímicos 
 

Para análise da qualidade das amostras, da concordância entre os dois 

métodos (teste Papanicolaou e bloco celular) e da variabilidade 

interobservadores, foram adotados os seguintes parâmetros:  

(a) adequabilidade da amostra: satisfatória (presença de 10 ou mais 

células epiteliais escamosas por lâmina) ou insatisfatória (presença de 

menos de 10 células epiteliais escamosas por lâmina);  

(b) tamanho do núcleo (TN): normal ou aumentado;  

(c) relação núcleo/citoplasma: normal ou aumentada;  
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(d) coloração nuclear: normal ou hipercromática; 

(e) forma do núcleo: normal ou irregular;  

(f) distribuição da cromatina: homogênea ou heterogênea.  

 Para análises semi-quantitativas das reações imunocitoquímicas dos 

anticorpos anti-RAP1, anti-p16 e anti-Ki-67, foram adotados os seguintes 

parâmetros:  

(a) percentagem de células positivas menor que 10% ou maior que 10% 

de células com coloração positiva para RAP1 e p16;  

(b) percentagem de células positivas menor que 1% ou maior que 1% de 

células com coloração positiva para Ki-67; 

(c) localização da imunomarcação: ausente, somente citoplasma, 

somente núcleo, somente membrana citoplasmática, citoplasma e núcleo, 

todos os compartimentos;  

(d) intensidade da coloração: classificada subjetivamente como 0, 1+, 

2+, ou 3+ e agrupados em duas categorias: (i) fraco = 0 ou 1+ que foi 

considerado como negativo; (ii)  forte = 2+ ou 3+, considerado como positivo.  

 

 4.5.4.1 Variabilidade interobservador 
 

 A fim de verificar a concordância do diagnóstico utilizando o bloco 

celular, três patologistas da FM-UFMG com experiência em patologia do trato 

genital e que rotineiramente fazem diagnósticos anatomopatológicos, 

examinaram as lâminas, coradas com hematoxilina-eosina, de forma 

independente e “cega”, ou seja, sem o conhecimento do diagnóstico elaborado 

pelo colega e sem o conhecimento do diagnóstico obtido no teste de 

Papanicolaou (padrão).  

 

4.6 Métodos moleculares  
 

4.6.1 Extração de DNA 
 

Para a obtenção do DNA genômico das amostras citológicas foi utilizado 

o kit QIAamp DNA Mini Kit (Cat. No. 51304 - Qiagen), de acordo com as 

instruções do fabricante. Para tal, os 10 mL restantes das amostras CBL foram 
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transferidos para tubo Falcon de 15 mL, e centrifugados 400 x g (centrífuga 

Sorvall Legend RT; rotor 6441) por 10 minutos a temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e mantido o sedimento (pellet). 

O sedimento de células foi ressuspendido em 200 µL de PBS e a suspensão 

celular transferida para tubo de 1,5 mL contendo 20 µL de proteinase K 

(fornecida pelo kit). A mistura foi homogeneizada e incubada a 56°C por 10 

minutos a temperatura ambiente. Após, foram adicionados 200 µL de etanol a 

96-100% (Merck) e a mistura transferida para a coluna QIAamp Mini spin 

column. Seguiram-se as etapas de lavagem, e ao final o DNA foi eluído em 200 

µL do tampão de eluição AE. A concentração de DNA purificado foi medida no 

comprimento de onda de 260 nm em espectrofotômetro Nanodrop ND1000 

(Thermo Scientific, USA). As amostras de DNA purificado foram armazenadas 

a -20ºC.  

  

4.6.2 Verificação da presença de inibidores da PCR nas amostras 
cervicais e da integridade do DNA extraído 
  

O DNA extraído das amostras cervicais foi submetido a PCR para 

amplificação do gene da beta globina humana para o controle da presença de 

inibidores da PCR nas preparações e da integridade do DNA extraído. Para tal, 

foram utilizados os iniciadores PCO3 (5´-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3´ e 

PCO4 (5´- CAACTTCATCCACGTTCACC - 3´) (Saiki et al., 1988), que geram 

um produto de 110 pares de base (pb).  

Para amplificação do fragmento de 110 pb do gene β-globina humano 

foram utilizados 2 µL de DNA; 2 µL de tampão STR 10X Promega (500 mM 

KCl, 100 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,3 µL 

de Gold Taq polimerase a 5 U/µL  (Promega); 1 µL do iniciador senso (10 µM); 

1 µL de iniciador anti-senso (10 µM) e H2O até o volume final de 20 µL. 

A amplificação ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

94°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, 

pareamento a 53°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto; e um passo 

final de extensão a 72°C por 10 minutos.  

Para verificação da amplificação do fragmento do gene da beta globina, 

5 µL do produto da PCR foram adicionados a 1 µL de tampão de amostra 6 X 
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(azul de bromofenol a 0,25%; xilenocianol a 0,25%; Ficoll 400 a 15% em 5 X 

TBE) e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% em tampão 

TBE 1 X (Tris-Borato-EDTA) a uma voltagem constante de 100 V por cerca de 

30 a 40 minutos. Após, o gel foi corado com nitrato de prata de acordo com 

Sanguineti e colaboradores (1994) com modificações.  

 

4.6.3 Detecção do DNA do HPV pela nested-PCR  
 

A detecção do DNA de HPV nas amostras cervicais foi feita por nested-

PCR, sendo primeiramente, o fragmento do gene L1 amplificado com os 

iniciadores consensos MY09 e MY11 que pareiam a uma região conservada do 

gene L1 dos HPV tipo 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 

58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, IS39, CP8304, CP6108, MM4, 

MM7, MM8, que infectam a mucosa genital, gerando um produto de 450 pares 

de base (pb). Na sequência dos iniciadores MY09 (5´- 

CGTCCMARRGGAWACTGTC-3´) e MY11 (5´-

GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3´), M corresponde às bases A/C, W às bases 

A/T e R às bases A/G (Gravitt et al., 2000). Na reação para amplificação do 

fragmento 450 pb com os iniciadores MY11 e MY09 foram utilizados 10 µL de 

DNA extraído; 2 µL de tampão STR 10X Promega (500 mM KCl, 100 mM Tris-

HCl, 15 mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,3 µL de Gold Taq 

polimerase (Promega; 5 U/µL); 1 µL do iniciador senso (10µM); 1 µL de 

iniciador anti-senso (10 µM) e H2O até o volume final de 20 µL. A amplificação 

ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 4 minutos, 

seguida de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, pareamento a 53°C por 1 minuto e 

extensão a 72°C por 1 minuto; seguidos de um passo final de extensão a 72°C 

por 10 minutos. 

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade na 

detecção do genoma de HPV nas amostras cervicais, o amplificado da primeira 

reação foi submetido a uma segunda reação com par de iniciadores GP5+ (5’ 

TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3’) e GP6+ (5’ 

GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3’) que amplificam um fragmento de 150 

pb internos ao fragmento de 450 pb amplificado na primeira reação (Zehbe & 

Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000; Fuessel-Haws et al., 2004). Como 
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controle positivo da reação de amplificação foi utilizado o DNA extraído da 

linhagem celular HeLa. Na segunda reação (nested) feita com os iniciadores 

GP5+ e GP6+ para amplificação do fragmento 150 pb foram utilizados 10 µL do 

produto da primeira PCR; 4 µL de tampão STR 10 X Promega (500 mM KCl, 

100 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,6 µL de 

Gold Taq polimerase (Promega; 5 U/µL); 2 µL do iniciador senso (10 µM); 2 µL 

de iniciador anti-senso (10 µM) e H2O até o volume final de 50 µL. A 

amplificação ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 

4 minutos, seguida de 40 ciclos com desnaturação a 95°C por 1 minuto, 

pareamento a 40°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto; e um passo 

final de extensão a 72°C por 10 minutos. 

Para verificação da banda de interesse (150 pb), 5 uL do produto da 

PCR foram submetidos à eletroforese em gel analítico de poliacrilamida a 8% 

(como descrito no item 5.5.2). Os 45 uL restantes foram submetidos à 

eletroforose em gel preparativo de agarose a 2% para excisão e purificação do 

DNA da banda de interesse para a genotipagem de HPV pelo sequenciamento 

automático de DNA como descrito no item 5.5.4.  

  

4.6.4 Genotipagem do HPV por sequenciamento automático  
 

Para a purificação da banda de 150 pb do gene L1, amplificado a partir 

das amostras cervicais pela nested-PCR, 45 uL da reação foram acrescidas de 

tampão de amostra de 6X Loading Dye (Fermentas) e fracionadas por 

eletroforese preparativa em gel preparativo de agarose a 2% em tampão TAE 

0,5X. A corrida foi feita em cuba para eletroforese horizontal (MUPID Exu, 

Advance, Japão) contendo um volume apropriado de TAE 0,5X, a 100 V. Para 

a visualização do DNA fracionado sob a luz UV, o corante fluorescente de 

ácidos nucleicos GelRed® (Biotium, USA) foi adicionado ao gel de agarose e 

também ao tampão de corrida na concentração indicada pelo fabricante. O gel 

contendo os fragmentos de DNA foi visualizado e fotografado sob luz 

ultravioleta (UV) no aparato ImageQuant LAS 4000 series (GE Healthcare Life 

Sciences). A banda de 150 pb foi recortada do gel com o auxílio de bisturi, para 

extração de DNA pelo Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as 
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instruções do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em espectrômetro 

Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific).  

A reação de sequenciamento de ambas as fitas do DNA do fragmento do 

gene L1 foi realizada em placa de 96 poços (N801-0560 MicroAmp 96–well 

Reaction plate, Applied Biosystems) em termociclador Applied Biosystems® 

GeneAmp Thermal Cycler 9700, (Life Technologies), utilizando-se o kit 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®, Life 

Technologies) adicionando-se 20 a 30 ng do produto de PCR de 150 pb 

purificado.  Inicialmente, as amostras foram aquecidas a 96°C por um minuto 

para desnaturação das fitas e, após, submetidas por 35 ciclos de 96ºC por 15 

segundos para desnaturação; 50ºC por 15 segundos para pareamento do 

iniciador, 60ºC por 4 minutos para extensão. Após, as reações de 

sequenciamento foram submetidas a um processo de precipitação para 

eliminação dos iniciadores e dos dideoxinucleotídeos marcados com 

fluorocromos não utilizados na reação, sendo o DNA precipitado desnaturado 

pela adição de 10 uL/poço de formamida. 

A corrida foi feita no sequenciador da empresa Myleus Biotechnology, 

em sequenciador automático capilar ABI 3130 (Life Technologies). Para análise 

dos cromatogramas foi utilizado o software Sequence Scanner Software 

(Applied Biosystems) disponível no link 

(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate

2&catID=600583&tab=DetailInfo). As sequências nucleotídicas foram 

analisadas pelo programa BLAST N (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

4.7 Análises estatísticas  
 

Para as análises estatísticas do estudo foram utilizados os programas 

MINITAB 16 (Minitab Inc., State College, Pennsylvania) e R (Version 2.15.3; 

http://www.r-project.org). No R, foi utilizado o pacote ROC.  

Os testes estatísticos, selecionados de acordo com os objetivos 

descritos, foram feitos pelo Dr. Marcelo Antônio Pascoal Xavier (Figura 16). 
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Objetivo 
Método(s) 

estatístico(s) 
Característica 

Comparações 

entre grupos 

Qui-quadrado, Teste t e 

Mann-Whitney 
Significância estatística: p < 0,05 

Correlação entre 

grupos 
Pearson Significância estatística: p < 0,05 

Variabilidade entre 

observadores 
Kappa 

Valores do Kappa e concordância: 

<0 = nula; 0–39 = pobre; 40-59 = 

moderada; 60-79 = ótima; 80-100 = 

excelente concordância. 

Relação entre 

variáveis 

categóricas 

Regressão logística 
Medida de associação: Odds ratio 

(OR) 

Figura 16 - Testes estatísticos utilizados nesse estudo. 

 

 

5 RESULTADOS 
 

5.1 Seleção das pacientes 
 

Para este estudo foram selecionadas 96 pacientes para o grupo “Atipia 

em células escamosas – ASC”, de acordo com conclusão do laudo do exame 

citopatológico prévio, realizado no segundo semestre de 2013 e primeiro 

semestre de 2014. Destas, 64 pacientes foram excluídas por não conseguirmos 

contato telefônico, muitas vezes por causa de dados desatualizados ou 

inexistentes da base de dados (NET-TERN) da Unidade Funcional Jenny Faria 

do HC-UFMG. Portanto, 32 pacientes concordaram em participar e foram 

convidadas a retornar a Unidade Funcional Jenny Faria para nova coleta. 

Destas, 5 pacientes não compareceram e 2 foram excluídas por apresentarem 

carcinoma de células escamosas (CCE).  

Para o grupo “Controle” constituído por pacientes com alterações 

celulares benignas reativas ou reparativas (negativo para neoplasia) foram 

selecionadas 24 pacientes durante a rotina do exame ginecológico na Unidade 

Funcional Jenny Faria do HC-UFMG. Entretanto, 14 pacientes foram excluídas 
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do estudo porque não foram obtidas células suficientes para preparo do bloco 

celular (Figura 17). 

Em suma, foram inseridas neste estudo 35 pacientes, que foram 

subdivididas nos grupos “Controle” e “ASC”. Dez pacientes, com idade média 

de 42 anos, formaram o grupo “Controle” e 25 pacientes, com idade média de 

40 anos, integraram o grupo “ASC” (ASC-US e ASC-H). Todas as pacientes 

são procedentes do município de Belo Horizonte ou da região metropolitana de 

Belo Horizonte.  

 

 

 

Figura 17 - Fluxograma de seleção/triagem de pacientes para inclusão nos 
grupos ASC e Controle desse estudo. 

 

5.2 Teste de Papanicolaou  
 

Conforme desenho do estudo, no retorno ambulatorial, foram coletadas 

amostras para citologia oncótica convencional (Teste de Papanicolaou), e logo 

em seguida, foram coletadas novas amostras para citologia em meio líquido, 

com o kit ThinPrep/PreservCyt (Cytic Corp.USA). 
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Os resultados dos testes de Papanicolaou das pacientes estão 

apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Resultados do teste de Papanicolau das pacientes do estudo 

Diagnóstico1/Grupo “Controle” (%) “ASC” (%) Total (%) 

Alterações benignas 08 (80,00) 19 (76,00) 27 (77,14) 
ASC-US 01 (10,00) 4 (16,00) 5 (14,29) 
ASC-H 01 (10,00) 1 (4,00) 2 (5,71) 
LSIL 0 0 0 
HSIL 0 1 (4,00) 1 (2,86) 
CA 0 0 0 

Total 10 (100,00) 25 (100,00) 35 (100,00) 
1 – Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA, 2006). 

ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.  
 

 

Considerando os critérios de inclusão do estudo, no seu intervalo de 

desenvolvimento, particularmente o exame especular do colo uterino normal, 

os resultados demonstraram que, no grupo controle (n=10), uma paciente 

progrediu para o diagnóstico ASC-US e outra para ASC-H. As demais 

pacientes permaneceram com diagnóstico de alterações benignas, 

permanecendo no grupo “Controle”. 

Já no grupo ASC, 4 pacientes foram diagnosticadas como ASC-US e 1 

paciente com  ASC-H. Entretanto, 19 das 25 pacientes selecionadas com ASC 

na etapa de triagem apresentaram somente lesões benignas, e, portanto, foram 

reposicionadas para o grupo “Controle”. Outra paciente progrediu para lesão 

intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) e foi excluída por não fazer parte 

dos objetivos deste estudo. 

Os resultados do Teste de Papanicolaou nas pacientes selecionadas 

permitiram a inclusão das pacientes em dois novos grupos: o grupo “ACB”, 

constituído pelas 27 pacientes com diagnóstico de alterações celulares 

benignas e o grupo “ASC” pelas 7 pacientes com diagnóstico de atipias 

celulares epiteliais. Portanto, todas as comparações e análises definidas nos 

objetivos consideraram esse reagrupamento (“ACB”x “ASC”). 
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5.3 Adequabilidade da amostra de bloco de células 
 

A coleta de uma amostra celular adequada é um pré-requisito para 

alcançar uma interpretação citológica que indique, de forma confiável, a 

existência de uma patologia. A análise dos blocos de células, corados pela 

hematoxilina e eosina (HE), no que diz respeito à adequabilidade das 

amostras, está sumarizada na Tabela 2. 

Neste estudo foram consideradas como amostra satisfatória aquela que 

apresentou 10 ou mais células epiteliais escamosas por lâmina, e como 

insatisfatória aquela que apresentou menos de 10 células epiteliais escamosas 

por lâmina. Vale ressaltar que a classificação de uma amostra como 

insatisfatória indica que a amostra não é confiável para a detecção de 

anormalidades epiteliais cervicais e, portanto, na rotina clínica seria 

recomendável que nova amostra fosse coletada da paciente em questão. 

Entretanto, mesmo as amostras classificadas como insatisfatórias são 

analisadas pelo patologista na rotina clínica. Portanto, todas as 34 amostras 

cervicais foram analisadas em nosso estudo. 

 

Tabela 2 -  Adequabilidade das amostras de blocos celulares 

Condição/Grupo “ACB” (%) “ASC” (%) Total (%) 

Satisfatória  23 (85) 06 (86) 29 (85) 
Insatisfatória 04 (15) 01 (14) 05 (15) 

Total 27 (100) 07(100) 34 (100) 
ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H; “ACB”: amostras com alterações 
celulares benignas. 

 

Dentre o grupo “ACB”, 04 amostras (15%) foram classificadas como 

insatisfatórias. Apenas 01 amostra do grupo “ASC” apresentou menos de 10 

células na preparação e foi classificada como insatisfatória. Assim sendo, 85% 

das amostras dos blocos de células foram consideradas satisfatórias para 

análise morfológica (Figura 18).  
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Figura 18 - Amostra de bloco de células classificada como satisfatória. 
Bloco de células (obtido como descrito no item 5.4.2. de Material e Métodos) apresentando 
agrupamento de células escamosas com quantidade superior a 10 células por lâmina. 
Coloração feita com hematoxilina/eosina. Aumento de 20X.  

 

 

5.4 Desempenho do método bloco de células para o diagnóstico  
 

Os principais parâmetros citopatológicos utilizados para o exame dos 

blocos de células (figura 19 a 22) foram os mesmos avaliados nos esfregaços 

celulares provenientes do colo uterino para o Teste de Papanicolaou.  

Os seguintes parâmetros, recomendados pela Classificação 

Citopatológica Brasileira (INCA, 2006), com suas respectivas categorizações, 

foram utilizados: 

(a) tamanho do núcleo (TN), sendo 0 = inalterado; 1 = aumentado 

(cariomegalia); 

(b) relação núcleo-citoplasma (RCN), sendo 0 = inalterada; 1= reduzida;  

(c) coloração do núcleo (COLN), sendo 0 = normocrômico; 1 = hipercrômico; 

(d) forma do núcleo (FORMA), sendo 0 = arredondada; 1 = irregular; 
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(e) distribuição da cromatina (CROMA), sendo 0 = homogênea; 1 = 

heterogênea.  

 

 
 

Figura 19 - Representação dos principais parâmetros citopatológicos 
avaliados nos blocos de células. Agrupamento de células escamosas superficiais 

reativas apresentando núcleos arredondados. Coloração feita com hematoxilina e eosina. 
Aumento de 20 X. 
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Figura 20 - Representação dos principais parâmetros citopatológicos 
avaliados nos blocos de células. Agrupamento de células escamosas mimetizando 

um fragmento de epitélio escamoso apresentando alterações de maturação e ceratinócios com 
cariomegalia. Coloração feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X. 
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Figura 21 - Representação dos principais parâmetros citopatológicos 
avaliados nos blocos de células. Agrupamentos de células escamosas apresentando 

cariomegalia, aumento da relação núcleo/citoplasma, núcleo hipercrômico e distribuição 
irregular da cromatina. Coloração feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X. 
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Figura 22 - Representação dos principais parâmetros citopatológicos 
avaliados nos blocos de células. Agrupamentos de células escamosas apresentando 

cariomegalia, aumento da relação núcleo/citoplasma, núcleo hipercrômico e distribuição 
irregular da cromatina. Coloração feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X. 

 

 

Considerando o diagnóstico citopatológico convencional (exame de 

Papanicolaou) como padrão, a tabela 3 sumariza os resultados da avaliação 

dos blocos celulares dos grupos “ACB”, contendo as 27 pacientes com 

conclusão diagnóstica de “Alterações celulares benignas reativas ou 

reparativas - Negativo para neoplasia”, e do grupo “ASC”, contendo as 7 

pacientes com conclusões diagnósticas de “ASC-US” e “ASC-H”.   
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Tabela 3. Avaliação de parâmetros citopatológicos nas amostras de 
blocos de células 

Parâmetro Grupo “ACB” Total  
(%) 

Grupo “ASC”  Total 
 (%) 

0  
(%) 

1  
(%) 

 0  
(%) 

1  
(%) 

TN 7  
(25,93) 

20  
(74,07) 

27  
(100,00) 

2  
(28,57) 

5  
(71,43) 

7  
(100,00) 

RCN 7  
(25,93) 

20  
(74,07) 

27  
(100,00) 

2  
(28,57) 

5  
(71,43) 

7  
(100,00) 

COLN 8  
(29,63) 

19  
(70,37) 

27  
(100,00) 

2  
(28,57) 

5  
(71,43) 

7  
(100,00) 

FORMA 11  
(40,74) 

16  
(59,26) 

27  
(100,00) 

2  
(28,57) 

5  
(71,43) 

7  
(100,00) 

CROMA 7  
(25,93) 

20  
(74,07) 

27  
(100,00) 

2  
(28,57) 

5  
(71,43) 

7  
(100,00) 

“ACB”: amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H. Tamanho do núcleo (TN) sendo 0 = inalterado, 1 = aumentado; relação núcleo-
citoplasma (RCN) sendo 0 = inalterada, 1= reduzida; coloração do núcleo (COLN) sendo 0 = 
normocrômico, 1 = hipercrômico; forma do núcleo (FORMA) sendo 0 = arredondada, 1 = 
irregular; distribuição da cromatina (CROMA) sendo  0 = homogênea, 1 = heterogênea.  

 

Esses resultados demonstraram que o exame dos principais parâmetros 

citopatológicos da citologia convencional são bem reproduzidos no exame dos 

blocos de células. Observam-se, tanto no grupo “ACB”, assim como no grupo 

“ASC”, a predominância de células com cariomegalia, o aumento da relação 

núcleo/citoplasma, hipercromasia, irregularidades da forma nuclear e 

distribuição heterogênea da cromatina.   

Quando se compara o diagnóstico final obtido pelo exame dos blocos de 

células com o diagnóstico citopatológico convencional padrão (teste 

Papanicolaou) os resultados do desempenho dos blocos celulares em relação 

ao diagnóstico do grupo “ACB” e “ASC” demonstram sensibilidade de 38,46%, 

especificidade de 90,47%, valor preditivo positivo (VPP) de 71,42% e valor 

preditivo negativo (VPN) de 29,62% (Tabela 4). 
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Tabela 4. Resultados do exame dos blocos de células e do teste 
de Papanicolaou (citologia) 

Citologia 
Blocos de Células  

Total 
Grupo “ASC” Grupo “ACB” 

Grupo “ASC” 5 2 7 
Grupo “ACB” 8 19 27 

Total 13 21 34 
“ACB”: amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H.  

 

Graficamente, o resultado do desempenho dos blocos de células em 

relação ao diagnóstico dos grupos “ACB” e “ASC”, em relação ao teste 

Papanicolaou (citologia), está representado na curva ROC na Figura 23.  
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Figura 23 - Curva ROC dos resultados do exame dos blocos de 
células em relação ao teste de Papanicolaou.  

 

Os resultados demonstram ótima especificidade (90,47%) e bom valor 

preditivo positivo (71,42%) do exame dos blocos de células. Entretanto, a 

sensibilidade (38,46%), o valor preditivo negativo (29,62%) e a área sob a 

curva ROC (AUC = 0,51) demonstraram baixos valores para a aplicabilidade 

dos blocos de células na triagem do câncer do colo do útero.  
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5.5 Variabilidade interobservador no diagnóstico dos blocos de células 
 

A análise da variabilidade interobservador no diagnóstico citopatológico 

dos blocos de células, corados pela hematoxilina e eosina (HE), foi subdividida 

nos grupos “ACB” e “ASC”. Para cada grupo foram analisadas as 

concordâncias de cada observador versus o resultado do teste de 

Papanicolaou (padrão), as concordâncias entre observadores e a concordância 

de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou, de acordo com as 

respostas: 0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 = 

LIEAG. 

Em relação ao grupo “ACB”, as análises das concordâncias de cada 

observador versus o teste de Papanicolaou padrão estão sintetizadas na 

Tabela 5. 

Observa-se que a concordância foi nula (Kappa= < 0) entre cada 

observador versus o teste de Papanicolaou em relação ao grupo “ACB”, no 

diagnóstico de todos os tipos de lesões. 

Tabela 5. Análise das concordâncias do diagnóstico dos blocos de 
células dos observadores denominados 1, 2 e 3 versus o teste de 
Papanicolaou em relação ao grupo “ACB” 

Observador Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

1 

0 -0,54 0,19 -2,82 1,00 
1 -0,28 0,19 -1,48 0,93 
2 * * * * 
3 -0,15 0,19 -0,77 0,78 
4 * * * * 

Global -0,37 0,14 -2,53 1,00 

2 

0 -0,63 0,20 -3,30 1,00 
1 -0,17 0,20 -0,90 0,81 
2 -0,08 0,20 -0,41 0,66 
3 -0,20 0,20 -1,03 0,85 
4 * * * * 

Global -0,36 0,12 -2,87 1,00 

3 

0 -0,54 0,20 -2,82 1,00 
1 -0,14 0,20 -0,77 0,78 
2 -0,02 0,20 -0,10 0,54 
3 -0,22 0,20 -1,18 0,88 
4 -0,01 0,20 -0,10 0,54 

Global -0,33 0,13 -2,50 1,00 
1
 DP: Desvio padrão; * Ausência de resposta.  0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-

H; 3 = LIEBG; 4 = LIEAG.  “ACB” = amostras com alterações celulares benignas 
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A análise da concordância entre observadores está sintetizada na 

Tabela 6. Observa-se que a concordância entre os observadores foi pobre ou 

nula em todos os diagnósticos em relação ao grupo “ACB”. Sendo nula na 

concordância do diagnóstico de alterações benignas (Kappa= -0,06), ASC-US 

(Kappa= - 0,11) e LIEAG (Kappa= - 0,01). Já para o diagnóstico de ASC-H e 

LIEBG observa-se uma concordância pobre com valores de Kappa de 0,14 e 

0,10, respectivamente. 

 

Tabela 6 - Análise da concordância do diagnóstico dos blocos de células 
entre os observadores 1, 2 e 3 em relação ao grupo “ACB” 

Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

0 -0,06 0,11 -0,54 0,70 
1 -0,11 0,11 -1,00 0,84 
2 0,14 0,11 1,32 0,10 
3 0,10 0,11 0,84 0,20 
4 -0,01 0,11 -0,11 0,54 

Global -0,01 0,06 -0,16 0,56 
1
 DP: Desvio padrão.  0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 = 

LIEAG. ”ACB” = amostras com alterações celulares benignas 

 

A análise da concordância de todos os observadores versus o teste de 

Papanicolaou está representada na Tabela 7. Novamente observa-se que a 

concordância de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou foram 

nulas para o diagnóstico de alterações benignas, ASC-US e LIEBG em relação 

ao grupo “ACB”. 

 

Tabela 7 - Análise da concordância do diagnóstico dos blocos de células 
de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou em relação ao 
grupo “ACB” 

Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

0 -0,57 0,11 -5,16 1,00 
1 -0,20 0,11 -1,82 1,00 
2 * * * * 
3 -0,20 0,11 -1,72 0,95 
4 * * * * 

Global -0,35 0,07 -4,54 1,00 
1
 DP: Desvio padrão; * Ausência de resposta. 0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-

H; 3 = LIEBG; 4 = LIEAG.  “ACB” = amostras com alterações celulares benignas 
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A análise global da concordância de todos os observadores versus o 

teste de Papanicolaou, em relação ao grupo “ACB”, também está representada 

na Figura 24.   

 

 

Figura 24 - Análise global da concordância de todos os observadores 

versus o teste de Papanicolaou, em relação ao grupo “ACB”. 

 

Em relação ao grupo “ASC”, as concordâncias de cada observador 

versus o teste de Papanicolaou padrão estão sintetizadas na Tabela 8. A 

análise da concordância entre observadores está sintetizada na Tabela 9. 

Observa-se que, como no grupo “ACB”, a concordância foi nula (Kappa= < 0) 

entre cada observador versus o teste de Papanicolaou em relação ao grupo 

“ASC”, no diagnóstico de todos os tipos de lesões. 

Em relação à concordância entre observadores, sintetizada na tabela 9, 

observa-se que para o diagnóstico de alterações benignas, ASC-US, ASC-H, 

LIEBG e LIEAG os valores de Kappa indicam concordância nula. 
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Tabela 8 - Análise das concordâncias do diagnóstico dos blocos de 
células dos observadores 1, 2 e 3 versus o teste de Papanicolaou em 
relação ao grupo “ASC” 

Observador Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

1 
 

0 -0,16 0,37 -0,44 0,67 
1 -0,55 0,37 -1,47 0,92 
2 * * * * 
3 -0,27 0,37 -0,72 0,76 
4 * * * * 

Global -0,37 0,28 -1,31 0,90 

2 
 

0 -0,07 0,37 -0,20 0,58 
1 -0,75 0,37 -2,00 1,00 
2 -0,07 0,37 -0,20 0,58 
3 -0,16 0,37 -0,44 0,67 
4 -0,16 0,37 -0,44 0,67 

Global -0,37 0,22 -1,70 0,95 

3 
 

0 -0,16 0,37 -0,44 0,67 
1 -0,27 0,37 -0,72 0,76 
2 * * * * 
3 -0,07 0,37 -0,20 0,58 
4 * * * * 

Global -0,20 0,30 -0,67 0,74 
1
 DP: Desvio padrão; grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.  

* Ausência de resposta.  0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 = 

LIEAG. ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H. 

 

Tabela 9 - Análise da concordância do diagnóstico dos blocos de células 
entre os observadores 1, 2 e 3 em relação ao grupo “ASC” 

Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

0 -0,05 0,22 -0,23 0,60 
1 -0,07 0,22 -0,32 0,62 
2 -0,05 0,22 -0,23 0,60 
3 0,06 0,22 0,30 0,38 
4 -0,10 0,22 -0,48 0,68 

Global -0,03 0,12 -0,24 0,60 
1
 DP: Desvio padrão. Grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.  

0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 = LIEAG. 

  

A análise da concordância de todos os observadores versus o teste de 

Papanicolaou está representada na Tabela 10. Novamente observa-se que a 

concordância de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou foram 

nulas para o diagnóstico de alterações benignas, ASC-US e LIEBG em relação 

ao grupo “ASC”, com valores de Kappa de - 0,13; - 0,52 e – 0,17, 

respectivamente. Houve ausência de resposta para o diagnóstico de ASC-H e 
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LIEAG. A análise global da concordância de todos os observadores versus o 

teste de Papanicolaou, em relação ao grupo “ASC” também está representada 

na Figura 25. 

 

Tabela 10 - Análise da concordância do diagnóstico dos blocos celulares 
de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou em relação ao 
grupo “ASC” 

Resposta Kappa DP1 Kappa Z p valor 

0 -0,13 0,22 -0,62 0,73 
1 -0,52 0,22 -2,41 1,00 
2 * * * * 
3 -0,17 0,22 -0,78 0,78 
4 * * * * 

Global -0,31 0,15 -2,03 1,00 
1
 DP: Desvio padrão. Grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H. 

 * Ausência de resposta. 0 = Alterações benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 = 

LIEAG.   

 

 

Figura 25 - Análise global da concordância de todos os observadores 
versus o teste de Papanicolaou, em relação ao grupo “ASC”. 

 

Em resumo, as análises das concordâncias de cada observador versus o 

teste de Papanicolaou (padrão), das concordâncias entre observadores e da 

concordância de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou 
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demonstraram grande variabilidade na avaliação dos blocos celulares corados 

pela HE, especialmente no diagnóstico do grupo “ACB”, com todos os testes 

Kappa apresentando valores entre regular e bom. Globalmente, os melhores 

resultados das taxas de concordâncias, indicados nas Figuras 24 e 25, foram, 

respectivamente para os grupos “ACB” e “ASC”, 29,63% dos observadores 1 e 

3 (IC 95% variando entre 13,75% e 50,18%) e 57,14% do observador 3 (IC 

95% entre 18,41% e 90,10%).   

 

5.6 Expressão das proteínas RAP1, p16INK4A e Ki-67  
 

As análises comparativas e de desempenho da expressão 

imunocitoquímica das proteínas RAP1, p16 e Ki-67 no diagnóstico 

citopatológico dos blocos de células, foi subdividida nos grupos “ACB”, das 27 

pacientes com conclusão diagnóstica de “alterações celulares benignas”, e 

“ASC”, das 7 pacientes com conclusões diagnósticas de “ASC-US” e “ASC-H”. 

Blocos de células HeLa foram utilizados como controle positivo de todas as 

reações imunoenzimáticas (Figura 26 a 28).  

Para cada grupo, foram analisados os seguintes parâmetros: 

(i) percentagem de células positivas (menor que 10% ou maior que 10% de 

células com coloração positiva para RAP1 e p16 e menor que 1% ou maior que 

1% de células com coloração positiva para Ki-67); 

(ii) localização da imunomarcação nas células; 

(iii) intensidade da coloração (classificada como 0, 1+, 2+, ou 3+). Para fins 

estatísticos, considerou-se a seguinte dicotomia: negativo, para intensidades 0 

ou 1+; e positivo, para intensidades 2+ ou 3+. 

Os resultados das reações imunocitoquímicas nos blocos de células 

HeLa demonstraram reatividade citoplasmática e nuclear, moderada a forte, 

para o anticorpo primário anti-RAP1 (Figura 26). 
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Figura 26 - Imunocoloração de RAP1 em células HeLa. Blocos de células HeLa 

foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquímica deste 
estudo.  

 

Para os anticorpos primários anti-p16 e anti-Ki-67, a reatividade foi muito 

forte e localizada no citoplasma e núcleo para p16, e somente no núcleo para 

Ki-67, como demonstrado nas figuras 27 e 28, respectivamente.   
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Figura 27 - Imunocoloração de p16 em células HeLa. Blocos de células HeLa 

foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquímica deste 
estudo.  
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Figura 28 - Imunocoloração de Ki-67 em células HeLa. Blocos de células HeLa 

foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquímica deste 
estudo.  

   

A análise imunocitoquímica da expressão de RAP1 nos blocos de 

células escamosas dos grupos “ACB” e “ASC” estão sintetizados na Tabela 11.  
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Tabela 11 - Parâmetros imunocitoquímicos de RAP1 em blocos de células 
dos grupos “ACB” e “ASC” 

 Número de pacientes (%) P valor* 

Parâmetro Grupo “ACB” Grupo “ASC”  

Número total de amostras 27 7 -- 

Percentual de células com 

reação positiva para RAP1 

   

< 10% 11 (40,74) 3 (42,86) 0,920 

> 10% 16 (59,26) 4 (57,14) 0,920 

Localização celular da reação 

positiva para RAP1 

   

Ausente 5 (18,52) 1 (14,29) 0,000 

Citoplasma 8 (29,63) 1 (14,29) 0,000 

Núcleo 1 (3,70) 0 (0) -- 

Núcleo e citoplasma 13 (48,15) 5 (71,43) 0,000 

Intensidade da reação     

0 6 (22,22) 1 (14,29) 0,000 

1+ 6 (22,22) 3 (42,87) 0,000 

2+ 12 (44,44) 1 (14,29) 0,000 

3+ 3 (11,11) 2 (28,58) -- 

Resultado da reação    

Negativo 12 (44,44) 4 (57,14) 0,022 

Positivo 15 (55,56) 3 (42,86) 0,022 

* P valor indica significância estatística da relação entre os grupos e parâmetros. “ACB” = 

amostras com alterações celulares benignas.  ASC: amostras classificadas como ASC-US ou 

ASC-H. 

 

As Figuras 29 e 30 ilustram os principais resultados da análise 

imunocitoquímica da proteína RAP1 nos blocos de células de acordo com os 

grupos “ACB” e “ASC”.  
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Figura 29 – Expressão de RAP1 nos blocos de células cervicais. A e B – 

Reatividade citoplasmática de RAP1 nas células escamosas superficiais reativas e nas células 
colunares. Aumento 40X. 

A 

B 
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Figura 30 – Expressão de RAP1 nos blocos de células cervicais. C e D - 

Reatividade citoplasmática e nuclear de RAP1 nas células escamosas atípicas. Aumento 40X.  

 

Em suma, a imunocitoquímica da proteína RAP1, em ambos os grupos, 

apresentou predomínio de 10% ou mais das células com reação positiva, 

localizada majoritariamente no citoplasma e no núcleo. Quanto à intensidade 

da reação, observou-se predomínio da intensidade moderada (2+) no grupo 

“ACB” e igualdade dos percentuais das intensidades fraca (1+) e moderada 

C 

D 
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(2+) no grupo “ASC”. Em conjunto, esses achados indicaram resultado positivo 

da proteína RAP1 na maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou 55,56%) 

e resultado negativo de RAP1 na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou 

57,14%).  

Quando se compara o resultado da reação imunocitoquímica de RAP1 

com o diagnóstico citopatológico convencional padrão (teste Papanicolau) 

representado na Tabela 12, os resultados do desempenho da imunocitoquímica 

de RAP1 em relação ao diagnóstico dos grupos “ACB” e “ASC” demonstram 

sensibilidade de 16,66%, especificidade de 75,00%, valor preditivo positivo de 

42,85% e valor preditivo negativo de 55,55%.   

 

Tabela 12 - Resultados da imunocitoquímica de RAP1 e do teste 
de Papanicolaou  

Citologia 
Blocos de células 

Total 
Grupo “ASC” Grupo “ACB” 

Grupo “ASC” 3 4 7 
Grupo “ACB” 15 12 27 

Total 18 16 34 

 

Graficamente, o resultado do desempenho da imunocitoquímica de 

RAP1 em relação ao diagnóstico dos grupos “ACB” e “ASC”, em relação ao 

teste Papanicolaou, está representado na curva ROC (Figura 31):  
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Figura 31 - Curva ROC da imunocitoquímica de RAP1 em 
relação ao teste de Papanicolaou. 

 

Os resultados demonstram uma boa especificidade (75,00%). 

Entretanto, a sensibilidade (16,66%), os valores preditivos, positivo (42,85%) e 

negativo (55,55%) e a área sob a curva ROC (AUC= 0,44) demonstraram 

baixos valores para a aplicabilidade da imunocitoquímica de RAP1 na triagem 

do câncer do colo do útero.  

Em relação à proteína p16, a tabela 13 sintetiza os resultados da análise 

imunocitoquímica desta proteína nos blocos de células, de acordo com os 

grupos “ACB” e “ASC”.  

 

Tabela 13 - Parâmetros imuno-citoquímicos de p16 em blocos de células 

dos grupos “ACB” e “ASC” 

 Número de pacientes (%) P valor* 

Parâmetro Grupo “ACB” Grupo “ASC”  

Número total de amostras 27 7 -- 

Percentual de células com 

reação positiva para p16 

   

< 10 25 (92,59) 7 (100,0) 0,300 

> 10 2 (7,41)  -- -- 

False positive rate
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Localização celular da reação 

positiva para p16 

   

Ausente 25 (92,59) 7 (100,0) 0,300 

Citoplasma 2 (7,41)  -- -- 

Núcleo -- -- -- 

Núcleo e citoplasma -- -- -- 

Intensidade da reação     

0 25 (92,59) 7 (100,0) 0,300 

1+ 2 (7,41)  -- -- 

2+ -- -- -- 

3+ -- -- -- 

Resultado da reação    

Negativo 27 (100,0) 7 (100,00) -- 

Positivo -- -- -- 

*P valor indica significância estatística da relação entre os grupos e parâmetros.  

“ACB” = amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.  

 

 A Figura 32 ilustra os principais resultados da análise imunocitoquímica 

da proteína p16 nos blocos de células, de acordo com os grupos “ACB” e 

“ASC”.  
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Figura 32 – Expressão de p16 nos blocos celulares. A e B – Agrupamento de 

células epiteliais reativas demonstrando discreta reatividade citoplasmática. Aumento 40X. 

 

A tabela 14 sintetiza os principais resultados da análise 

imunocitoquímica da proteína Ki-67 nos blocos celulares nos grupos “ACB” e 

“ASC”.  

 

A 

B 
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Tabela 14. Parâmetros imuno-citoquímicos de Ki-67 em blocos celulares 
dos grupos “ACB” e “ASC” 

 Número de pacientes (%) P valor* 

Parâmetro Grupo “ACB” Grupo “ASC”  

Número total de amostras 27 7 -- 

Percentual de células com 

reação positiva para Ki-67 

   

< 1 26 (96,30) 7 (100,0) 0,213 

> 1 1 (3,70) -- -- 

Intensidade da reação     

0 21 (77,78) 6 (79,41) 0,407 

1+ 3 (11,11) 1 (14,29) 0,407 

2+ 3 (11,11) 0 (0) -- 

3+ 0 (0) 0 (0) -- 

Resultado da reação    

Negativo 24 (88,89) 7 (100,0) 0,407 

Positivo 3 (11,11) -- -- 

* P valor indica significância estatística da relação entre os grupos e parâmetros.  

“ACB”: amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.  

A Figura 33 ilustra os principais resultados da análise imunocitoquímica 

da proteína Ki-67 nos blocos de células, de acordo com os grupos “ACB” e 

“ASC”.  
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Figura 33 – Expressão de Ki-67 nos blocos de células cervicais. A e B – 

Agrupamento de células escamosas reativas demonstrando coloração nuclear fraca e 
moderada. Aumento 40X. 

 

Em resumo, as reações imunocitoquímicas das proteínas p16 e Ki-67 

demonstraram, em ambos os grupos, predomínio absoluto ou totalidade de 

resultados negativos, ou seja, ambos biomarcadores apresentaram 

combinações de uma maior quantidade de células sem reatividade com uma 

A 

B 
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menor quantidade de células fracamente reativas. Consequentemente, as 

comparações das expressões imunocitoquímicas de RAP1, p16 e Ki-67 

apresentaram diferenças significativas entre RAP1 e Ki-67 (p = 0,0018) e 

diferenças não calculáveis com o biomarcador p16. 

 

5.7 Verificação da presença de inibidores da PCR nas amostras cervicais 
e da integridade do DNA extraído  
  

 A verificação da presença de inibidores da PCR e da integridade do DNA 

extraído das amostras cervicais foi feita através da amplificação de um 

fragmento de 110 pb do gene da β-globina humana utilizando-se os iniciadores 

PC03 e PC04 (como descrito no item 5.5.2 de Material e Métodos) e está 

ilustrada na figura 34. A amplificação do fragmento de 110 pb do gene da β-

globina humana foi verificada nas 7 amostras do grupo ASC e em 24  amostras 

do grupo “ACB”. O DNA extraído de 3 amostras do grupo “ACB” que 

apresentaram amplificação negativa do fragmento de 110 pb do gene da β-

globina humano também foram utilizados na nested-PCR para a detecção do 

genoma de HPV. 

 

Figura 34 - Verificação da presença de inibidores da PCR através da 
amplificação de β-globina humana pela PCR. Gel representativo da amplificação 

do fragmento de 110 pb do gene de beta globina em amostras cervicais (como descrito no item 
5.5.2 de Material e Métodos). Cinco microlitros da segunda reação de amplificação foram 
submetidos à eletroforese em gel analítico de poliacrilamida a 8%. As canaletas 1 a 11 
correspondem a amostras cervicais. Como controles positivos foram utilizados DNA extraído 
de leucócitos humanos (canaleta 12) e de DNA de células HeLa (canaleta 13). Como padrão 
de tamanho molecular (canaleta 15) foi utilizado 100 pb Ladder (Promega G210A) e como 
controle negativo foi utilizada água (canaleta 14).  

 



 
 

99 
 

5.8 Detecção e genotipagem do HPV  
 

Os resultados da nested-PCR para a detecção do DNA viral nas 

amostras dos blocos celulares, de acordo com os grupos “ACB” e “ASC”, pela 

concordância dos métodos nested-PCR e sequenciamento, estão sintetizados 

na Tabela 15.   

 

Tabela 15. Detecção do DNA de HPV nas amostras cervicais  

DNA HPV Grupo “ACB” (%) Grupo “ASC” (%) Total (%) 

Positivo 09 (33,33) 04 (57,14) 13 (38,24) 
Negativo 18 (66,67) 03 (38,24) 21 (61,76) 

Total 27 (100,0) 07 (100,0) 34 (100,0) 
“ACB”: amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.  

 

O DNA de HPV foi detectado e confirmado por sequenciamento em 9 

(33,33%) das 27 amostras “ACB” ,assim como em 4 das 7 amostras do grupo 

ASC.  Entre as amostras do grupo “ACB”, a maioria (66,67%) foi negativa.  

A figura 35 exemplifica a amplificação do fragmento de 150 pb do gene 

L1 pela nested-PCR indicando a presença do DNA do HPV nas respectivas 

amostras cervicais.  

 

Figura 35 - Verificação da presença de DNA do HPV nas amostras 
cervicais. Gel analítico representativo dos experimentos de nested-PCR para a detecção do 

fragmento de 150 pb (indicado pela seta amarela) do gene L1 do HPV nas amostras cervicais. 
O DNA extraído de uma alíquota de amostras cervicais foi utilizado como molde para a nested-
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PCR (como descrito no item 5.5.3 de Material e Métodos). Cinco uL da segunda reação de 
amplificação (com GP5+ e GP6+) foram submetidos à eletroforese em gel analítico de 
poliacrilamida a 8% corado pela prata. As canaletas 2,

 
4 a 8 e 10 a 15 correspondem a 

diferentes amostras cervicais. Como controle positivo foi utilizado DNA extraído de células 
HeLa, que possui DNA do HPV18 integrado ao seu genoma (canaleta 3). Como padrão de 
tamanho molecular (canaleta 9) foi utilizado 25 pb DNA Step Ladder (Promega G4511) e como 
controle negativo foi utilizada água (canaleta 1).  

 

Entretanto, foi verificada a presença de um amplicon de 175 pb na 

nested-PCR de 15 amostras cervicais (13 amostras do grupo “ACB” e 2 do 

grupo ASC) ao invés do amplicon esperado de 150 pb (Figura 36).  Vale 

ressaltar que todos os amplicons foram purificados e sequenciados para 

genotipagem do HPV, inclusive os amplicons de 175 pb. 

 No entanto, o sequenciamento dos amplicons de 175 pb  apresentou 

má qualidade impedindo a sua análise mas, em breve, tais fragmentos serão 

novamente sequenciados. Portanto, as respectivas amostras cervicais foram 

consideradas negativas para o DNA do HPV em todas as nossas análises. 

 
Figura 36: Detecção de DNA do HPV em amostras cervicais pela nested-
PCR. Gel analítico representativo dos experimentos para a detecção do fragmento de 150 pb 

do gene L1 do HPV nas amostras cervicais. As bandas atípicas de 175 pb estão também 
indicadas por seta amarela. As canaletas 2, 3, 5 a 14 correspondem a diferentes amostras 
cervicais. Como controle positivo foi utilizado DNA extraído de células HeLa, que possui DNA 
do HPV18 integrado ao seu genoma (canaleta 15). Como padrão de tamanho molecular 
(canaleta 4) foi utilizado 25 pb DNA Step Ladder (Promega G4511). Como controle negativo foi 
utilizado água (canaleta 1).   

 

 



 
 

101 
 

O sequenciamento do DNA do fragmento de 150 pb do gene L1 está 

sintetizado na Tabela 16.  

  

Tabela 16. Genotipagem de HPV detectado nas amostras cervicais  

Tipo de HPV Grupo “ACB” (%) Grupo “ASC” (%) Total (%) 

16 05 (55,56) 04 (100,0) 09 (69,23) 
45 01 (11,11) 0 (0) 01 (07,69) 
58 02 (22,22) 0 (0) 02 (15,38) 
66 01 (11,11) 0 (0) 01 (07,69) 

Total 09 (100,0) 04 (100,0) 13 (100,0) 
“ACB”: amostras com alterações celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.  

 

A figura 37 exemplifica o cromatograma gerado após a reação de 

sequenciamento.  

 

Figura 37 - Cromatograma parcial da sequência de DNA obtida do 
amplicon de 150 pb, de uma amostra cervical, gerado pelo sequenciador 
automático capilar ABI 3130 (Life Technologies). 
 

 

O HPV-16, considerado de alto risco, foi detectado nas 4  amostras do 

grupo ASC. Em 9 amostras do grupo “ACB” foram detectados HR-HPV, sendo 

o HPV-16 detectado em 5 amostras, HPV-58 em 2 amostras, HPV- 45 em 1 

amostra e HPV-66 em 1 amostra.  
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5.9 Relações entre a imunocitoquímica de RAP1 e o DNA do HPV 
 

A relação entre a presença do DNA do HPV e a expressão 

imunocitoquímica de RAP1, pela análise de regressão logística binária, no 

grupo “ACB”, está representada na Tabela 17.   

 

Tabela 17. Resultado da análise de regressão logística entre a presença 
do DNA do HPV e a expressão imunocitoquímica de RAP1 no grupo 
“ACB” 

Preditor Coeficiente DP coeficiente P valor 

Constante 0,45 0,48 0,350 
HPV - 0,67 0,82 0,414 

“ACB”: amostras com alterações celulares benignas.  

 

Os resultados demonstraram inexistência de relação entre a presença 

do HPV e a expressão imunocitoquímica de RAP1, com Odds Ratio de 0,51 (IC 

95% entre 0,10 e 2,57), no grupo “ACB”.  

A relação entre a presença do DNA do HPV e a expressão 

imunocitoquímica de RAP1, pela análise de regressão logística binária, no 

grupo “ASC”, está representada na Tabela 18.  

 

Tabela 18. Resultado da análise de regressão logística entre a presença 
do DNA do HPV e a expressão imunocitoquímica de RAP1 no grupo 
“ASC” 

Preditor Coeficiente DP coeficiente P valor 

Constante - 0,69 1,22 0,571 
HPV 0,69 1,58 0,661 

ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.  

 

A inexistência de relação entre a presença do HPV e a expressão 

imunocitoquímica de RAP1, com Odds Ratio de 2,0 (IC 95% entre 0,09 e 

44,35) também foi verificada no grupo “ASC” (tabela 18).  

A associação direta entre a presença do DNA do HPV e a expressão 

imunocitoquímica de RAP1 encontra-se detalhada na Tabela 19.   
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Tabela 19. Associação entre a presença do DNA do HPV e a expressão 
imunocitoquímica de RAP1  

Expressão de 
RAP1 

DNA-HPV  
negativo (%) 

DNA-HPV     
positivo (%) 

Total (%) 

Negativa 09 (42,86) 07 (53,85) 16 (47,06) 
Positiva 12 (57,14) 06 (46,15) 18 (52,94) 

Total 21 (100,00) 13 (100,0) 34 (100,0) 

 

O resultado dos testes estatísticos para verificação da associação entre 

a presença do DNA do HPV e a expressão imunocitoquímica de RAP1 estão 

demonstrados na Tabela 20.  

 

Tabela 20. Testes estatísticos para verificação da associação entre a 
presença do DNA do HPV e a expressão imunocitoquímica de RAP1  

Teste estatístico Resultado do teste P valor 

Qui-quadrado 0,389 0,533 
Teste exato de Fisher 0,114 0,725 

Mantel-Haenszel-Cochram 0,389 0,533 

 

Em suma, os resultados dos 3 testes estatísticos utilizados (Qui-

quadrado; Teste exato de Fisher e Mantel-Haenszel-Cochram) demonstraram 

inexistência de associação entre a presença do HPV e a expressão 

imunocitoquímica de RAP1 nas células escamosas reativas ou reparativas e 

atípicas, dos grupos “ACB” e “ASC”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

104 
 

6 DISCUSSÃO 

 
 

Nosso estudo padronizou o método de bloco de células para análise da 

expressão da GTPase RAP1 em células escamosas cervicais com alterações 

reativas, exclusivamente inflamatórias, e também em amostras cervicais com 

atipias de significado indeterminado (ASC), pelo método de imunocitoquímica. 

Tais amostras cervicais foram coletadas em meio líquido (CBL) as quais 

também foram submetidas a ensaios moleculares para detecção e 

genotipagem. 

Os resultados obtidos acima são válidos porque reproduzimos 

rigorosamente os métodos publicados nos trabalhos de Rofagha & Vesey-

Shecket, 2002, sobre blocos de células e de Pascoal-Xavier, 2011, sobre IHQ, 

PCR e sequenciamento do HPV. No método bloco de células, adaptamos a 

sequência que Rofagha & Vesey-Shecket, 2002 descreveu em liquido residual 

de citologia. Em relação à imunocitoquímica nos blocos de células, adaptamos 

o método utilizado pelo nosso grupo de pesquisa em trabalho prévio que 

demonstrou a expressão aumentada da proteína celular RAP1 em biópsias 

cervicais. Também seguimos todas as etapas dos métodos de PCR e 

sequenciamento desse trabalho.   

No desenvolvimento desse estudo, identificamos algumas limitações 

relacionadas ao seu desenho, como o número relativamente pequeno de 

pacientes e a quantidade reduzida de células em algumas amostras de blocos 

celulares. Considerando o desenho do estudo (Figura 11), que definiu, a partir 

da recomendação de repetição da citologia cervical nas pacientes com citologia 

positiva (Protocolo interno do Ambulatório Jenny Faria), a seleção das 

pacientes pelo resultado do Teste de Papanicolaou positivo para ASC, o tempo 

para seleção de novos casos de ASC foi relativamente pequeno. Entretanto, 

obtivemos número relevante de casos para abordagem estatística paramétrica 

nos grupos estudados.  

Em relação ao número reduzido de células nos blocos, a ponto de 

excluir 14 pacientes do grupo controle, destacamos, a seguir, alguns fatores 

considerados contribuidores. Os tecidos epiteliais, especialmente os de 

revestimento, são altamente resistentes à tração e suas células dificilmente se 

separam umas das outras, as células epiteliais apresentam-se envoltas por 
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uma camada glicoproteica com função adesiva (glicocálix), que contribui para a 

união entre elas. Além disso, existem outras estruturas especializadas que 

participam desse processo de adesão, como desmossomos. Além da influência 

da adesão celular epitelial, outros fatores que provavelmente contribuíram para 

o reduzido número de células foram: a desenvoltura de cada ginecologista no 

momento da coleta, a condição de cada paciente no momento da coleta e, 

fundamentalmente, a estratégia utilizada de coleta da citologia em meio líquido 

posteriormente à coleta de material para o Teste de Papanicolaou, decisão 

esta que tomamos para priorizar a rotina de diagnóstico das pacientes.  

Neste estudo, considerando os seus critérios de inclusão (vide página 

57), os novos exames de Papanicolaou diagnosticaram alterações celulares 

benignas em 8 (80%) e em 19 (76%) das pacientes dos grupos iniciais 

denominados como “Controle” e “ASC”, respectivamente. Esses percentuais 

reproduzem a história natural de ASC no Brasil (Pedrosa, 2003; Bueno, 2008), 

que indicam regressão para o normal em cerca de 70% das pacientes. Como o 

nosso objetivo era comparar a expressão da proteína RAP1 nas células 

epiteliais não displásicas versus células atípicas ou displásicas, reagrupamos 

as amostras cervicais de acordo com o resultado dos novos exames de 

Papanicolaou e foram estabelecidos os grupos “ACB” e “ASC”. 

Inicialmente, foi verificada a adequabilidade das amostras de bloco de 

células. Em relação à adequabilidade, os resultados demonstraram um bom 

percentual (85%) de amostras satisfatórias. Entretanto, aproximadamente 15% 

das amostras dos grupos “ACB” e “ASC” apresentaram menos de 10 células 

epiteliais escamosas por lâmina na metade (10 mL) do líquido contido no frasco 

de ThinPrep reservada para a preparação do bloco de células, contribuindo 

para uma das limitações discutidas acima. Esse problema foi identificado, na 

revisão feita por Crapanzano e colaboradores (2014), como a principal causa 

de baixo rendimento celular e inadequabilidade do bloco de células. Também 

Jain e colaboradores (2014), ao revisar os métodos de preparação dos blocos 

de células, observaram que é necessário muito material para se obter um 

sedimento celular de boa qualidade.   

Em seguida, foram avaliados vários parâmetros citopatológicos nas 

amostras de blocos de células. Nossos resultados demonstraram que o exame 

dos principais parâmetros citopatológicos da citologia convencional são bem 
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reproduzidos no exame dos blocos de células indicando que a preparação 

celular empregada não altera características como tamanho do núcleo, relação 

núcleo/citoplasma, dentre outras. Kruger e colaboradores (2014) também 

relataram a preservação das características morfológicas das células cervicais 

em blocos de células. 

No entanto, quando se compara o diagnóstico final obtido pelo exame 

dos blocos de células com o diagnóstico citopatológico convencional padrão 

(teste de Papanicolaou) nossos resultados demonstram uma baixa 

sensibilidade, apesar da sua boa especificidade, ou seja, o bloco de celulas 

apresenta melhor probabilidade de ser negativo sabendo-se que a paciente 

examinada não tem lesão cervical. Dentre as possíveis explicações para a 

baixa sensibilidade, destacam-se a falta de padronização interna do método 

bloco de células e a incorporação de critérios amplamente subjetivos do 

Papanicolaou. Capranzano e colaboradores (2014) ao revisar a variação e a 

satisfação em relação ao bloco de células também encontraram baixa 

sensibilidade e apontaram a falta de critério e padronização como os principais 

fatores. 

Em relação à variabilidade interobservador no diagnóstico dos blocos de 

células, as análises das concordâncias de cada observador versus o teste de 

Papanicolaou (padrão), das concordâncias entre observadores e da 

concordância de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou 

demonstraram grande variabilidade na avaliação dos blocos celulares corados 

pela HE, especialmente no diagnóstico do grupo “ACB”. Essa ampla 

variabilidade pode estar relacionada, dentre outros, aos fatores: amostras com 

reduzida celularidade, falta de padronização dos critérios de análise do bloco 

de célula e, principalmente, a subjetividade da análise citopatológica.  

Alguns estudos demonstraram que a reprodutibilidade da interpretação 

de ASC é menor que 50% (Cox, 2005). Souza e colaboradores (2004), através 

de revisão de lâminas de colpocitologia oncótica, previamente diagnosticadas 

como ASC-US, realizaram comparação interensaio e interobservadores e 

confirmaram a existência de subjetividade nos laudos citopatológicos de ASC-

US, além de critérios imprecisos empregados pelo mesmo observador para a 

obtenção desses resultados. Os autores observaram graus bastante distantes 
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de concordância entre diferentes análises do mesmo citopatologista, variando 

de 7,8 a 74,4%. 

Diversas condições não neoplásicas e não relacionadas com a infecção 

pelo HPV podem produzir alterações similares às ASC, inclusive inflamação 

(Solomon et al., 2005). Como exemplo, alterações citológicas de hipercromasia 

nuclear e halos perinucleares relacionados à infecção por Candida sp podem 

simular alterações compatíveis com ASC (Lima et al., 2002). Miguel e 

colaboradores (1996) analisaram 50 esfregaços cérvico-vaginais dos quais 16 

foram inicialmente interpretados como ASC-US e 34 como normais. Após 

revisão utilizando critérios de Bethesda para ASC-US e conhecendo as 

mudanças associadas à presença de Candida sp, 10 dos 16 casos de ASC-US 

foram reclassificados como normais. 

Assim, concluindo a discussão sobre os dois primeiros objetivos 

específicos do estudo, descrição do método do bloco de células e análise da 

concordância interobservadores em relação ao diagnóstico de ASC nos blocos 

celulares, nossos resultados indicam a utilização do bloco de células como um 

método auxiliar ao exame convencional de Papanicolaou, principalmente em 

amostras duvidosas, devido sua elevada especificidade e a possibilidade de 

utilização de técnicas adicionais, como imunocitoquímica e PCR (Rofagha & 

Vesey-Shecket, 2002; Jain et al., 2014). 

Em relação ao terceiro e principal objetivo específico do estudo, ou seja, 

a comparação do padrão imunocitoquímico de expressão da proteína RAP1 

em blocos de células cervicais, nossos resultados demonstraram baixos 

valores para a aplicabilidade da imunocitoquímica de RAP1 na triagem do 

câncer do colo do útero. A hiperexpressão da proteína RAP1 observada na 

maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou 55,56%) e negatividade ou 

expressão basal de RAP1 na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou 

57,14%), sugere a associação da expressão da proteína RAP1 com a 

atividade inflamatória e a reatividade presente nas amostras do grupo ACB. 

Como esperado, as reações imunocitoquímicas das proteínas p16 e Ki-67 

(utilizadas como referência de biomarcadores já conhecidos) demonstraram, 

em ambos os grupos, predomínio absoluto ou totalidade de resultados 

negativos, ou seja, tanto p16, quanto Ki-67 estão mais associadas com 

distúrbios ou desregulações do ciclo celular em estágios mais adiantados da 
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displasia epitelial cervical (Akpolat et al., 2004; Halloush et al., 2008; 

Tsoumpou et al., 2009; Pascoal-Xavier, 2011; Shidham et al., 2011; Portari et 

al., 2013; Zhang et al., 2015). 

Vários estudos identificaram a participação da proteína RAP1 no 

desenvolvimento da atividade inflamatória (Dorn et al., 2012; Schimd et al., 

2013; Birukova et al., 2014; Yoshida et al., 2014; Poon et al., 2015). Entretanto, 

não há nenhuma publicação sobre a associação de RAP1 e inflamação do colo 

uterino. Yoshida e colaboradores (2014) investigaram o papel da proteína 

afadin na expressão de citocinas em ceratinócitos murinos durante inflamação 

induzida quimicamente pela droga TPA (12-Otetradecanoilforbol-13-acetato) 

em camundongos deficientes de afadin (CKO). Afadin é uma proteína de 

ligação a actina mediadora de sinalização da proteína de adesão nectina. 

Através de RT-qPCR e imuno-histoquímica foi avaliado o nível de expressão de 

citocinas inflamatórias, incluindo CXCL1, CXCL2, IL1-β e TNF-α, TGF-β e 

S100A8. Em cultura de queratinócitos foi avaliado o nível de expressão das 

citocinas CXCL2, IL1-β, TNF-α e a expressão da proteína RAP1 GTPase. Entre 

estes genes, os níveis de expressão de CXCL2, IL-1 β e TNF α foram 

reduzidos na pele de camundongos CKO em comparação com os níveis de 

expressão na pele de camundongos selvagens. A análise imuno-histoquímica 

da pele tratada com TPA durante 3 dias, confirmou que os níveis de expressão 

de CXCL2, Il-1β e TNF-α foram reduzidos em pele de CKO em comparação 

com a pele do controle. Em seguida, o efeito da deficiência de afadin sobre a 

expressão de citocinas em ceratinócitos murinos foi investigada in vitro. Cultura 

de ceratinócitos de camundongos neonatos deficientes em afadin foram 

tratadas com TPA e novamente o nível de expressão de CXCL2, Il-1β e TNF-α 

foram mais baixos nos ceratinócitos de CKO quando comparados aos 

ceratinócitos controle. Foi observado um aumento significativo da expressão de 

RAP1 em cultura de ceratinócitos tratados com TPA quando comparados a 

ceratinócitos de camundongo CKO tratados com TPA. Este estudo sugere a 

participação de afadin no aumento da expressão de citocinas através da 

ativação de RAP1 em ceratinócitos murinos durante a inflamação. 

Portanto, uma provável explicação para a alteração da proteína RAP1 

nas amostras do grupo ACB seria decorrente da inflamação do colo uterino, 

comumente observada em mulheres com resultado normal na citologia 



 
 

109 
 

oncológica. A inflamação cervical é devida, principalmente, à infecção (em 

geral, mista ou por vários microorganismos), mas outros fatores como o uso de 

dispositivo intrauterino (DIU), traumatismo e irritantes químicos como géis ou 

cremes induzem inflamação no colo do útero. Assim, entendemos que estudos 

adicionais sobre expressão da proteína RAP1 e seus reguladores, em células 

epiteliais associadas à inflamação, serão necessários para identificar o 

mecanismo de ativação da proteína RAP1 em inflamação do colo do útero. 

Por fim, considerando a taxa de detecção do DNA do HPV nas amostras 

cervicais e relação da presença do HPV com a expressão de RAP1, 

observamos a detecção do DNA de HPV em 33,33% e 57,14% das amostras 

dos grupos “ACB” e “ASC”, respectivamente. Todas as amostras do grupo 

“ASC” apresentaram o HPV-16. Um predomínio deste HPV de alto risco 

também foi observado entre as amostras positivas para DNA viral do grupo 

“ACB”, reproduzindo o percentual deste vírus, o HPV-16, nos estudos 

epidemiológicos. Os resultados de detecção de HPV se assemelham ao 

trabalho de Paesi e colaboradores (2015), esses autores observaram 60% de 

positividade de HPV em pacientes com ASC. 

A prevalência e distribuição de genótipos de HPV variam muito em todo 

o mundo. As diferenças podem estar relacionadas com a interação complexa 

entre os diferentes tipos de HPV e características biológicas, além da 

localização geográfica da população do estudo (Wang et al., 2013). Nos países 

da América do Sul, como Paraguai e Brasil, os HPV-16 e HPV-18 foram 

relatados serem os tipos predominantes relacionados ao câncer cervical 

invasivo, seguido por HPV-45, HPV-33, HPV-31, HPV-52, HPV-35 e HPV-39 

(Fernandes et al., 2009; Kasamatsu et al., 2012). A presença de HPV de alto 

risco entre pacientes com diagnóstico de “ACB” e “ASC” exige gestão 

cautelosa dessas pacientes, incluindo administrar tratamentos adequados para 

reduzir o risco de desenvolver carcinoma. 

Observamos inexistência de relação entre a presença do HPV e a 

expressão imunocitoquímica de RAP1 nos grupos “ACB”, com Odds Ratio de 

0,51 (IC 95% entre 0,10 e 2,57), e ”ASC”, com Odds Ratio de 2,0 (IC 95% entre 

0,09 e 44,35), respectivamente.  Estes resultados demonstram que além de 

expressão aumentada de RAP1 em displasias mais avançadas, com 

participação do HPV, como visto por Pascoal-Xavier et al., 2015 (em anexo), 
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sua expressão também está aumentada em ambiente inflamatório e não está, 

necessariamente, associada a presença do HPV. 

 

7 CONCLUSÕES 
 
 

Com base nos resultados do presente estudo, foi possível concluir que: 
 
 
O exame dos blocos de células escamosas pode complementar o teste de 

Papanicolaou na triagem do câncer do colo uterino;  

 

A proteína RAP1 está associada às alterações celulares benignas, reacionais 

ou reparativas; 

 

A expressão da proteína RAP1 não está associada à presença do HPV nas 

células escamosas reacionais ou atípicas; 

A imunocitoquímica de RAP1 não é um bom teste de triagem para mulheres 

com atipias de células escamosas (“ASC”). 

 
8 PERSPECTIVAS 
 
  
Otimizar a técnica de bloco celular para aumentar o número de células; 
 

Ampliar a amostragem, com inclusão de amostras de lesão intraepitelial de 

baixo grau, lesão intraepitelial de alto grau e carcinoma de células escamosas; 

 

Utilizar amostras de citologia em meio líquido residual; 

 
Compreender a participação de RAP1 nas alterações celulares benignas, 

particularmente inflamatórias. 
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9 ANEXOS 
 
 

9.1 Termo de consentimento livre e esclarecido para coleta prospectiva de 
citologia em mulheres adultas 
 
Propósito do Projeto  
 
Gostaríamos de convidá-la a participar de um projeto de pesquisa chamado 
“Caracterização da expressão da proteína Rap1 GTPase em lesões intraepiteliais 
escamosas associadas à infecção por papilomavírus humano provenientes de 
citologia cervical”. O propósito desse projeto é descrever as alterações da proteína Rap1 
GTPase nas lesões do colo uterino e, consequentemente, obter melhores formas de 
prevenção, detecção e tratamento do câncer do colo uterino.  
 
Iremos examinar ou quantificar as alterações desta proteína, molécular ou biomarcador 
nas células doadas por você para detectar possíveis diferenças com células não alteradas. 
O mesmo processo ou exame será realizado com células de outras doadoras que 
concordarem em participar do presente projeto de pesquisa. Desta forma, esperamos 
identificar alterações moleculares associadas ao câncer do colo uterino.  
 
Descrição da Pesquisa  
 
Coleta de Amostras  
 
 Durante a consulta de retorno no ambulatório de Ginecologia da Unidade Jenny Farias do 
Hospital das Clínicas/UFMG, você realizará o exame do colo uterino. Neste exame, logo 
após a coleta de material para o teste de Papanicolaou, uma pequena quantidade de 
células do colo uterino será coletada por uma pequena escova e armazenada em frasco 
com meio líquido. 
 
 Codificação das Amostras  
 
O frasco com as células será rotulado com um número de identificação confidencial 
designado pelo projeto. Apenas o Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier do Hospital das 
Clínicas/UFMG poderá relacionar o código às informações identificáveis, como o seu 
nome, endereço, número de telefone ou CPF. O Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier manterá as 
informações que possibilitam a correlação do código confidencial com as informações 
identificáveis em uma base de dados protegida. Apenas pessoal autorizado, que 
especificamente concordou em proteger a sua identidade, terá acesso a essa base de 
dados. Todos os materiais serão rotulados com um número de identificação designado 
pelo projeto, removendo as informações normalmente identificáveis, como o seu nome, 
endereço, número de telefone ou CPF. Nenhum dos demais pesquisadores e pessoas 
envolvidas, incluindo as pessoas que irão trabalhar com as suas amostras e informações 
médicas, terá acesso a nenhuma das suas informações identificáveis. 
  
Armazenamento e Destinação de Amostras  
 
As suas amostras codificadas serão enviadas ao Laboratório de Patologia Molecular da 
Faculdade de Medicina da UFMG para armazenamento e realização dos exames previstos 
no projeto. 
Compensação Financeira/Custos  
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Você não será paga para participar do projeto. As suas amostras e as suas informações 
médicas serão utilizadas para fins de pesquisa apenas e não serão comercializadas. É 
possível que parte da pesquisa conduzida com as suas amostras ou informações médicas 
leve, no fim, ao desenvolvimento de novos exames diagnósticos ou outros produtos 
comerciais. Caso isso ocorra, você não receberá nenhuma parte dos lucros gerados com a 
comercialização de tais produtos.  
 
Possíveis Benefícios da Participação no Projeto  
 
Você poderá se beneficiar, nesta pesquisa, com a realização e o resultado da pesquisa da 
detecção e genotipagem do DNA do HPV, exame que complementa o teste do 
Papanicolaou. Outro benefício é a produção de conhecimento para formas mais eficientes 
de prevenção, detecção, tratamento e cura do câncer cervical no futuro.  
 
Possíveis Riscos da Participação no Projeto  
 
Riscos Físicos  
 
Os riscos ocasionalmente associados ao exame especular e colposcopia do colo uterino 
incluem discreta dor ou desconforto e pequeno sangramento no local (raramente). Para 
minimização dos riscos físicos, as pacientes serão monitoradas cuidadosamente durante a 
consulta ambulatorial.  
 
Riscos Sociais Associados com a Perda de Privacidade  
 
A quebra de confidencialidade é, provavelmente, o maior risco da participação no estudo. 
Todos os esforços serão empreendidos para minimizar esse risco, incluindo codificação 
alfanumérica do nome das pacientes protegida por senha. 
 
Confidencialidade  
 
Iremos empreender todos os esforços para proteger a sua confidencialidade e para 
garantir que a sua identidade permaneça desconhecida. O presente formulário de 
consentimento assinado será armazenado em um arquivo protegido, que será acessível 
apenas às pessoas autorizadas envolvidas neste projeto. Iremos seguir rigorosamente o 
plano de codificação, armazenamento e liberação mencionado na seção Descrição da 
Pesquisa.  
 
Resultados do Projeto  
 
Os resultados dos exames realizados neste projeto de pesquisa não serão devolvidos a 
você ou inseridos nos seus registros médicos. Se a pesquisa deste projeto for publicada em 
jornais científicos, não serão mencionadas informações tradicionalmente identificáveis, 
como o seu nome, endereço, número de telefone ou CPF, na publicação.  
 
Alternativas à Participação no Projeto  
 
A opção alternativa é não participar do projeto. 
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Participação Voluntária  
 
A escolha em participar desta pesquisa através da doação de células e informações 
médicas é integralmente do paciente. Independente da sua decisão, o seu tratamento 
médico não será afetado.  
 
Saída do Projeto  
 
Uma vez que as suas amostras codificadas tenham sido distribuídas aos laboratórios 
participantes da pesquisa, e as suas informações tenham sido transferidas às bases de 
dados adequadas, você não poderá retirar as suas informações do presente projeto de 
pesquisa. Entretanto, você pode solicitar a devolução ou destruição das amostras celulares 
se desejar.  
 
Informações de Contato  
 
Em caso de dúvidas sobre o projeto ou a sua participação, contate a pessoa a seguir:  
 
Para perguntas sobre os seus direitos como participante voluntário em pesquisas:  
 
Comitê de Ética em Pesquisa  
 
Universidade Federal de Minas Gerais  
Av. Antonio Carlos, 6627 – Pampulha  
Belo Horizonte, MG – Tel: (31) 3409-4592 
 
Para perguntas sobre o estudo:  
 
Investigador Principal: Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier  
Universidade Federal de Minas Gerais  
Av. Dr Alfredo Balena, 190 – Santa Efigênia  
Belo Horizonte, MG – Tel: (31) 3409-9123 
 
 

Anuência em Participar do Projeto 
 
 
A fim de participar desta pesquisa, você deve concordar com TODAS as declarações 
a seguir:  
 

 Concordo voluntariamente em doar células do colo uterino que serão utilizadas 
neste projeto de pesquisa.  

 Concordo que minhas informações citológicas codificadas e minhas informações 
médicas codificadas sejam colocadas em bases de dados, conforme descrito na 
seção Armazenamento e Destinação de Amostras e Informações Médicas, na página 
1 do presente documento.  

 Compreendo que minhas informações codificadas, inseridas em bases de dados, 
serão utilizadas neste projeto de pesquisa.  
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Forneço, voluntariamente, consentimento para que eu participe, conforme as seis 
declarações listadas acima. 
 
 
 
 
                                                                                 Data:             
           Assinatura do Participante                                         Dia      Mês     Ano  

 
 
 
 

A SEÇÃO A SEGUIR PRECISA SER PREENCHIDA POR UMA TESTEMUNHA QUE OBSERVOU 
TODO O PROCESSO REFERENTE A PARTICIPANTES QUE NÃO SABEM LER OU ESCREVER:  
 
Estava presente quando os benefícios, riscos, procedimentos e armazenamento de 
amostras foram lidos ao participante. O participante teve oportunidade de fazer perguntas 
sobre a sua participação no estudo e concordou em participar desta pesquisa.  
 
 
Data:                                               Assinatura da Testemunha:  
                 Dia      Mês     Ano  
 
 

Data:                                               Assinatura do Entrevistador:  
                 Dia     Mês      Ano 
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9.2 Projeto; CAAE – 27320814.4.0000.5149 

 
 
 



 
 

116 
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