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Introduzione
Il carcinoma della cervice uterina tra le giovani donne (0-44 anni) è attualmente al quarto posto in Italia tra i tumori più frequenti con 3.700 nuovi casi/anno(4,8% sul totale dei tumori esclusi gli epiteliomi).

 Nell’intervallo 2003-2005 in particolare, il tasso di incidenza grezzo medio annuo è stato di 8,6 casi per 100.000 donne (1). In Europa, la sua incidenza è stimata intorno a 8-12/100.000, mentre la mortalità è di 5-6/100.000.

L’età mediana di insorgenza è 51 anni per le forme invasive ma scende a 32 per le forme intraepiteliali.

I tumori della cervice uterina sono classificati in base alle cellule da cui prendono origine e sono prevalentemente di due tipi: il carcinoma a cellule squamose (l'80% dei tumori della cervice) e l'adenocarcinoma (circa il 15%). 

Si parla di carcinoma a cellule squamose quando il tumore deriva dalle cellule che ricoprono la superficie dell'esocervice e di adenocarcinoma quando invece il cancro parte dalle cellule ghiandolari dell'endocervice. 
Infine, anche se meno comuni (3-5% dei tumori cervicali), esistono dei tumori della cervice che presentano un'origine mista e sono per questo definiti carcinomi adenosquamosi. 

L’evoluzione della patologia è piuttosto lenta ed inizia sempre da una condizione precancerosa di displasia. 

Questa condizione può essere evidenziata facilmente tramite il Pap test che rappresenta attualmente la metodica di riferimento nei progetti di screening del cervicocarcinoma.

Pap test
Il Pap test o metodo di Papanicolau è una colorazione tricromia. 

Tale metodica ha il pregio di fornire un ottimo dettaglio della struttura nucleare e di conservare una sufficiente trasparenza del citoplasma, pur conferendogli particolari tonalità cromatiche.

 Passaggi da eseguire per effettuare la colorazione:

· Il vetrino si pone  in alcool a concentrazioni decrescenti fino ad acqua distillata.

· Si aggiunge ematossilina di Harris per 2-8 minuti che colora i nuclei in blu-viola.

· Si lava con acqua distillata e quindi con acqua di fonte per cui si scarica il colore in eccesso.

· Si passa in orange G per 5-6 minuti, quindi 2 pasaggi in alcool 95% e per 5-8 minuti in colorante EA 50 (per gli strisci vaginali).

· La miscela EA 50 consta di verde luce, di bruno di Bismark e di eosina con aggiunta di acido fosfotungstico e di carbonato di litio.

· Due passaggi in alcool 95%.

· Due passaggi in alcool assoluto e infine xilolo e balsamo.

Come risultato, gli elementi cellulari appaiono con i nuclei in blu; le cellule acidofile vanno dal rosso all’arancio; le cellule basofile dal blu al verde; gli eritrociti sono rossi e i neutrofili in violetto chiaro con nucleo blu scuro.

Per quanto il Pap test si sia dimostrato efficace nel ridurre l’incidenza e la mortalità per il carcinoma invasivo del collo dell'utero, come tutte le tecniche di screening presenta dei limiti.
La sua specificità, cioè la proporzione di donne sane correttamente identificate, viene valutata intorno al 95%; il che significa che nel 5% dei casi il risultato positivo del test non viene confermato dalle successive indagini (falsi positivi).
La sua sensibilità,  ovvero la proporzione di donne malate correttamente identificate, viene valutata intorno al 60-70%; il che significa che circa il 30% delle donne malate non sono riconosciute al primo test (falsi negativi).

 Tale limite è però compensato dal lungo periodo necessario alle lesioni preinvasive a progredire a tumore, pertanto ciò consente di individuare la malattia, prima che evolva in carcinoma invasivo, ripetendo l’esame con regolarità ogni tre anni.
Interpretazione del Pap test
Il Sistema Bethesda (SB) per la refertazione della citologia cervico-vaginale è stato elaborato al fine di stabilire una terminologia diagnostica uniforme e capace di favorire la comunicazione tra laboratorio e clinico. 

IL SISTEMA BETHESDA 2001 
Adeguatezza del preparato
- Soddisfacente per la valutazione
- Non soddisfacente per la valutazione - preparato rifiutato/non processato 
-Preparato processato ed esaminato, ma non soddisfacente per la valutazione di anormalità delle cellule epiteliali a causa di...(specificare il motivo) 

Classificazione generale 
- Negativo per lesioni intraepiteliali o malignità 

- Anormalità delle cellule epiteliali
- Altro

Interpretazione/risultati 
-Negativo per lesioni intraepiteliali o malignità 
ORGANISMI
- trichomonas vaginalis 
- funghi del tipo Candida
- variazione della flora batterica suggestiva di vaginosi batterica

 - batteri compatibili con Actinomiceti 
-modificazioni cellulari compatibili con Herpes simplex virus 

ALTRI REPERTI NON NEOPLASTICI
- modificazioni cellulari reattive
- presenza di cellule ghiandolari post-isterectomia

 - atrofia 

- anormalità delle cellule epiteliali 

CELLULE SQUAMOSE
- cellule squamose atipiche (ASC) 
- di significato indeterminato (ASC-US)
- non possibile escludere HSIL (ASC-H)
- lesioni intraepiteliali squamose di basso grado (LSIL)

 - lesioni intraepiteliali squamose di alto grado (HSIL) 

- carcinoma squamocellulare 
CELLULE GHIANDOLARI
- cellule ghiandolari atipiche (AGC)
- cellule ghiandolari atipiche (AGC) suggestive di neoplasia - adenocarcinoma endocervicale in situ (AIS)
- adenocarcinoma 

- Altro 
- Cellule endometriali in donne di 40 anni o oltre (specificare anche se negativo per lesione squamosa) 
In letteratura, in una donna con una diagnosi di lesione intarepieteliale squamosa di basso grado (L-SIL) al Pap test, la prevalenza di un carcinoma intraepiteliale CIN2 o di un carcinoma invasivo è rispettivamente del 12-20% e dello 0- 0,3% mentre passa al 50-77% ed allo 0,1-3% per lesioni squamose intarepiteliali di alto grado (H-SIL) 
( Kinney et al.,1998; Lonkey et al., 1999; Jones et al., 2000; Massad et al ., 2001; Benedet et al., 2004; Fairman et al., 2004; Alvarez et al., 2007).
Alcuni fattori correlati all’incidenza della malattia sono la precocità d’inizio dell’attività sessuale associato ad un elevato numero di partners, le terapie immunosoppressive, il basso livello socio-economico, la multiparità.
Sembra, inoltre, consolidato il ruolo delle infezioni da Papilloma virus (HPV) in particolar modo di alcuni tipi come il 16 ed il 18 e, più recentemente il 31-33 e 35. 

Da questo razionale nasce l'importanza di riconoscere la presenza del DNA virale nel basso tratto genitale femminile tramite un esame semplice ed affidabile.

Il test per il Papilloma virus umano permette di individuare la presenza del DNA del virus nelle cellule del collo dell'utero.

L’esame consiste nel prelevare un campione di cellule del collo dell'utero con una metodica simile al Pap test, ma, in questo caso, il materiale prelevato non viene strisciato su un vetrino bensì immerso in un liquido di conservazione.
Determinazione del Papilloma virus
Attualmente nei programmi di screening  due sono le metodiche di ricerca dell’HPV:

· Hybrid Capture II  (HC 2) che permette di individuare la presenza del virus e di differenziare se si tratta di un HPV ad alto rischio o a basso rischio; non permette però di identificare il singolo tipo di HPV e la carica virale calcolata è cumulativa (comprende tutti i tipi di HPV eventualmente presenti). Questa metodica è utilizzata per effettuare il test su un campione di donne molto numeroso e quindi nel conteso di un programma di screening dove è sufficiente definire solo se il virus è presente e se è ad alto rischio.

· Polymerase Chain Reaction (PCR) che permette di ottenere la precisa individuazione del tipo di HPV presente, quindi la carica determinata è tipo-specifica ed è possibile valutare l'eventuale aumento all'aumentare del grado della lesione. Questa metodica è quindi più specifica della precedente.

E’ da precisare che la negatività del test non è sempre indicativa di assenza di infezione da HPV (a causa, per esempio, di una carica virale ridotta non ancora evidenziabile dal test). 
D’altra parte un test positivo da solo (cioè senza alcuna lesione rilevata da un Pap test o da una colposcopia) non è indice di malattia. 
Nuovo possibile biomarcatore prognostico: p16INK4a
E’ evidente, alla luce degli argomenti sinora esposti come la scoperta dei biomarcatori del carcinoma della cervice rappresenta la più grande sfida nei programmi di screening.

In particolare, la p16INK4a è una proteina che interviene nel controllo del ciclo cellulare e che viene iperespressa in cellule cervicali trasformate dagli HPV ad alto rischio (HR-HPV sottotipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) (2-3).
Nella patogenesi del cancro cervicale e dei suoi precursori, l’espressione degli oncogeni E6 ed E7 dei tipi virali ad alto rischio è richiesta per avviare e mantenere il fenotipo trasformato delle cellule epiteliali. L’espressione del gene E7 nelle cellule epiteliali in replicazione comporta la distruzione del complesso pRb-E2F e l’inattivazione funzionale del pRb. Ciò induce una iperespressione dell’inibitore chinasico p16INK4a ciclina dipendente in maniera indipendente dal tipo di HPV ad alto rischio. Il gene INK4 è uno dei più frequenti geni oncosoppressori inattivati nel cancro umano. La p16INK4a (inibitore della chinasi ciclino dipendente) è un gene oncosoppressore in grado di prevenire la fosforilazione della pRb, bloccando così la cellula in fase G1. Quando l’oncoproteina E7 lega la pRb viene rilasciato il fattore trascrizionale E2F permettendo alla cellula di procedere dalla fase G1 alla fase S: divisione cellulare. 
Il legame diretto tra iperespressione della p16 e patogenesi cervicale autorizza l’ipotesi che l’individuazione anticorpo-mediata della proteina possa essere un promettente biomarcatore della patologia cervicale. 
Sui preparati istologici la sensibilità per CIN3 è risultata del 100% mentre la specificità del 95% (4-5). La proteina p16INK4a si è dimostrata di notevole utilità anche per quanto riguarda le lesioni di basso grado. Studi di follow-up hanno rilevato come lesioni CIN1 positive per p16INK4a hanno una probabilità significativamente più elevata di progredire verso le lesioni di alto grado rispetto alle lesioni CIN1 p16INK4a negative(4-6).

Kleas et al. hanno dimostrato che l’immunocolorazione della p16  fornisce una precisa identificazione delle cellule epiteliali displastiche su vetrino istologico e su Pap test(7).

E’ stato inoltre riportato da Murphy et al. (8) che tutte le lesioni positive per HPV presentavano un’iperespressione della p16 ma non tutte le lesioni positive per p16 lo erano anche per HPV. Questo risultato è stato recentemente supportato da Lyn et al. (9) la  cui considerazione finale è stata che l’espressione della p16 nelle cellule squamose cervicali e nell’epitelio ghiandolare cervicale sia un marker di displasia o malignità indipendentemente dall’infezione da HPV.

Nei loro studi, usando la reazione polimerasica a catena (PCR),

HPV è stato ritrovato nel 40% dei CIN1, nel 75% dei CIN2, nel 50% dei CIN 3, nel 59,6% dei carcinomi a cellule squamose della cervice(SCC) e nel 60% degli Adenocarcinomi della cervice; la p16 invece si è evidenziata nel 100% degli Adenocarcinomi, nel 78,7% dei SCC e nel 96,7% dei CIN.

Risultati simili sono stati ottenuti da Milde-Langosch et al. (10-11) che hanno riportato una severa espressione della p16 nel 41% delle lesioni adenocarcinoma tose HPV negative.
L’immunoistochimica della p16INK4a fornisce una precisa identificazione delle cellule epiteliali cervicali displastiche su vetrino istologico e sul Pap test.

Il mio studio si è proposto di verificare la validità dello studio della p16 come biomarcatore per le lesioni a rischio di evoluzione maligna.
Materiali e metodi

Nel periodo compreso tra il 1° febbraio 2011 ed il 30 giugno 2013 sono state arruolate 50 donne, età media 38+4, peso corporeo 26.2+2, con sospette  lesioni cervicali  intraepiteliali.

Presso l’ambulatorio di colposcopia e patologia cervico vaginale del Dipartimento di scienze per la promozione della salute e materno infantile “ Giuseppe D’Alessandro, le pazienti sono state sottoposte a prelievo per Pap test in strato sottile, ad indagini di biologia molecolare per la ricerca e tipizzazione dell’HPV eventualmente presente  tramite tampone cervicale ed identificazione immunoistochimica della proteina p16INK4a.

La ricerca della proteina p16, anticorpo monoclonale della Cintek (clone E6H4) fu effettuata sugli stessi vetrini in strato sottile, utilizzati per la diagnosi.

Determinazione della proteina p16
I vetrini vengono sottoposti a post fissazione in una miscela di etanolo ed acqua per 10 minuti.

Si procede quindi a smascheramento antigenico con bagnetto termostatato a 95-99° C, dopo raffredamento  a temperatura ambiente si passa al blocco della per ossidasi endogena per 30 minuti, quindi si incubano i campioni con l’anticorpo primario, contenente anti-Human p16 INK4a di topo, della Cintek.

Dopo incubazione prima con il sistema di rivelazione per 30 minuti e poi con la soluzione di substrato cromogeno per altri 30 minuti, si passa alla controcolorazione con il sistema di Papanicolau, al montaggio e quindi alla lettura.

La determinazione dello score nucleare della p16 è stata  fatta con i parametri indicati nel lavoro di Wentzensen N e Bergeron C, pubblicato su Cancer Cytopathology del 2005 (12) e di seguito ripotati: (Tabella1).

Tabella 1: 

Score nucleare nella valutazione della p16INK4a. 
	Score 1

	Score 2
	Score 3
	Score 4

	no alterazioni

	alterazioni della cromatina o della forma nucleare o aumentato volume N/C
	modificazioni nucleari sia della forma che della cromatina nucleare
	alterazioni del rapporto N/C con più di una delle seguenti  

modificazioni(cromatina nucleare, forma ed anisonucleosi).




Furono considerate positive tutte le pazienti con iperespressione della proteina p16INK4a (score da 1 a 4).

Risultati

Le pazienti studiate furono 50, il Pap test mostrò che di queste 3 avevano una lesione  H-SIL e 47 L-SIL.

Tutte e 3 le pazienti H-SIL positive avevano anche un’infezione HR-HPV (18,31,33).

Fra le 47 donne con Pap test associato a L-SIL, 32 avevano un’infezione LR-HPV mentre 15 non risultarono positive all’infezione da Papillomavirus (Tabella 2).

Tabella 2:
Positività del Pap test e del papilloma virus in lesioni a diverso grado di invasività.
	
	LSIL
	HSIL

	Pap test
	47
	3

	HR-HPV
	_
	3

	LR-HPV
	32
	_


Lo studio dimostrò inoltre l’iperespressione della p16INK4a in tutte e 3 le pazienti positive per H-SIL e HR-HPV, in 5 pazienti L-SIL LR-HPV ma anche in 2 LSIL HPV negative. (Tabella 3)
Tabella 3:

Percentuali di pazienti positive per l’iperespressione della p16INK4a.

	H-SIL

	100%

	L-SIL HPV+

	15.6%

	L-SIL HPV-
	13.3%


Discussione

Nella letteratura internazionale, gli esperti hanno ampiamente dibattuto la problematica sul ruolo da attribuire al Pap test ed all’HPV-DNA test, nello screening del carcinoma della cervice uterina. 

Entrambi presentano alcuni importanti limiti: il Pap test ha una sensibilità del 60-70%, mentre più alta è la specificità; il contrario avviene per la ricerca dell’HPV-DNA, che difficilmente discrimina le pazienti senza alterazioni morfologiche. 

Pertanto alcuni ricercatori hanno proposto di utilizzare la ricerca della p16 come biomarcatore per il carcinoma della cervice uterina, infatti studi recenti avrebbero dato risultati promettenti (13,14,15). 

La determinazione della p16 sia sul citologico che sull’istologico aiuterebbe ad evidenziare  casi sottostimati oppure a sottodimensionare casi che morfologicamente risultano di non univoca interpretazione.

Per tale motivo abbiamo esteso la ricerca della proteina p16 su tutti i casi in studio valutandoli con lo score di Wentzensen e Bergeron (12).

Tuttavia i risultati da me ottenuti non sono stati incoraggianti.

Infatti la percentuale di pazienti positive alla p16INK4a è risultata alta solo nelle rare lesioni di alto grado ma bassa (13-16%) nelle più comuni lesioni di basso grado dove il test sarebbe potenzialmente più importante.

Dato che la ricerca dell’HPV-DNA è già risultato positivo in tutte lesioni ad alto rischio ed in un numero più elevato di lesioni a basso rischio, non sembra proponibile usare lo studio della p16 come alternativa all’HPV-DNA test ma neanche  come supporto al predetto test.

D’altra parte, un’analisi accurata dei risultati già presenti in letteratura evidenzia come non sia stato ancora pienamente chiarito il valore da attribuire alla p16 come biomarcatore del carcinoma della cervice uterina in rapporto al già consolidato ruolo dell’HPV- DNA test (16-17).

Lo studio, dunque non ha permesso di confermare l’utilità della p16 come biomarcatore prognostico. 
Sarà importante  continuare ad approfondire lo studio sulla proteina p16 INK4a  e, contemporaneamente trovare altri marker utili ad evidenziare le lesioni cervicali di sicura evoluzione carcinomatosa. 
In futuro, tutto ciò permetterà di potere aggredire la patologia cervicale in una fase precoce di evoluzione, ed evitare di trattare pazienti le cui lesioni non avrebbero alcuna possibilità di evoluzione maligna.
Conclusioni
Alla luce dei risultati del mio lavoro, in tema di screening sul cervicocarcinoma è necessario ricercare ulteriori possibili biomarcatori da poter integrare nelle linee guida già esistenti così da avere maggiori informazioni, indispensabili per ottenere opzioni terapeutiche più idonee ed efficaci.
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