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Resumo

O céncer de colo do ttero é a segunda causa de cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo, sendo precedido por lesGes pre-
cursoras denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs), de grau 1, 2 e 3. A relacdo entre o papilomavirus humano (HPV) e o can-
cer de colo uterino ja esta bem estabelecida. O ciclo de vida do HPV, assim como seu mecanismo de agao sobre o ciclo celular da célula
hospedeira, causam a transformacao neopldsica e progressao das lesdes precursoras para o cancer de colo uterino. Tal transformagao esta
associada principalmente a expressdo de dois genes do HPV: 0 E6 e o E7, cujos produtos interferem no controle do ciclo celular, tendo como
alvos principais as proteinas p53 e pRB. Esta revisdo de literatura pretende fornecer ao leitor conhecimento da agdo do HPV sobre o ciclo
celular, visando identificar potenciais marcadores bioldgicos da evolugao das lesdes precursoras ao cancer de colo uterino.

Descritores: Infeccoes por papilomavirus; Neoplasia intraepitelial cervical; Ciclo celular; Proteinas oncogénicas virais; Inibidores p16
de quinose ciclina-dependente

Abstract

Cervical cancer is the second most common malignant disease in women worldwide and is preceded by cervical intraepithelial neoplasia
(CIN) grades 1, 2 and 3. The relationship between human papillomavirus (HPV), cervical CIN and cervical cancer is well established. The
HPV life cycle cause neoplastic transformation and CIN progression for cervical cancer. This transformation is associated with E6 and E7 HPV
genes, whose products interfere with cell cycle control, mainly through action on p53 and pRB proteins. This review aims to provide to the
reader an update for the understanding of the HPV effects on the cell cycle, attempting to identify potential biological markers for the evo-
lution of precursor lesions to cervical cancer.

Descriptors: Papillomavirus infections; Cervical intraepithelial neoplasia; Cell cycle; Oncogene protein, viral; Cyclin-dependent kinase

inhibitor p16

Introducao

Segundo a International Agency for Research on Cancer
(IARC), o cancer do colo do dtero € a segunda causa de
cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo’.

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é atual-
mente considerada uma condicdo necessdria para desen-
volvimento do cancer de colo do Gtero®. Contudo, apesar
desta infeccdo ser a mais comum das doencas sexual-
mente transmissiveis®, apenas uma pequena parcela das
mulheres infectadas pelo virus desenvolvem o cancer, o
que demonstra que apenas a presenca do HPV parece ser
insuficiente para o desenvolvimento de cancer cervical®.

Ja foram identificados cofatores na génese do cancer de
colo do Utero que se somam a infeccdo viral tais como:
fatores comportamentais (tabagismo, uso de hormonios
ex6genos), relacionados ao hospedeiro (idade, resposta
imune, predisposicao genética) e relacionados ao virus
(tipo, variante, carga viral, integragao)* .

O céncer do colo do dtero é uma doencga de progres-
sao lenta, sendo precedido por lesdes precursoras deno-
minadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) ou le-
sdes intraepiteliais cervicais. Tais lesdes foram
classificadas por Richart® em 1973 como NIC 1, NIC 2 e
NIC 3 de acordo com o grau de comprometimento epi-
telial e s3o caracterizadas pela perda gradual das fungdes
celulares basicas, como o controle da divisao celular e ca-
pacidade de amadurecimento®.

Em média transcorrem de 12 a 15 anos entre o momento
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da infecgdo por HPV e o desenvolvimento do cancer cer-
vical, o que reforga o padrao de multiplos estagios no pro-
cesso de carcinogénese’. Considerando esta lenta progres-
sdo, a identificagdo de potenciais marcadores de
proliferagao celular e de progressao das lesoes, pode ser va-
liosa no seguimento das pacientes com infeccdo por HPV
e presenca de NIC, auxiliando no diagnéstico e progndstico
da doenca e na defini¢cao daquelas que se beneficiariam de
conduta expectante ou de tratamento primdrio imediato®.

Revisao da literatura
HPV: classificacao e estrutura genémica

O HPV pertence a familia Papillomaviridade, género
Papilomavirus. Sao virus ndo envelopados de simetria
icosaédrica, com capsideo composto por 72 capsdmeros
e um genoma de DNA dupla fita circular, com cerca de
8.000 pares de bases®™.

Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados e
cerca de 40 destes infectam o trato genital feminino™. Os
tipos de HPV sdo classificados entre virus de alto ou
baixo risco oncogénico, de acordo com a propensao das
células infectadas a transformagao neoplasica'. Os tipos
de HPV considerados de baixo risco oncogénico sdo re-
presentados principalmente pelos tipos 6, 11, 40, 42,
43, 54, 61, 70, 72, 81. Aqueles considerados de alto
risco oncogénico, por estarem frequentemente associados
as NICs 2 e 3 e as neoplasias invasoras, sdo representa-



dos principalmente pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58,59, 68, 73 e 822

O risco oncogénico do virus esta diretamente relacio-
nado ao comportamento de seu genoma no nicleo da cé-
lula hospedeira. HPVs de baixo risco oncogénico tendem
a manter o seu DNA integro, circular e epissomal, dife-
rente dos HPVs de alto risco oncogénico, cujas fitas de
DNA circular se abrem, sofrem dele¢es e se integram ao
genoma da célula hospedeira®'.

O genoma do HPV possui oito regides conhecidas
como fases de leitura aberta (Open Reading Frames) e
uma regido nao-codificadora. As fases de leitura aberta
sdo organizadas em trés regides: a regido precoce (com-
posta pelos genes E1, E2, E4, E5, E6, E7), a regido tardia
(composta pelos genes L1 e L2), e a regido controladora
(URR)? (Figura 1).

L2

L1

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HPV
Fonte: Muiioz et al.® (2006)

Resumidamente, os genes E1 e E2 codificam proteinas
que sdo vitais para a replicagdo do DNA viral e controle da
transcrigdo génica do virus. A proteina E4 € expressa nos
estagios tardios da infeccao e tem um papel importante na
alteragdo da matriz intracelular, maturacao e liberagao
das novas particulas virais. As proteinas E6 e E7 sdo im-
portantes para a amplificagdo do genoma viral. As regides
tardias L1 e L2 codificam as proteinas virais dos capsideos
durante os Gltimos estagios da replicagdo dos virus**3.

Ciclo celular

O ciclo celular pode ser conceituado como uma cadeia
de eventos que leva a proliferagdo celular por mitose™.

A divisdo celular nos seres eucariontes compreende qua-
tro fases: G1, S, G2 e M. Células quiescentes encontram-se
em uma condicdo denominada GO. A fase G1 é conside-
rada uma fase pré-sintética, na qual a célula inicia a ativa-
¢ao de uma série de genes, incluindo proto-oncogenes e ge-
nes necessarios a sintese de ribossomos e traducio de
proteinas. A fase S compreende o periodo da duplicagido do
DNA. O periodo G2 é o intervalo entre o final da sintese e
o inicio da mitose propriamente dita da célula em questao,
sendo por essa razao denominada fase pré-mitética. Na fase
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M ocorre a divisdo do nicleo seguida da citocinese'*.

A cadeia de eventos que levam a divisdo celular é em ge-
ral dependente da ligacdo de fatores de crescimento a re-
ceptores celulares, seguida de ativagao de um mecanismo
de transducdo de sinal envolvendo proteinas sinalizadoras
como Fosfolipase C-y, proteinas G, proteinas Ras/Raf.
Ocorre entdo a transferéncia de informagao para o nicleo
e a modulagdo da transcrigdo de genes através da atividade
de fatores de transcricdao como c-JUN e c-MYC'*15,

A progressao do ciclo celular a partir da fase G1 é re-
gulada por proteinas chamadas ciclinas, as quais for-
mam um complexo com proteinas chamadas quinases ci-
clina-dependentes (CDKs). Os complexos ciclina-CDK
regulam a fosforilagdo de proteinas envolvidas na pro-
gressao do ciclo celular'**.

O gene RB foi o primeiro gene supressor de tumor a ser
descoberto e seu produto, a proteina RB (pRB), exerce
efeitos antiproliferativos ao controlar a transicao da fase
G1 para a fase S do ciclo celular. Tal proteina na forma
ativa (hipofosforilada) encontra-se ligada ao fator de trans-
cricdo E2F (proteina de regulagdo génica), que estimula
a transcricdo de vérios genes envolvidos na fase S do ci-
clo. Ligada a pRB, a acao de E2F permanece bloqueada
e, assim, a célula para em G1. Os complexos ciclina-CDK
ocasionam a fosforilagdo da pRB. Uma vez hiperfosfori-
lada, a pRB torna-se inativa e se desliga do fator E2F,
dando continuidade ao ciclo celular'>®.

Nas células normais, existem proteinas que exercem
controle negativo sobre o ciclo celular. Os inibidores de
CDK (CDKIs) interagem com as CDKs bloqueando sua
atividade. As CDKIs, como p21 e p16', exercem con-
trole negativo sobre a proteina pRB por bloquearem a ati-
vidade dos complexos ciclina-CDKs que fosforilam a pRB,
promovendo assim a parada do ciclo celular na fase G1'5"7.

O gene supressor de tumor p53 atua como uma das
principais vias de controle do ciclo celular, reparo do
DNA e indugao da morte celular por apoptose, ao ativar
a transcrigdo dos genes p16, GADD45 e BAX. Assim, o
gene p53 impede que células com anormalidades em seu
DNA completem o ciclo celular’'”. Ao parar o ciclo ce-
lular em G1 pela agdo da CDKI p16™¥, a célula tem a
chance de reparar o dano no DNA antes de dar conti-
nuidade ao ciclo através do gene GADDA45. O gene BAX,
também ativado pela p53, induz a apoptose nas células
cujo DNA foi irreversivelmente lesado™ 2.

Logo, o gene p53 € considerado um “guardido do ge-
noma” por impedir a transformagdo neoplasica através de
trés mecanismos: 1) interrompendo o ciclo celular em cé-
lulas com DNA alterado, 2) reparando o DNA e 3) dis-
parando a morte celular programada (apoptose) nas cé-
lulas cujo reparo do DNA nao foi possivel®.

Mecanismos de alteracdo do ciclo celular pelo HPV

A infeccao inicial por HPV requer acesso de particulas vi-
rais as células da camada proliferativa basal do epitélio es-
camoso do colo uterino. Apés a infecgdo, acredita-se que o
virus mantenha seu genoma com um baixo niimero de cé-
pias sob a forma epissomal nas células da camada basal.
Nesta fase, ha um baixo nivel de expressdo dos genes E6, E7,
E1 e E2, suficiente para a manutengdo gendmica do virus™.

A expressao dos genes virais é regulada e dependente da
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diferenciacao das células infectadas pelo HPV. Segundo
Doorbar® (2005), o ciclo normal da infecgdo pelo HPV
passa por cinco etapas consecutivas: 1) infeccdo, 2) ma-
nutengdo do genoma, 3) fase proliferativa, 4) amplificagdo
gendmica e 5) sintese e liberagdo de novas particulas virais.

Para a produgao de particulas virais, ocorre a amplifica-
¢ao do genoma do HPV, que é dependente da expressao dos
genes ET, E2, E4 e E5. A montagem das particulas infeccio-
sas ocorre nas camadas médias e superiores do epitélio
cervical. Nesta fase mais tardia, os genes L1 e L2 codificam
as proteinas do capsideo viral e sdo expressos nos grupos de
células com maior expressao do gene E4, importante na al-
teragdo da matriz intracelular, maturagdo e replicagao do vi-
rus'. A montagem dos virions e o empacotamento do DNA
celular ocorrem na camada superficial. A formagao e libe-
racao de particulas virais completas sao liberadas na super-
ficie do epitélio sem lisar as células hospedeiras, caracteri-
zando o ciclo produtivo da infec¢do pelo HPV™.

Esta organizacao da expressao viral no ciclo de uma in-
feccdo produtiva é semelhante para os diferentes tipos de
HPV. Porém, o desenvolvimento de neoplasias estd associado
a perda da regulagao deste ciclo produtivo do HPV, evento
observado em infecgbes persistentes pelos HPVs de alto
risco oncogénico, que tendem a integrar o seu genoma ao da
célula hospedeira”'®'. Durante o processo de integracdo, o
genoma viral pode perder o gene E4 e parte do gene E2, que
exerce funcao de controle da transcricao dos demais genes
virais. Em consequéncia da perda de funcao de E2, havera
um aumento da expressao dos genes E6 e E7 e uma incapa-
cidade do virus dar continuidade ao seu ciclo de vida. Neste
cendrio, ndo havera amadurecimento das células hospedei-
ras e produgdo de novas particulas virais'™'#1,

A alta velocidade de proliferacao das células infectadas
que ja ndo é mais restrita as camadas inferiores do epité-
lio, a perda de polaridade e maturacao das células com
perturbagao da arquitetura tecidual, assim como a perda
da capacidade de completar o ciclo produtivo do virus,
diferenciam as lesdes de baixo grau como a NIC 1, das le-
sdes de alto grau (NICs 2 e 3) e cancer provocados por
HPVs de alto risco oncogénico™®.

O potencial oncogénico do HPV esta relacionado aos
produtos dos genes E6 e E7, que interagem com uma va-
riedade de proteinas reguladoras do ciclo celular codifi-
cadas por genes supressores de tumor (Figura 2).

Figura 2. Principal atuacao das proteinas virais sobre o ciclo celular
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A proteina E7 inibe a atividade da pRB, que tem papel
fundamental na manutencao da célula em G1, exercendo
sua fungdo por formar complexos estaveis com o fator de
transcricdo E2F. O E2F quando livre, desencadeia o pro-
cesso de replicagdo do DNA*2',

A inativagdo da pRB aumenta a proliferagao celular no
epitélio infectado, o que pode ser diretamente demons-
trado através da deteccao do antigeno nuclear associado
a proliferagdo (Ki-67)*.

A p16™¥*, uma CDKI que inibe a fosforilacdo da pRB,
mantendo-a ativa e ligada ao E2F, tem sua expressao con-
trolada por feedback negativo exercido pela pRB. A inati-
vagao da pRB pela proteina E7 do HPV resulta em um au-
mento da expressao de p16 ™ nas células infectadas'®'8*°.

A proteina E7 do HPV também é capaz de se ligar a p21
e p27, ambas CDKIs, o que impede o controle do ciclo
celular em diversos pontos de checagem™2'.

O HPV pode interferir no controle do ciclo celular e
apoptose por meio dos produtos de seus genes E6 e E7,
o0s quais se ligam a p53, marcando-a para degradacgdo
pelo proteassomo®'. A degradagdo da p53 pelas proteinas
virais compromete a integridade do DNA replicado, cau-
sando instabilidade cromossomal, imortalizagdo e proli-
feracdo anormal das células transformadas, favorecendo
o desenvolvimento do tumor. A proteina E6 também esta
envolvida na degradagao da proteina pré-apoptética BAX
em queratinécitos humanos?.

Discussao

H& muita heterogeneidade no comportamento biol6-
gico das NICs. Algumas lesdes deste tipo podem nio re-
presentar verdadeiros precursores do cancer de colo ute-
rino, uma vez que as infecg¢des produtivas que albergam
espécies de HPV de baixo risco oncogénico costumam
apresentar regressao espontanea’. Em contraste, existem
NICs que exibem expressoes génicas virais similares as
observadas nos carcinomas e lesdes de alto grau, in-
cluindo aumento na expressao dos genes E6 e E7, nor-
malmente associadas as infecgoes por HPVs de alto risco
oncogénico’.

Uma vez que os produtos destes genes, as proteinas E6
e E7, possuem diferentes alvos celulares, marcadores bio-
|6gicos relacionados ao ciclo celular e a expressao de tais
genes virais podem ter utilidade na deteccao de mulhe-
res infectadas por HPV com maior probabilidade de apre-
sentar progressdo da NIC para o cancer invasor.

Neste contexto, tem sido sugerido que biomarcadores
podem aumentar a acurdcia e a efetividade dos programas
de rastreamento e diagnostico das lesdes precursoras do
cancer®. Dentre os marcadores relacionados a alteracao
da proliferagao celular mais estudados destacam-se o Ki-
67, p‘l 6INK4 e p5317,22-24'

A proteina p16™** constitui o marcador mais estudado
para progressdo da NIC. A determinacdo da expressao
p16™ ja foi utilizada para marcar pacientes de risco com
biopsia negativa®. Também j4 foi demonstrado um au-
mento da expressdo de p16™%* em lesdes de alto grau,
como NIC 2 e NIC 3, em contraste com a ndo deteccao
deste marcador nos casos de NIC 1 ou alteragdes benig-
nas®. Dentro da rotina de diagnéstico laboratorial, a
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imuno-histoquimica para p16™* pode representar um
teste auxiliar Gtil no exame de biépsias cervicais dirigidas
por colposcopia®. Além disto, a andlise imunocitoqui-
mica de p16™* representa uma ferramenta Gtil nos casos
em que o exame citolégico € incapaz de determinar a
natureza de algumas alteragdes morfolégicas observa-
das, ajudando a distinguir lesdes neoplasicas de altera-
¢oes benignas?”.

Uma meta-analise conduzida por Tsoumpou et al.?®
(2009), demonstrou uma forte correlagcdo entre a positi-
vidade para p16™* e a severidade das lesdes do colo ute-
rino, mas os autores consideram que a reprodutibilidade
do teste para p16™** ainda € limitada devido a insufi-
ciéncia na padronizagdo da interpretagao das reagoes de
imunocoloragdo. Além disso, ha certa heterogeneidade
em relacdo a expressao de p16™** de acordo com os di-
ferentes graus de NIC e cancer cervical®, de tal maneira
que, apesar de representar uma boa ferramenta de auxi-
lio ao diagnodstico das lesdes, estudos ainda sdo neces-
sarios para definir a utilidade deste marcador como fer-
ramenta de rastreamento do cancer de colo uterino.

Em relacdo aos marcadores biolégicos relacionados
ao virus HPV, hd fortes indicagbes de que os transcritos
E6 e E7 do HPV podem representar marcadores Uteis na
determinacdo do risco de progressao das NICs**32. A su-
perexpressao desregulada dos genes E6 e E7 causa mu-
dancas no ciclo e funcdo celular, levando a transforma-
¢do maligna e, de fato, hd um aumento da deteccao de
RNA mensageiro (MRNA) de E6 e E7 em lesdo de alto
grau e carcinoma cervical®*32.

Sotlar et al.*® (2004) encontraram uma prevaléncia de
detecgdo de transcritos de HPV de 84% nos casos de NIC
3, 77% nos casos de NIC 2 e 58% nos casos de NIC 1,
0 que demonstra a estreita relacdo entre a expressdo
dos genes E6 e E7 com a gravidade da lesdo precursora
do céncer de colo uterino. Entretanto, é importante sa-
lientar que o desenho dos estudos supracitados é do
tipo transversal. Assim, as informagdes sobre a expressao
destes genes E6 e E7 espelham a situagdo biolégica no
momento da coleta de amostra. Por outro lado, um es-
tudo longitudinal conduzido em 2010, no qual 50 mu-
Ilheres com diagnéstico histolégico de NIC 2 foram
acompanhadas com conduta expectante por 12 meses,
ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa en-
tre a deteccdo de mMRNA de E6 e E7 para os HPVs dos ti-
pos 16, 18,31, 33 e 45 e a evolugdo da lesdo cervical®.

Apesar de ainda nio ter sido demonstrado resultados
convincentes como ferramenta de acompanhamento,
um estudo considerou Gtil o teste para mRNA dos genes
E6 e E7 no rastreamento das lesdes, devido a sua maior
especificidade em relacdo aos testes moleculares para
deteccao do DNA viral. Além de indicar a presenca do
virus, este teste indica se este virus demonstra expres-
sdo desregulada de E6 e E7, ou seja, se as células in-
fectadas estdo em processo de carcinogénese. Quando
utilizado como ferramenta de rastreamento comple-
mentar a citologia, estudo demonstrou que o teste para
mRNA pode detectar um nlimero maior de lesdes de
alto grau do que a citologia sozinha, sem aumentar o
nimero de bidpsias (exame necessario para confirma-
¢ado do diagndstico)*.
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O tratamento preconizado para a NIC, principalmente
a NIC de alto grau, é o tratamento por excisao cirtrgica
da lesao*. Tal procedimento pode representar supertra-
tamento para uma lesdo se esta apresentar baixo poten-
cial de progressao®. Assim, com base na ponderacio en-
tre o risco de progressdo da NIC e a possibilidade de
complicagdes oriundas do tratamento, uma conduta ex-
pectante poderia ser adotada com maior seguranca, desde
que haja subsidios para tal decisdo clinica. Tais subsidios
podem ser fornecidos pelo conhecimento de marcadores
preditivos da evolucao da NIC, sendo que a avaliagdo da
proteina p16™** e da expressdo dos genes virais E6 e E7
despontam como fatores prognésticos.

Conclusao

Dentre os marcadores biolégicos com potencial para
serem utilizados como fatores preditivos da evolugao das
lesdes precursoras do cancer de colo uterino destacam-
se a proteina p16™*, relacionada ao ciclo celular, e os
transcritos dos genes E6 e E7 do HPV.
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