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REVISAO REVIEW

MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS DE LESOES PRECURSORAS
DO CANCER DO CoLO UTERINO ASSOCIADAS AO HPV:
O PAPEL DA PROTEINA DE SUPRESSAO TUMORAL P16™Vk4A

IMMUNOHISTOCHEMISTRY MARKERS FOR LESIONS PRECEDING HPV-INDUCED CERVICAL CANCER:
THE RoLE oF TUMORAL SUPPRESSION P16"™54A PROTEIN

José Eleutério Junior!, Paulo C Giraldo?, Ana K Gongalves3

RESUMO

A relagdo entre o HPV e as lesdes intra-epiteliais escamosas cervicais estd bem estabelecida. O mecanismo de agdo que o virus parece utilizar para
causar a transformagéo estd associado a dois genes do HPV, E6 e E7. O gene E7 tem um papel importante induzindo alteracdes na célula hospedeira
associadas a proteina do retinoblastoma (pRb ) e o fator de transcri¢do E2F. Quando o fenomeno induzido pelo E7 do HPV ocorre, hd expressiao da
proteina p16™NK#2 que pode ser detectada por imunoistoquimica. Recentes trabalhos mostram a importancia do uso de p16™k42 como marcador de
transformagio celular induzida pelo HPV e a sua utilidade clinica na priética, principalmente ajudando no diagnéstico de lesdes intra-epiteliais esca-
mosas de alto grau em bidpsias. Esta revisao pretende fornecer ao leitor uma idéia atualizada de como alguns marcadores celulares podem contribuir
para o diagndstico e o progndstico das neoplasias intra-epiteliais cervicais.
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ABSTRACT

The HPV and cervical squamous intra-epithelial neoplasia relation is established. The mechanisms used by the virus which causes the transformation
of the squamous intra-epithelial are associated to the E6 and E7 HPV genes

The E7 gene has an important role inducing the host cell changes which are related to the retinoblastoma protein and E2F transcription factor. When
the phenomenon induced by the E7 occurs, there is the expression of the p16NK42 protein which can be detected by immunohistochemistry. Recent
studies have shown the importance of the use of the p16™NK42 ag a marker for cellular transformation induced by HPV and its clinical use in practice,
mainly helping in the diagnosis of high grade squamous intra-epithelial lesions in biopsies. This revision intends to provide to the reader an update to
the understanding of how cellular markers can contribute to improve the differential diagnosis of the squamous intra-epithelial neoplasia and its prog-
nosis.
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INTRODUCAO A interag@o virus-hospedeiro e as possiveis transformacdes a
partir dai € algo que vem sendo exaustivamente estudado. Consi-

O virus do papiloma humano (HPV) é identificado em prati- dera-se que a infeccdo viral se instala nas células da camada
camente todos os casos de cAncer escamoso do colo uterino, basal do epitélio escamoso, através de microtraumas do epitélio,
sendo o HPV 16, o tipo predominante nas regides geogrificas passando a ter replicagGes virais que acompanham a evolug¢ao
estudadas (43% a 65%).! A identificacio de um HPV de alto celular até a superficie epitelial. Na camada basal a replicacdo

viral € ndo-produtiva, ou seja, ¢ minima, nio se produzindo alte-
racdes identificdveis histologicamente (coilocitose e atipias celu-
lares). Ja nas células escamosas diferenciadas das camadas supra-
basais ocorre uma replicagdo do tipo produtiva com evidentes
manifestacdes morfoldgicas. O HPV pode permanecer nas célu-

risco nos canceres de colo ndo implica em dizer que seja o fator
determinante no processo evolutivo das lesdes pré-neopldsicas.
Seguramente, existe a necessidade da presenga de co-fatores
essenciais para que a malignizagdo se instale. O status imunol6-
gico do hospedeiro e a persisténcia de HPV de alto risco, além do . . R :

[ . . . o las hospedeiras nas seguintes condi¢des: forma epissomal (o
habito do tabagismo, o inicio precoce de vida sexual e a historia

o . ~ . genoma viral fica associado ao genoma da célula em um certo
de mudltiplos parceiros sdo co-fatores importantes que parecem . .
. 23 4 ponto) e forma integrada (o genoma do HPV incorpora-se ao da
ter papel decisivo no processo.=>

célula hospedeira).

De maneira geral as formas ndo integradas (epissomais) estao
IAluno de pés-graduagio nivel de Doutorado do Departamento de Tocoginecolo- associadas a uma mfecgao produtlva, €m que o virus se rephca
gia/FCM da Universidade Estadual de Campinas acompanhando o amadurecimento celular. No entanto, embora se
2Professor Associado, Livre-Docente do Departamento de Tocoginecologia/FCM da considere que a possibilidade de transformagﬁo celular evolutiva

Universidade Estadual de Campinas N £ . d I id
3Professora Adjunta Doutora da Universidade Federal do Rio Grande do Norte para 0 cancer ocorra na forma integrada, em algumas oportunida-
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des, principalmente associadas ao HPV 16, pode haver esta trans-
formagcio na forma epissomal, porém ndo-produtiva do virus. 3678,

Estudando as lesdes intra-epiteliais escamosas ndo ha ainda
como identificar precisamente os fatores progndsticos que pode-
riam identificar aquelas com maiores possibilidades de evolugao.
Além disso, a subjetividade empregada nos exames anatomo-
patoldgicos tem levado a questionamento sobre o seu uso como
um padrio-ouro para o diagnéstico destas lesoes.”

Recentemente, tendo-se em conta esta falta de pardmetros
confidveis, marcadores de proliferacdo celular (MIB-1) e supres-
sdo tumoral (p16™K42) vém sendo testados em busca de indica-
dores mais confidveis na identificacdo de quais lesdes pré-neo-
pldsicas teriam maior potencial desfavordvel'%-12,

O HPV contém um DNA em dupla fita, circular que mede
cerca de 8.000 pares de bases*!3 no qual estio presentes as
regides génicas E (early) e L (late). A regido E estd relacionada a
replicagdo do DNA viral, controle de transcri¢do, maturacao,
alteracdo da matriz celular e estimulo de proliferacdo, além da
transformacdo celular. Neste tltimo fendmeno estdo envolvidos
E6 e E7714, que sdo os principais transformadores do HPV e
estdo diretamente envolvidos na indugdo de proliferacdo benigna
e transformagio maligna nas células do hospedeiro.'> Geralmente
o cancer se desenvolve como conseqiiéncia de alteragdes genéti-
cas com ativacdo de oncogenes ou inativacido de genes supresso-
res de tumor. Os mais assiduamente estudados nas relagdes do
HPV com seu potencial oncogénico tém sido o p53 e o Rb. O
papel dos produtos destes genes € regular ao ciclo celular por
controle da transcri¢do de genes celulares envolvidos na progres-
sdo do ciclo e na proliferacio celular.®

p53

A protefna nuclear p53, denominada “guardido do genoma”,
tem como principal efeito supressor tumoral a ativag@o transcri-
cional dos genes que mantém a estabilidade genomica. Células
com p53 mutado ou inativado perdem a habilidade de induzir ao
bloqueio na fase G1 do ciclo celular ou & apoptose, em resposta a
um dano de DNA. Isto resulta em uma instabilidade genética e
mutacdes criticas para a oncogénese® 19,

pRb

O produto do gene Rb, proteina nuclear pRb, interage com o
fator de transcri¢do celular E2F na fase G1 do ciclo celular. Esta
interacdo inibe a transcri¢io E2F induzida dos genes celulares
envolvidos na proliferagdo e replicacdo de DNA, tais como timi-
dina-quinase, c-myc, polimerase alfa entre outros. Mutacdes de
Rb ou inativagdo de pRB causam prolifera¢do celular descontro-
lada®.

A perda de fungdo das vias pRb e p53 ocorre na maioria dos
casos de cinceres humanos, ou até em todos. Fortes evidéncias
genéticas, epidemioldgicas e bioquimicas estabeleceram que suas
proteinas seriam componentes de diferentes barreiras contra o
cancer. Nao s6 HPV de alto risco, mas também os de baixo risco

expressam E6 e E7; no entanto, s6 os primeiros codificam as
oncoproteinas E6 (que inativam o p53) e E7 (que inativam o
pRb).17

p 16INK4a

A relagdo entre pRb e E2F pode levar a ativacido de quinases
dependentes de ciclinas 4 e 6 (CDK4 e CDK6) que, por sua vez,
levam a expressao de proteinas quinase associadas, encontrando-
se a pl6™NK4a entre elas!+ 18,

A proteina do pl6 age como supressora tumoral inibindo as
quinases dependentes de ciclina (CDK4 e CDK6), que regulam o
ponto G1 de checagem do ciclo celular.1%20 Alteracdes em p16
e/ou pRb tém sido descritas em muitos canceres incluindo mela-
nomas,2! leucemias,?? linfomas,23 neurofibromas,24 retinoblasto-

25 osteossarcomas e varios outros tumores malignos de
30

mas,
cabeca e pescogo,2® mama,?”-28 pulmio?® e préstata.

O pl6 é detectado quando o gene Rb sofre mutacdo, sendo
deletado ou inativado, e, contrariamente, esta proteina fica mar-
cadamente reduzida ou ausente em linhas celulares e espécimes
clinicas que contém o gene Rb intacto. Ou seja, o marcador p16
ndo é expressado em epitélio normal, células proliferativas e
lesdes inflamatérias.?’3! Os dois mecanismos mais comuns de
inativagdo de p16 sdo a delecdo homozigdtica ou a hipermetila-
¢iio do gene.3!

DISCUSSAO

Nas lesdes intra-epiteliais e no cancer de colo a altera¢do no
p16 pode ter um papel primordial no desenvolvimento do tumor.
Assim, a expressdo do p16 torna-se um possivel marcador para a
diferenciacdo de lesdes neopldsicas daquelas reativas ou hiper-
plasicas na cérvix.3132 Desde que a expressdo do p16™NK42 ¢ con-
trolada por pRb funcional, que esta ligado a oncoproteina do E7
do HPV, a sobre-expressio de p16'NK42 pode representar um
excelente biomarcador para células com expressdo ativa de onco-
genes de HPV 3133

Estudos sugerem um valor preditivo positivo de 88,7% do
p16!NK4a para a positividade do HPV.3* Outros trabalhos experi-
mentais demonstraram a ndo sobre-expressdo do pl6 em linha-
gens celulares de canceres cervicais, como também marcado
aumento da expressdo do pl6 em células ectocervicais humanas
imortalizadas pelo HPV 16 e 18. Sugerindo assim, que a inativa-
¢do da cascata regulatéria pl6/ciclina D1/CDK4/pRb pelo HPV
ocorre durante o passo de imortalizacdo precoce na carcinoge-
nese cervical, mas nio durante a fase tardia de transformagao, o
que morfologicamente se traduziria como méxima expressdo no
carcinoma in situ, com uma redugio no carcinoma invasor3!.

Klaes et al.® comparando diagnésticos histolégicos de bidp-
sias cervicais entre experientes patologistas observaram uma dis-
cordancia diagnéstica para lesdes tipo NIC 1 e NIC 2 e o uso de
reacio imunoistoquimica para o p16™NK42 reduziu esta discordan-
cia. O uso do marcador mostrou um valor preditivo positivo de
100% para as lesdes intra-epiteliais escamosas de alto grau e de
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Tabela 1 — Marcadores imunoistoquimicos mais estudados para gravidade e prognéstico das lesdes epiteliais escamosas do colo de ttero.

Marcador Mecanismo

Utilidade

Ki-67 (MIB -1)!0-33 Alteracdo do ciclo celular
P531 1,18

p53 via E6-HPV
p16INK420,11,12,15,18,19, 22, 31, 34, 36

Ciclina E33 Alteracdo do ciclo celular

Mutacdo ou degradacdo do gene

Mutagao (dele¢do homozigética ou
metilagdo) do gene Rb via E7-HPV

Positividade identifica atividade proliferativa
Sugere progndstico
Positividade sugere progndstico

Positividade identifica lesdo intra-epitelial escamosa
de alto grau Sugere prognéstico

Dados experimentais indicam a direta relagdo com
indice de ciclo celular

88% para as lesdes de baixo grau. Dentre os casos de lesdes de
baixo grau, havia dois grupos. O primeiro, composto por lesdes
que simplesmente refletiam infec¢des agudas por HPV, ou seja,
aquelas, com infec¢do em curso e replicagdo viral, mas com
expressdo de HPV de alto risco restrita nas células epiteliais dife-
renciadas (p16™K42 negativo nas camadas basal e parabasal). E
um segundo, com expressdo de oncogene do HPV de alto risco
desregulada (p16™K42) positivo nas camadas basal e parabasal).
Assim, parece que a progressio para lesdes de mais alto grau pre-
ferencialmente ocorreria naqueles casos que possuem expressiao
de oncogene de HPV de alto risco ativado no compartimento
basal do epitélio.” Achados de Kalof et al.,3> Volgareva et al.3¢ e
Branca et al.'® também observaram uma positividade evolutiva
para o marcador, embora com uma certa heterogeneidade nos
resultados da marcacé@o nos casos de neoplasia intra-epitelial cer-
vical e carcinoma escamoso. Tsuda et al.l7 observaram que
41,3% dos canceres invasivos do colo do ttero expressavam
p16™K4 contra 14,3% das lesdes intra-epiteliais escamosas, per-
mitindo-lhes concluir que hd um aumento de anormalidades da
via do Rb (assim, como do p53) com a progressdo de lesdo intra-
epitelial para carcinoma.

CONCLUSAO

Considera-se que do universo de mulheres infectadas pelo
HPV, uma grande maioria obtera eliminagdo do virus e apenas
uma pequena parte deverd ser portadora de lesdes com potencial
evolucido para invasdo. O estudo de fendmenos da interacgdo entre
o HPV e a célula hospedeira tem levado a identificagdo de mar-
cadores com possivel associagdo com um maior risco evolutivo,
tais como o MIB-1 e o p53.“*12’17 No entanto, os achados nio
permitem considerd-los de grande utilidade na pratica didria.

O p16!NK4 devido a sua expressdo mais claramente asso-
ciada ao mecanismo transformante viral parece que tende a ser
um marcador a entrar na prética clinica no auxilio diagndstico de
lesdes intra-epiteliais escamosas de alto grau, por vezes morfolo-
gicamente dificeis de serem diferenciadas de quadros reparativos
intensos e de lesdes de menor grau com importantes alteracdes
reativas, bem como em uma provéavel identifica¢@o de lesdes com
maior potencial evolutivo para a invasio.2111232 A sua correla-
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¢do aqui descrita com a oncogénese do carcinoma cervical deve
permitir melhores estudos sobre o seu papel e importancia no
processo evolutivo do cancer de colo e correlagdes com o efeito
citopatico do HPV.
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