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RESUMO

A infecgdo persistente por papilomavirus humano (HPV) ¢ o principal fator de risco para o cancer do colo uterino e de suas lesdes pre-
cursoras. Programas de triagem que utilizam a citologia oncdtica (exame de Papanicolaou) levaram a uma diminuigdo significativa na
incidéncia deste tipo tumoral, apesar de suas limitagdes na detec¢do de atipias leves e adenocarcinomas. Em vista disso, a identificagdo
de novos biomarcadores que permitam monitorar eventos moleculares associados a progressdo tumoral em amostras histologicas ou
citologicas, podera melhorar a detecg¢do de lesdes com maior risco de progredirem. A simples detec¢do do DNA de HPV como principal
pardmetro na triagem do cancer do colo uterino e de suas lesdes precursoras ¢ ainda um ponto controverso por ter um valor preditivo
positivo baixo. Por outro lado, o desenvolvimento de tecnologias que detectem e quantifiquem os transcritos dos oncogenes virais E6 e
E7, estdo sendo consideradas para a avaliagdo precisa da atividade oncogénica viral associada a progressdo tumoral. Além disso, ana-
lises detalhadas das interagdes das oncoproteinas de HPV e seus alvos celulares permitirdo definir possiveis novos biomarcadores. Um
dos principais exemplos € o aumento da expressdo da proteina inibitoria das quinases dependentes de ciclina p16™* promovida pela
presenga de E7. Diversos estudos utilizam o aumento da expressdo da proteina pl6"™ para identificar células displasicas em amostras
histologicas e esfregacos cervicais. Esta revisdo foca algumas das principais linhas de pesquisa na identificagdo de biomarcadores e sua
possivel utilizagdo na triagem do cancer cervical e de suas lesdes precursoras.
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ABSTRACT

Persistent infection with oncogenic human papillomavirus (HPV) is the main risk factor for cervical cancer and its precursor lesions. Cyto-
logical screening programs using the Pap test have led to a substantial reduction in the incidence of cervical cancer despite its limitation
in detecting minor atypias and adenocarcinomas. Therefore, the identification of new biomarkers that allow the monitoring of molecular
events associated to tumor progression in histological or citological specimens may improve the detection of lesions with higher risk of
progression. HPV DNA detection as a primary screening parameter has been controversially discussed due to its very low predictive value.
On the other hand, the development of new technologies for the determination of high risk HPV activity by detecting E6 and E7 transcripts
has the potential to more accurately evaluate tumor progression. Moreover, the detailed analysis of HPV oncoproteins and cellular targets
will allow the definition of new possible biomarkers. One of the best examples is the up-regulation of the cyclin dependent kinase inhibitor
pl6 4 expression by E7. Several studies use pl16™* overexpression to identify dysplastic cells in histological samples and cytological
smears. This review focuses on biomarkers studies and their possible role in screening cervical cancer and precursor lesions.
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INTRODUCAO

Determinar o risco de desenvolvimento e o prognéstico, bem
como o sucesso do tratamento em resposta a uma determinada
medicacdo e/ou procedimento, constituem a principal razdo para
a identificacdo de marcadores biologicos ou biomarcadores.
Nesse sentido, um dos exemplos classicos diz respeito ao prog-
noéstico das neoplasias malignas, cuja identificagdo se tornou um
dos maiores desafios da medicina moderna. A principal estratégia
na prevencdo e no controle deste tipo de doenga ¢ sua detecgdo
precoce, permitindo que intervengdes e terapias efetivas possam
contribuir para a redugdo da mortalidade e morbidade por cancer.

Os biomarcadores tumorais sdo indicadores do estado fisiolo-
gico ¢ de alteragdes que ocorrem durante o processo neoplasico.
A expressdo destes marcadores pode refletir diversos processos
em andamento nas células tumorais, tais como hiperproliferagéo,
alteracdo de padrdes de expressdo génica, hiperplasia, genotoxi-
cidade, inflamag¢do e altera¢des enzimaticas relacionadas com o
desenvolvimento tumoral, entre outros. Um biomarcador tumoral
ideal possui relagdo direta com o processo maligno, correlacio-
na-se com a massa tumoral, permite a caracterizagdo do tipo de
tumor, a localizagdo, o estadiamento do tumor, bem como forne-
ce uma avalia¢do progndstica do tumor em questdo’.
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Ao longo das ultimas duas décadas, diversos estudos epide-
mioldgicos e laboratoriais t€m demonstrado que o carcinoma do
colo uterino ¢ uma doenga complexa com multiplos determinan-
tes ambientais e genéticos. As infecgdes genitais, especialmente
as associadas ao papilomavirus humano (HPV) de alto risco, e
o comprometimento da resposta imune celular sdo fatores dire-
tamente envolvidos no processo de transformagdo maligna®. O
carcinoma do colo uterino apresenta-se como a segunda neo-
plasia mais prevalente dentre a populagdo feminina mundial e é
responsavel por cerca de 250.000 mortes a cada ano no mundo.
No Brasil, esta neoplasia situa-se como a terceira mais comum
dentre a populagdo feminina, apenas suplantada pelo céncer de
pele (ndo melanoma) e o cancer de mama, sendo a quarta causa
de morte feminina por cancer’. O desenvolvimento do cancer do
colo uterino esta diretamente relacionado a infecgéo persistente
pelo HPV*. Estimativas mundiais indicam que aproximadamente
20% de individuos normais estdo infectados com HPV e que a
cada ano surgem em torno de 500.000 casos novos de cancer de
colo uterino, dos quais em torno de 70% ocorrem em paises sub-
desenvolvidos ou em desenvolvimento. Além disso, acredita-se
que nestas regides ocorram de 10 a 20 vezes mais lesdes precur-
soras deste tipo tumoral, o que significa um numero elevado de
individuos acometidos por esta doenga’.

Atualmente, existem dois tipos de vacinas profilaticas. A vaci-
na bivalente previne a infec¢do e doengas causadas pelos HPV 16
e 18, enquanto a tetravalente protege contra os HPV 6, 11, 16 e
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18. A utilizagdo destas vacinas prevé uma reducdo significativa
na mortalidade e na morbidade associadas as infec¢des por HPV,
que afetam centenas de milhdes de individuos a cada ano em todo
o mundo®’. Apesar da alta eficicia comprovada destas vacinas e
de sua promissora utilizagdo, vale a pena ressaltar suas limita-
cdes. Estas vacinas ndo protegem contra todos os tipos de HPV
e ndo tratam lesdes preexistentes HPV positivas. Além disso, a
duragdo de seu efeito protetor ainda ndo esta estabelecida, devido
ao fato de os estudos ainda estarem em andamento. A durabilida-
de do efeito destas vacinas foi avaliada por apenas 5 anos para a
vacina quadrivalente'® e por 6 anos e meio para a vacina bivalen-
te”!. Atualmente, diversos grupos em todo o mundo tém testado
estratégias para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra
o HPV, uma vez que as vacinas profilaticas ndo tém efeito na eli-
minacdo de lesdes e tumores do colo uterino associados ao HPV.
O objetivo destes estudos ¢ a quebra da tolerancia estabelecida
por proteinas virais e promover resposta imune celular contra
antigenos de HPYV, principalmente as proteinas E6 e E7. Existem
estudos clinicos em andamento com vacinas desenvolvidas contra
peptideos de E6 ¢ E7 de HPV 16, mas nenhum deles tem resulta-
dos definitivos. Resultados preliminares mostram o surgimento
de populagdes de linfocitos CD4 e CDS responsivos aos antige-
nos virais E6 ¢ E7 e que tém capacidade de produgio de INF-a!2.
Pelo exposto, a identificagdo e a utilizagdo de ferramentas que
possam complementar tanto o diagndstico como o rastreamento
das lesdes precursoras do cancer do colo uterino ¢ ainda de suma
importancia. Uma vez que a grande maioria das lesdes precurso-
ras do cancer do colo uterino regride espontanecamente, a identi-
ficacdo de lesdes que realmente necessitam ser tratadas evitaria
a utilizagdo de tratamentos agressivos desnecessarios, enquanto
as lesdes com maior chance de progredirem seriam passiveis de
tratamento antes do desenvolvimento de um céncer invasivo'>!.

TESTES VIGENTES NO RASTREAMENTO DE
LESOES DO COLO UTERINO

Exame de Papanicolaou (citologia oncética)

O exame de citologia oncoética (Papanicolaou) ainda cons-
titui o principal método utilizado para a detec¢do do cancer do
colo uterino e de suas lesdes precursoras. Esta técnica, descrita
por George Papanicolaou, em 1941, consiste na avaliagdo mor-
fologica das células de esfregacos obtidos da superficie do colo
uterino. Diversos critérios sdo utilizados para a avaliagdo do grau
de alteracdo das células, entre eles, relacdo nucleo/citoplasma,
formato nuclear, intensidade de marcagdo nuclear e arquitetura
da cromatina. Atualmente, a classificagdo de Bethesda é uma
das mais utilizadas para o diagndstico citoldgico das amostras
provenientes do colo uterino e categoriza as células anormais em
lesdes intraepiteliais de baixo grau (L-SIL) e lesdes intraepiteliais
de alto grau (H-SIL)". As lesdes de baixo grau representam, na
sua grande maioria, modificagdes morfoldgicas associadas a
replicacdo ativa do HPV (por exemplo, a coilocitose), enquanto
as lesdes de alto grau indicam a transformagio celular, caracte-
rizada principalmente por alteragdes nucleares. Amplos estudos
epidemioldgicos t€ém demonstrado um grande impacto na redu-
cdo das taxas de incidéncia do céncer do colo uterino e de suas
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lesdes precursoras, quando utilizada esta metodologia para o ras-
treamento desta doenga’.

Apesar de sua grande especificidade, esta metodologia possui
sensibilidade limitada na detec¢@o de lesdes precursoras do colo
uterino, fato atribuivel a variacdo da interpretacdo deste méto-
do. Este método apresenta uma variabilidade de 34 a 94% na
deteccdo de lesdes de alto grau, além de ndo ser determinante na
classificagdo das amostras atipicas definidas como “células esca-
mosas atipicas de significAncia ndo determinada” (ASCUS)'. A
repeticdo deste tipo de exame se faz necessaria para compensar
sua baixa sensibilidade. Esta tem sido uma opgdo utilizada na
clinica e que permite rastrear com maior seguranga mulheres que
porventura apresentem alguma alteragdo no colo uterino. Vale a
pena ressaltar que este tipo de teste possui baixo custo relativo,
mas a necessidade de repetigdes frequentes influencia na elegibi-
lidade deste método para rastreamento desse tipo de lesdo!”.

Desta forma, existem controvérsias na literatura quanto a
utiliza¢@o deste exame como triagem Unica na deteccéo de lesdes
precursoras do cancer do colo uterino, principalmente na detec-
¢do de adenocarcinomas e de suas lesdes precursoras, em que
este teste ndo se mostrou suficientemente sensivel. Entretanto,
quando bem realizado, o que inclui coleta, processamento e lei-
tura das laminas, este exame ainda ¢ de fundamental importancia
no rastreamento do cancer do colo uterino e de suas lesdes pre-
cursoras!s2!,

Positividade para HPV

O estabelecimento do HPV como agente etiologico do cancer
do colo uterino promoveu, nas duas ultimas décadas, o desen-
volvimento de diversas metodologias utilizadas para sua detec-
¢do. Desta forma, além do teste de Papanicolaou, a detecgdo da
presenca do HPV ¢ atualmente utilizada na triagem de lesdes do
colo uterino em paises como a Holanda. A pesquisa do DNA de
HPV ¢ considerada altamente eficaz na deteccio de lesdes de alto
grau, uma vez que a grande maioria destas ¢ positiva para HPV
de alto risco. Além disso, este tipo de teste pode ser realizado
concomitantemente ao exame de Papanicolaou e pode auxiliar
na determinag¢do do diagnoéstico e tratamento de lesdes precurso-
ras de baixo grau que ndo apresentaram alteragdes evidentes na
avaliacdo citologica. Finalmente, este método pode ser utilizado
no acompanhamento de possiveis recidivas apos o tratamento de
lesbes precursoras de alto grau e do céncer do colo uterino?.
Caracteristicas epidemiologicas da infec¢do por HPV geram con-
trovérsias sobre a utilizagdo deste tipo de triagem. Devido a alta
prevaléncia de infecgdes assintomaticas, a mera detec¢do do HPV
de alto risco tem um baixo valor preditivo positivo para a presen-
¢a da displasia do colo uterino, uma vez que as taxas de preva-
1éncia para este tipo viral em mulheres sem lesdes variam de 20 a
40%?*. Por outro lado, como a persisténcia da infecgdo por HPV
de alto risco e o cancer do colo uterino estdo diretamente relacio-
nados, os testes negativos para a presenga viral conferem um alto
valor preditivo negativo para o desenvolvimento desta doenga.
Desta forma, testes negativos para a presenca de HPV de alto
risco tornam-se de suma importancia para a triagem de mulheres
que apresentam esfregaco do colo uterino alterado®.
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Tecnologias que permitam detectar e quantificar os trans-
critos dos oncogenes virais E6 e E7 s@o estratégias atuais que
visam avaliar a atividade oncogénica viral. Os principais eventos
que provocam a transformag@o do epitélio do colo uterino sdo
desencadeados pela expressdo desregulada dos oncogenes virais
E6 ¢ E7 dos HPV de alto risco nas células replicativas basais e
parabasais do epitélio infectado. Diversos estudos revelam um
padrdo complexo de interagdes das oncoproteinas E6 ¢ E7, com
proteinas celulares envolvidas no controle de ciclo celular, apop-
tose, diferenciag@o epitelial e homeostase/estabilidade cromos-
sOmicas, confirmando o papel do HPV na carcinogénese viral®®.
Em vista disso, a detecgdo do RNA de HPV de alto risco é consi-
derada atualmente um dos principais fatores de risco na triagem
de lesdes de alto grau com maior chance de progredirem para o
cancer do colo uterino. Vale a pena citar que a grande maioria
das infec¢des promovidas por este virus é eliminada em aproxi-
madamente 1 ano, e que apenas uma baixa porcentagem destas
persiste, induzindo lesdes displasicas que podem progredir para
o cancer. O DNA viral pode ser detectado desde lesdes benignas,
como por exemplo, o condiloma acuminado, até lesdes malignas.
Por este motivo, a pesquisa dos transcritos E6 ¢ E7 de HPV de
alto risco aumentaria a especificidade e sensibilidade destes tes-
tes na triagem de lesdes com maior chance de progredirem, quan-
do comparada a simples detec¢do de DNA de HPV?7,

IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES
ASSOCIADOS A EXPRESSAO
DESREGULADA DOS ONCOGENES DE HPV

A detecgdo de alteragdes celulares originadas pela expres-
sdo desregulada das oncoproteinas virais pode vir a caracterizar
marcadores de progressdo tumoral e contribuir, desta forma, para
a identificagdo de populagdes celulares com maior risco de pro-
gredirem para o cancer do colo uterino. A identificagdo e o esta-
belecimento do padrio de alteragdo destes fatores poderdo definir
marcadores com alto poder preditivo positivo. A utilizagdo destes
marcadores complementara o resultado de outros exames de
triagem na identificagdo de lesdes com maior risco de progres-
sdo maligna®’. As principais linhas de investigagdo associadas
aos aspectos anteriormente mencionados focam, sobretudo, a
identificacdo de proteinas celulares/teciduais ou circulantes, cuja
expressdo se encontre alterada em resposta a expressdo das onco-
proteinas virais; a pesquisa de alteracdes no padrdo de metilagdo
de diversos genes celulares que poderdo predizer eficientemente
a iniciagdo neoplasica; as modificagdes nos cromossomos e/ou
genoma viral em regides distintas ¢ reconhecidamente modifica-
das pelo evento da integracdo viral; a identificagdo de polimor-
fismos de genes associados a um melhor progndstico. A seguir,
serdo discutidos os avangos recentes sobre a identificacdo de
potenciais biomarcadores associados ao cancer do colo uterino e
a sua possivel utilizacdo na triagem desta doenca.

Avalia¢io dos niveis de proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular

A infecg¢@o pelo HPV promove a replicagdo desregulada do
genoma hospedeiro e, desta forma, diversas proteinas envolvi-

das no controle do ciclo celular tém seus niveis aumentados ou
diminuidos. Assim, diversos estudos visam a analise dos niveis
de proteinas relacionadas com este evento. Entre elas, os princi-
pais exemplos descritos na literatura sdo p53, pl16™&4 MCM2-7,
EGFR, ciclina D, ciclina E, p21WAF! p27XIP1 “entre outras'®?2%, O
maior numero de estudos encontrados na literatura foca a avalia-
¢do dos niveis da proteina p16™&4 em amostras do colo uterino,
tanto em cortes histologicos quanto em amostras derivadas de
esfregagos cervicais. Sabe-se que as proteinas E6 ¢ E7 de HPV
promovem a degradagdo das proteinas supressoras de tumor p53
e pRb celulares, respectivamente. Esta interferéncia ativa um
processo de retroalimentagdo negativo que resulta na expressdo
exacerbada da proteina inibitéria dos complexos de quinases
dependentes de ciclina, p16™K4229,

Diversos estudos descrevem o aumento da expressdo desta
proteina em lesdes de alto grau e cancer do colo uterino em
cerca de 100% das amostras analisadas, de forma contraria ao
observado no epitélio normal da mucosa do colo uterino, onde
p16™K4 praticamente ndo ¢ detectada. Aproximadamente 60%
das lesdes intraepiteliais de baixo grau sdo fortemente positivas
para pl6™K4 (células proliferativas da camada basal e/ou para-
basal), enquanto as 40% restantes ndo apresentam niveis detec-
taveis desta proteina, apesar de serem positivas para o DNA de
HPV e apresentarem caracteristicas morfoldgicas associadas a
infec¢do (coilocitose, entre outros). Esta observagdo sugere que
apenas uma parte das lesdes de baixo grau infectadas por HPV
apresenta a expressdo desregulada das oncoproteinas virais nas
células basais e parabasais, enquanto nas lesdes negativas para
pl6™k4a g expressdo destas oncoproteinas seria muito baixa
ou até mesmo nula neste tipo celular. Desta forma, as lesdes de
baixo grau que ndo apresentassem niveis elevados de pl6™k
nas células da camada basal e/ou suprabasal teriam menor chan-
ce de progredirem para lesdes de alto grau ou cédncer. Vale a
pena ressaltar que niveis elevados de p16™&% estdo associados
a lesdes infectadas por HPV de alto risco. O mesmo efeito ndo
¢é observado nas lesdes positivas para HPV de baixo risco’®. A
analise desta proteina em amostras originadas de esfregacos do
colo uterino mostrou um aumento de expressdo de pl6™K4% em
98% das amostras derivadas de lesdes de alto grau. Desta forma,
além da pesquisa desta proteina em bidpsias do colo uterino, sua
pesquisa em esfregacos poderia ser uma opg¢@o na triagem pri-
maria de lesdes do colo uterino cuja classificagdo ndo tenha sido
determinada através de citologia oncotica?®3?. Diversos estudos
prospectivos estdo em andamento para confirmar uma possivel
utilizagdo da proteina p16™&4 no rastreamento inicial do cancer
do colo uterino e de suas lesdes precursoras.

MARCADORES DE INSTABILIDADE
CROMOSSOMICA

Aneuploidia do DNA hospedeiro

Alguns estudos mostram que a desregulacdo da expressdo
dos oncogenes virais promove instabilidade gendmica nas células
hospedeiras. A principal caracteristica observada ¢ a presenca de
aneuploidia, ou seja, alteracdo do numero de cromossomos pre-
sentes nas células. Consequentemente, a aneuploidia caracterizaria
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lesdes HPV positivas, incluindo desta forma as lesdes precursoras
e o cancer. Alguns estudos indicam que a presen¢a de aneuploidia
precede a integracdo viral no genoma do hospedeiro em lesdes
displasicas avangadas, inferindo que a integragdo viral seria uma
consequéncia e néo a causa da instabilidade cromossémica®*-¢,

Integracio do HPV

Acredita-se que 0 DNA do HPV se integre aleatoriamente no
genoma hospedeiro durante o processo de reparo que ¢ desen-
cadeado apos o surgimento de quebras na dupla fita de DNA do
genoma celular. A integragdo viral seria um indicador de insta-
bilidade genomica durante o processo de transformagdo celular,
uma vez que 80 a 90% das amostras originadas de cancer cervi-
cal apresentam DNA de HPV integrado®’. Diversas metodologias
sdo descritas e utilizadas para a deteccdo da integracdo do DNA
de HPV no genoma viral, como por exemplo a técnica de PCR
em tempo real, que permite obter uma razao entre os niveis dos
genes E2 (frequentemente interrompido na integracdo viral) e E6/
E7 de HPV. Quando n#o integrado, o genoma viral apresentaria
uma razdo de 1:1 entre os genes E2 e E6/E7 e na integracdo do
genoma viral ocorreria uma diminui¢do na detec¢do do gene E238,
Contudo, uma porcentagem significativa de lesdes de baixo grau
e de alto grau apresenta copias do HPV em sua forma epissomal,
além de cdpias integradas. Este aspecto interfere na quantificagdo
direta do niimero de copias virais integradas. Além disso, alguns
estudos avaliam o sitio de integra¢do do HPV no genoma viral.
Esta metodologia poderia ser valida no acompanhamento de
mulheres ap6s tratamento prévio, uma vez que o sitio de integra-
¢do identificado poderia ser utilizado como um marcador tumoral
em uma possivel reicidiva®.

AVALIACAO DE POLIMORFISMOS E
EVENTOS EPIGENETICOS

Polimorfismo no gene p53

Na ultima década, diversos estudos associaram a presenca
de polimorfismos no cédon 72 do gene p53 a um melhor ou pior
progndstico em pacientes com carcinomas epidermoides do colo
uterino. Dados apontaram que a proteina p53 contendo o amino-
acido arginina na posi¢do 72 é mais suscetivel a degradagdo pro-
movida por E6 do que a proteina contendo o aminoacido prolina
nesta mesma posi¢do. Além disso, este mesmo estudo verificou
que pacientes homozigotos para arginina tinham maior risco de
desenvolver uma lesdo maligna associada ao HPV, quando compa-
rados aos portadores heterozigotos e homozigotos para prolina®*#!,
Esses dados, entretanto, sdo alvo de grande controvérsia, uma vez
que as observagdes realizadas por diversos estudos sdo contradi-
torias*>44.

Avaliac¢iio de eventos epigenéticos_

A metilag@o ¢ o principal fendmeno epigenético pelo qual um
gene ¢ silenciado, sendo um importante meio de regulagdo da
expressdo génica. Este processo ocorre através da adi¢do de um
radical metila, ligado covalentemente as citosinas presentes na
estrutura do DNA. Locais particularmente suscetiveis ao efeito
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da metilag@o sdo os dinucleotideos CpG, que contém as bases
citosina e guanina adjacentes. A maioria desses dinucleotideos
localiza-se em pequenas regides, denominadas ilhas CpG, que
em células normais se encontram desmetiladas. Estas regides
geralmente sdo encontradas nas sequéncias regulatorias presentes
na extremidade 5’ de cada gene, onde se localizam os promotores
génicos. A metilagdo destas regides interrompe a transcricdo dos
genes através do silenciamento de seus promotores.

Além disso, este evento também pode ser observado na estru-
tura das histonas (proteinas associadas as moléculas de DNA e
que determinam o grau de compactagdo da cromatina). Uma vez
adicionado o radical metila nas citosinas, ocorre a desacetilacdo
das histonas, tornando a cromatina mais condensada e, portanto
inacessivel a maquinaria de transcri¢do. Outra fun¢do normal
desse tipo de alterag@o epigenética é a protecdo do genoma do
hospedeiro frente a sequéncias de DNA pertencentes a outros
organismos, como por exemplo o DNA de origem viral, que
podem ser inativadas através da adi¢@o de radicais metila.

Por outro lado, existem algumas situagdes em que a metilagdo
contribui para processos patogénicos, dentre eles o mais ampla-
mente estudado é o cancer. Atualmente, considera-se que a hiper-
metilagdo de determinadas regides do DNA ¢ um fator diretamente
relacionado com a formac@o tumoral. Este evento pode interferir de
diversas formas no processo de carcinogénese. Um dos principais
exemplos € a metilacdo de regides promotoras de genes supresso-
res de tumor. A principal fungdo das proteinas originadas dos genes
supressores de tumor € o controle da proliferacdo celular. Desta
forma, a perda deste tipo de regulag@o esta diretamente relacionada
aos processos neoplasicos. A hipermetilagdo da regido 5’ do gene
que codifica para a proteina do retinoblastoma (pRB) ¢ um dos
principais exemplos descritos na literatura sobre o silenciamento
de um gene supressor de tumor e o processo de carcinogénese.
Ainda ndo estdo bem definidos os fatores que levam a metilagdo de
alguns genes apenas em determinados tipos celulares. Sabe-se que
células senescentes e/ou que sofreram acdo de fatores ambientais,
tais como radiagdo, fumo, exposi¢do a determinados virus, entre
outros aspectos, apresentam maior incidéncia de hipermetilagio
em genes associados ao processo neoplasico®.

Em tumores do colo uterino, a metilagdo de diversos genes ¢é
descrita. Os principais exemplos sdo DcR1/DcR2, hTERT, p73,
pl6, PTEN, E-caderina, APC, MGMT, FANCE, BRACI, hMLH1,
RASSF14, DAPK, TSLCI, FHIT, HICI, RARP, TIMP2/TIMP3,
CAV-1, Era, entre outros. Os resultados destes estudos ndo deter-
minam um padréo estabelecido de metilagdo em um amplo grupo
de amostras, mas prometem contribuir no prognostico de tumores
do colo uterino?s4.

ALTERACOES NA EXPRESSAO GENICA

Existem diversos estudos na literatura que visaram identificar
genes diferencialmente expressos entre linhagens imortalizadas/
transformadas com HPV ou amostras do colo uterino, utilizando a
técnica de cDNA microarray. Entre eles, foram comparadas linha-
gens tumorigénicas e ndo tumorigénicas HPV16 positivas, com a
identificacdo de 49 genes diferencialmente expressos, como por
exemplo o gene C4.8, cuja proteina esta associada a proliferagdo
celular e sua expressdo encontra-se aumentada em lesdes de alto
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grau*’#%, Outros estudos visaram compor assinaturas génicas capa-
zes de diferenciar um tecido normal do colo uterino de canceres
de diferentes estadios. Além disso, através destas assinaturas os
autores puderam diferenciar carcinomas do colo uterino nos esta-
dios Ib e IIb, além de predizer sua resposta a radioterapia®. Um
estudo comparando o perfil de expressdo génica entre carcinomas
cervicais e queratinocitos normais identificou mais de 500 genes
diferencialmente expressos, entre eles alguns biomarcadores ja
descritos em estudos da transformagdo mediada por HPV, como
CDKN2A/ pl6™K4a topoisomerase 2A, entre outros possiveis
biomarcadores®. Por fim, um estudo identificou como diferen-
cialmente expressos os transcritos da calicreina 7 e da superdxido
dismutase 2, quando comparadas linhagens imortalizadas com
HPV16 e HPV18 a culturas primarias de queratinocitos normais®'.

ALTERACAO DA EXPRESSAO DE
PROTEINAS SERICAS

Marcadores circulantes identificados através da
técnica SELDI

Estudos recentes utilizaram uma abordagem baseada nos es-
tudos de protedmica, denominada SELDI (surface enhanced la-
ser desorption and ionization mass spectrometry), para identificar
biomarcadores circulantes em mulheres com cancer cervical. De
fato, essa técnica permite o rastreamento de centenas de proteinas
diferencialmente expressas presentes em fluidos corpéreos como
plasma, saliva, urina, entre outros. Alguns estudos descrevem per-
fis de proteinas plasmaticas capazes de discriminar pacientes com
e sem cancer do colo uterino, com sensibilidade e especificidade
que variam de 87 a 92% e 97 a 100%, respectivamente’>>3. Estes
estudos ainda ndo sdo conclusivos, mas prometem identificar pro-
teinas circulantes diferencialmente expressas quando comparados
soros de mulheres que possuem ou nao o cancer do colo uterino.

Além disso, outros marcadores circulantes foram analizados
para detectar este tipo de cancer, entre eles as proteinas IGF-2,
VEGF-C e o CIFRA3¢ Recentemente, a metilagdo dos genes
CDHI1 e CDH2 foi analisada em amostras séricas®’. Vale ressaltar
que estes marcadores ainda estdo em estudo e necessitam de ava-
liagdes adicionais.

Resposta humoral contra o HPV

A analise de anticorpos circulantes contra os antigenos do HPV
ndo ¢ utilizada como ferramenta na triagem de cancer cervical,
uma vez que ndo existem testes padronizados com esta finalidade.
Contudo, o desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem
uma ampla avalia¢do dos antigenos de HPV abre novas possibi-
lidades para sua utilizagdo, ndo apenas no rastreamento de lesdes
e cancer do colo uterino associados ao HPV, como também no
monitoramento pos-aplicagdo de vacinas profilaticas'>3%>,

Marcadores circulantes adicionais com potencial
utilizacfio na clinica

Na literatura sdo citados apenas trés possiveis marcadores que
podem contribuir na clinica para a complementacio do seguimen-

to da paciente apos o tratamento do céncer cervical®®¢!, Para car-
cinomas epidermoides, o antigeno de carcinomas de células esca-
mosas (SCCA) ¢ o mais indicado. Esta proteina ¢ uma subfragdo
de TA-4, um antigeno associado a tumores e que pertence a fami-
lia dos inibidores de serino-proteases. Na maioria dos estudos,
o SCCA total é mensurado para determinar a conduta clinica,
entretanto sua utilizag@o ainda se encontra repleta de controvér-
sias. Niveis séricos de SCCA foram correlacionados com o estéa-
dio e tamanho tumoral, o tumor residual apos tratamento, doenga
recorrente ou em progressdo e sobrevida em pacientes com car-
cinomas epidermoides. Vale a pena ressaltar que este marcador
ndo ¢ suficientemente sensivel para detectar 100% das lesdes
precursoras e avancgadas do colo uterino. Aproximadamente 60%
das mulheres com lesdes precursoras do colo uterino apresentam
niveis significativos deste marcador. Além disso, niveis elevados
desta proteina sdo detectados em outros tipos tumorais, como por
exemplo, carcinomas epidermoides de cabega e pescoco, esdfago
e pulmio®®. Além deste marcador, o antigeno carcinoembriona-
rio (CEA) e o CA125 tém sido utilizados com cautela em pacien-
tes com adenocarcinomas do colo uterino, mas até o presente
momento ndo existem condutas estabelecidas utilizando estes
marcadores. Vale a pena ressaltar que apesar dos inimeros esfor-
¢os na procura de marcadores circulantes, nenhum deles mostrou
utilidade clinica comparavel ou superior as analises realizadas
diretamente nos esfregacos derivados do colo uterino.

CONCLUSAO

Atualmente, além do teste de Papanicolaou, diversos biomar-
cadores associados ao cancer cervical estdo sendo analisados. Os
dados mais contundentes sdo associados a detecgdo persistente do
genoma de HPV de alto risco. Além disso, tanto o estudo da ex-
pressdo de pl 6™ através de imunoistoquimica, como a avaliagdo
dos transcritos de E6/E7 dos HPV do tipo 16, 18, 31, 33 ¢ 45 em
amostras do colo uterino, tém-se tornado bastante populares en-
tre os citopatologistas e os colposcopistas. Outros biomarcadores
possuem um elevado potencial, mas como ainda nio foram ava-
liados em grandes ensaios clinicos, perdem sua possivel utilizagdo
na pratica clinica. Considerando a rapida evolugdo e o aprimora-
mento de técnicas e estudos que permitem analisar modificagdes
e alteragdes celulares em larga escala, acredita-se que a analise si-
multanea utilizando diversos biomarcadores possa contribuir para
a determinacdo de sua eficiéncia em um futuro proximo.
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