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RESUMO

O envelhecimento ¢ um processo continuo que ocorre em todo organismo
vivo com o passar do tempo. O processo de envelhecimento tem uma base celular
e, portanto, pode ser melhor estudado ao nivel celular. Apds sofrer um
determinado ntimero de divisdes, ocorre na célula um gradual declinio da sua
capacidade de proliferagdo; este fendmeno ¢ conhecido como senescéncia celular.
Alguns estudos sugerem que a senescéncia celular seja um potente, porém,
imperfeito mecanismo de supressao tumoral. Considerando que alguns
supressores tumorais contribuem para o processo de envelhecimento, parece
impossivel aprimorar o mecanismo de supressdo tumoral sem acelerar o
envelhecimento, bem como retardar o envelhecimento sem acelerar ou contribuir
para a formagao de um tumor. O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ capaz de inibir
a atividade de alguns supressores tumorais e levar ao desenvolvimento do cancer
de colo de utero. As displasias cervicais sdo conseqiiéncia de infecgoes
persistentes por HPVs de alto risco. As oncoproteinas E6 ¢ E7 dos HPVs de alto
risco sdo capazes de interagir com uma série de proteinas reguladoras do ciclo
celular como supressor tumoral p53 e pRb, respectivamente. Um exemplo destas
proteinas ¢ a pRb, que ¢ inativada pela proteina E7 do HPV. Complexos
ciclina/quinase dependente de ciclina (CDK) fosforilam a pRb, permitindo que o
ciclo celular avance. A pl6™** & um supressor tumoral que inibe a acdo dos
complexos ciclina/CDK, retardando a progressdao do ciclo celular. O aumento da
expressdo das oncoproteinas virais reflete no aumento da expressdo da pl6™<*
nas células infectadas. Recentes estudos tém revelado que a expressio da p16™~<*
pode vir a ser um marcador de lesdes pré-malignas e malignas em células
epiteliais do colo do utero. Seguindo esta hipotese, a proposta desta dissertacao foi
de verificar a expressdo da pl6™ " por imunohistoquimica em lesdes escamosas
intraepiteliais de baixo grau (LSIL) (n=6), em lesdes escamosas intraepiteliais de
alto grau (HSIL) (n=21) e em cancer (n=27). A expressao da pl16 foi classificada
de acordo com o namero de células que apresentam expressdo da pl6™<** em: (-)
negativa, (+) menos de 5% das células, (++) 5-50% das células e (+++) mais de
50% das células. Nas amostras cervicais HPV positivas foi observada a expressao
da p16™** em 1 de 3 LSIL (33,3%), 18 de 19 HSIL (94,7%) e em todas as 26
amostras de cancer (100%). Somente 6 amostras eram negativas para HPV (3
LSIL, 2 HSIL e 1 cancer), sendo que em apenas um caso de LSIL ndo foi
verificada a expressio da pl6™** Estes resultados mostram que a pl6™~<* ¢
expressa em lesdes precursoras € sua expressdo aumenta gradativamente com o
aumento da gravidade das lesdes (p < 0,01) confirmando que a p16™* poderia
ser utilizada como marcador das lesdes precursoras e do cancer cervical.
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SUMMARY

Aging is a continuous process observed in all living organisms. Once it
has a cellular basis, it is better understood whether studied at cellular
level. An individual cell has a limited life span, after a definite number of
cell divisions its ability to proliferate declines; this phenomenon is known
as cellular senescence. Several lines of evidence suggest that replicative
senescence is a powerful albeit imperfect tumor suppressive mechanism.
If some tumor suppressor genes show antagonistic pleiotropy and
contribute to aging, then it would be impossible to improve tumor
suppressive mechanism without accelerating aging, and to retard aging
without accelerating tumor formation. Human Papillomavirus (HPV) have
the ability to inhibit some tumor suppressor proteins, contributing to the
development of cervical cancer. Cervical dysplasia is induced by
persistent infections with high-risk types of Human Papillomaviruses (HR-
HPV). HPV oncoproteins E6 and E7 interact with and inactivate various
cell cycle regulatory proteins, like tumor suppressor p53 and the
retinoblastoma protein (pRb), respectively. The tumor suppressor p16™<42
is a cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor that decelerates the cell cycle
by inactivating the Cdks that phosphorylate pRB. Increasing expression of
the viral oncogenes in dysplastic cervical cells might thus be reflected by
increased expression of p16'<*2. Recent biological studies have revealed
that p16™“® expression could be a marker for dysplastic and neoplastic
epithelial cells of the cervix. In line with this hypothesis, the proposal of
this study is to verify expression of p16™*? by immunohistochemistry in
low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) (n=6), in high grade
squamous intraepithelial lesions (HSIL) (n=21) and in cancer (n=27).
p16™K*% expression was classified as: (-) negative, (+) less than 5% of
cells, (++) 5 - 50% of the cells and (+++) more than 50% of cells
expressing p16™<*@. In HPV positive cervical samples, p16™<*® expression
was observed in 1 of 3 LSIL (33.3%), in 18 of 19 HSIL (94.7%) and in all
26 cancer cases (100%). Only 6 analyzed samples were negative for
HPV (3 LSIL, 2 HSIL and 1 cancer) and among these only one LSIL
sample was negative for p16™K* expression. These results show that
p16™MK4A is expressed in precursor lesions and its expression increases
with lesion grade (p<0,01). These data support the proposed role for
p16™K* as a molecular marker for cervical dysplastic lesions and cancer.
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INTRODUCAO

O envelhecimento € um processo intrinseco e continuo que ocorre
com o tempo. Todas as alteracdes no processo do envelhecimento tém
uma base celular. As células normais de um organismo vivo tém uma
capacidade limitada de divisdes. Quando a capacidade de proliferar
decresce, considera-se que a célula atingiu um estado de senescéncia.
Para que a célula ndo se torne senescente € necessario uma série de

alteracdes no controle do ciclo celular.

As doencgas neoplasicas sao produtos de alteragdes dos controles
de proliferagcdo e sobrevivéncia celular; caracterizando-se por um
descontrole do crescimento celular. O cancer é o resultado de uma série
de alteragcbes em diferentes mecanismos do controle do ciclo celular,
tornando as células imortais e impedindo o processo normal de

senescéncia.
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O cancer do colo de utero € uma das principais causas de morte de
mulheres em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estudos
demonstraram que 90% das neoplasias intraepiteliais estdo associadas a

infeccao por Papilomavirus Humano (HPV) .

As proteinas E6 e E7 dos HPV 16 e 18 , que sao considerados de
alto risco para o desenvolvimento do céncer, sdo responsaveis pela
imortalizagdo das células. A E6 se liga e sinaliza a degradagdo da
proteina p53, que é ativada quando ha danos no DNA e induz a apoptose.
A proteina E7 se liga a pRB, que controla a proliferagao celular, tornando-

a inativa.

A p16 €& uma proteina que esta envolvida no controle da
proliferacdo celular por ser inibidora dos complexos ciclina — quinase
dependente de ciclina (CDK). Os complexos ciclina/CDK4 ou 6 sao
responsaveis por fosforilar a pRB que leva a progresséo do ciclo celular

6|NK4a

de G1 para S. Sendo assim, a p1 € considerada um supressor

tumoral pois tem a capacidade de inibir a proliferacdo celular. As
alteracbes na expressao da p16'NK4a em presenca das oncoproteinas
virais do HPV estdo relacionadas com o desenvolvimento de cancer
cervical, refletindo um desequilibrio nos processos de controle do ciclo

celular e senescéncia.

Se analisarmos o processo de senescéncia e de desenvolvimento

do cancer ao nivel celular percebemos que sdo processos opostos: certos
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caminhos que atuam de forma positiva na senescéncia atuam
negativamente no desenvolvimento do cancer. Por outro lado,
mecanismos que favorecem o cancer influenciam negativamente o
processo de senescéncia celular. Desta maneira, estudando os niveis de
expressao da proteina p‘|6'NK4a, envolvida no controle do ciclo celular,
seria possivel termos uma idéia de sua importancia no processo de
envelhecimento celular. Além disto, se esta proteina for um marcador de
lesdes precursoras ao cancer, como sugere a literatura, estaremos
contribuindo para uma deteccao precoce destas lesdes, com possibilidade
de tratamento numa fase inicial, que é fundamental para que ocorra a

cura.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 ENVELHECIMENTO CELULAR X CANCER

O envelhecimento bioldégico pode ser definido como uma série de
mudangas cumulativas, progressivas e intrinsecas, funcional e
estruturalmente deletérias, que ocorrem com o tempo e comecam a se
desenvolver no momento em que se atinge a maturidade sexual, levando
finalmente a morte (Arking, 1998). O envelhecimento é um processo
multifatorial composto por componentes ambientais e genéticos. Cada
sistema fisiologico dentro de um organismo, cada tecido de um sistema e
cada tipo celular de um tecido parece ter sua prépria trajetoria de
envelhecimento. Assim, o envelhecimento precisa ser estudado como um
todo e compreendido como a soma destas partes (Cristofalo et al., 1994,

Effros, 2001).

Todas as alteragdes no processo de envelhecimento tém uma base
celular. Assim, o processo de envelhecimento pode ser melhor estudado
na celular, em condicdes ambientais estabelecidas e controladas. As

alteracdes celulares observadas no envelhecimento devem ser encaradas
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como componentes de uma rede hierarquica, dindmica e interativa, cuja
integridade funcional deteriora progressivamente com o tempo (Cristofalo

et al.,1994).

As células somaticas normais de um organismo vivo tém uma
capacidade limitada de divisdes. Células normais, quando colocadas em
meio de cultura em condi¢des ideais, irdo crescer e se dividir até um certo
momento. Apdés um determinado numero de divisées, havera um gradual
declinio na capacidade de proliferagao, que ocorre tanto “in vivo” como “in
vitro”, que é chamada de senescéncia celular. Cada tipo celular apresenta
um certo tempo de vida, que pode ser determinado pelo numero de
divisbes que a célula sofre. Existe uma variacdo significativa na
capacidade proliferativa das células “in vitro”, que depende da idade do
individuo do qual as células derivam (Holland et al.,1997; Albert et

al.,1999).

Durante a formagao do tumor, ocorre uma série de mutagcdes que
permite que a célula ultrapasse o limite de proliferacdo imposto pela
senescéncia celular. Os supressores tumorais p53 e pRb sdo importantes
controladores do ciclo celular, pois impedem que a célula senescente ou
defeituosa continue a se dividir. A maioria das células tumorais
apresentam a p53 e/ou a pRb inativadas (Campisi, 2001). A proteina pRb
€ necessaria para desenvolver o estado senescente da célula pois ela
interage diretamente com fatores de transcrigdo que regulam o avango do

ciclo celular, impedindo que a célula continue a se dividir (Holland et al.,
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1997). A maioria dos tumores, tanto de ocorréncia natural como induzidos
em laboratorio, sdo replicativamente imortais ou apresentam um numero
maior de divisbes em relacdo as células normais. Certos virus, como o
Papilomavirus Humano (HPV), bem como o produto de alguns
oncogenes, atuam sobre o controle do ciclo celular permitindo que as
células se tornem imortais. Tendo como base estas evidéncias, tem sido
proposto que a senescéncia celular seria um potente mecanismo de
supressdo tumoral, porém imperfeito. (Campisi, 2001; Holland et

al.,1997).

Fatores enddgenos, como disfuncao da telomerase e estresse
oxidativo, ou fatores exdgenos, como estresse oxidativo, radiagcéo vy e luz
ultravioleta (UV), podem acumular danos no DNA. Estes danos no DNA
ativam as vias de controle do ciclo celular mediadas pelos supressores
tumorais p53 e p16-pRb que encaminham a célula a apoptose ou a
senescéncia celular. Se o dano ocorrer nas células progenitoras e alterar
a homeostasia do tecido, podera contribuir para o processo de
envelhecimento. No entanto, se estas mutacées no DNA levarem a
inativagdo dos supressores tumorais, podera surgir o cancer (Figural).
Portanto, a inibicdo do processo de senescéncia em células progenitoras

pode contribuir para a formagao do cancer (Pelicci, 2004).

Visto que alguns genes supressores tumorais também contribuem
para o processo de envelhecimento, parece impossivel aprimorar o

mecanismo de supressao tumoral sem acelerar o envelhecimento, assim
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como retardar o envelhecimento sem acelerar ou contribuir para a

formacgao do tumor (Pelicci, 2004; Bringold et al., 2000).

X-rays

uv

Oxidative

i oss Others

Telomere
d;sruncthun L \ﬁ.\ Cuoatve

[ DNA damage

ﬁm

| Checkpoint activation |

Cancer

during life

Figura 1: Causas e consequéncias de danos no DNA. (Pelicci, 2004)

Células infectadas pelo HPV, principalmente os tipos de alto risco,
sofrem uma alteracdo no mecanismo de controle do ciclo celular, pois
proteinas sintetizadas pelo virus inativam os supressores tumorais p53 e
pRb, alterando o processo de senescéncia celular e favorecendo a

formacao do tumor (Holland et al.,1997).
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1.2. CANCER DE COLO DE UTERO

O cancer de colo de utero é a segunda maior causa de morte por
cancer em mulheres em todo o mundo com 288.000 mortes por ano
(WHO, 2003). Sua frequéncia mundial esta estimada em 510.000 casos
novos por ano, sendo que 45 a 50% das mulheres afetadas irdo a oébito,
mesmo que tenham um tratamento adequado devido, principalmente, a
falta de prevencédo e a demora no diagnostico. Perto de 80% dos casos
ocorrem em paises em desenvolvimento: 68.000 na Africa, 77.000 na
América latina e 245.000 na Asia. E o cancer mais comum no sexo
feminino na América Central, América do Sul e na Africa (Lagunas, 2001;

WHO, 2003; WHO, 1995).

As taxas brasileiras de incidéncia estdo entre as mais elevadas do
mundo. De acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e mortalidade
por cancer do Instituto Nacional de Céncer (INCA), o cancer de colo do
utero foi responsavel pela morte de 3.879 mulheres no Brasil em 1999.
Para 2002, as estimativas sobre incidéncia e mortalidade por cancer eram
4.005 novos obitos. As diferengas regionais sao de extrema importancia,
sendo possivel observa-las e relaciona-las a qualidade diagndstica e
condi¢des socio-econdmicas. Existe uma discrepancia entre a populacao
urbana e a rural, sendo que as taxas nas cidades chegam a ser duas

vezes maiores que no campo (INCA, 1995; INCA, 2004).
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Em algumas regides geograficas, como no nordeste brasileiro, a
incidéncia do cancer de colo de utero esta entre as mais altas do mundo
(Villa, 2003), estimando-se que em torno de 40.000 mulheres por ano
desenvolverdao esta neoplasia no Brasil. Em geral, a incidéncia desta
neoplasia esta em declinio na maioria dos paises que possuem um
sistema adequado de rastreamento da doenca baseado sobre tudo na

citologia de Papanicolaou (Villa, 2003; Koss et al., 1997).

O cancer de colo uterino é considerado uma neoplasia que pode
ser prevenida, uma vez que estes tumores tém uma progressao
relativamente lenta e existe uma forma simples e relativamente eficiente
de deteccao das lesdes precursoras. Foi demonstrado que o cancer de
colo invasivo é precedido por uma série de modificagdes do epitélio
original, que constituem as lesdes pré-cancerosas denominadas
neoplasia intraepitelial cervical (CIN, do inglés cervical intraepithelial
neoplasia) ou, a mais recente denominagdo, lesdes intraepiteliais
escamosas (SIL, do inglés squamous intraepithelial lesion) segundo
classificacdo de Bethesda de 2001 (Anexo |). As técnicas citologicas,
auxiliadas pela colposcopia, contribuiram para o conhecimento dessas
lesdes e instalacdo do seu tratamento, com uma consequente queda da
taxa dos canceres invasivos (Koss et al., 1997; National Cancer Institute,

2001).

Uma das alteragdes citoldgicas pré-malignas frequentes € a

coilocitose, identificada pela primeira vez por Koss em 1956. Seu
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significado, porém, so6 foi reconhecido 20 anos depois, quando Meisels e
colaboradores relataram estas alteracbes na displasia leve. Estudos de
biologia molecular demonstraram altos niveis de DNA de HPV nas células
coilociticas, indicando infecgcao viral produtiva. Ficando evidente uma
associagao entre o HPV e o cancer de colo de utero. A percentagem de
neoplasias intraepiteliais associadas a infeccdo por HPV aproxima-se de

90% (Berek, 1998; Naomi et al., 2000; DiSaia et al., 1997).

O diagndstico da infecgao pelo HPV baseia-se fundamentalmente
no exame ginecoldgico acompanhado da colposcopia, de exame
citolégico e, se ha evidéncia de lesdo, de exame histopatologico. A
presenca do virus pode ser detectada através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que pode também determinar qual o tipo viral
envolvido, ou através da captura hibrida, que informa se o virus presente
€ de alto ou baixo risco. Estas informagdes sao importantes para o clinico,
pois influenciam na conduta terapéutica a ser tomada (Carvalho et al.,

2000; De Luca 1991; Koss et al., 1997).

A instalagdo do exame preventivo do cancer de colo do utero
(exame citologico de Papanicolaou) foi uma das intervengdes meédicas de
maior sucesso, com notavel redug¢ao na taxa de incidéncia e mortalidade

por cancer de colo de utero (Doeberitz, 2002).
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1.3. PAPILOMAVIRUS HUMANO

O Papilomavirus Humano € membro da familia Papillomaviridae. O
genoma € uma dupla hélice de DNA circular com aproximadamente
7.800pb e a analise da sequéncia de nucleotideos do genoma constitui a
base do método de classificagao dos varios tipos virais. Ja foram isolados
mais de 100 tipos diferentes de HPV que infectam o ser humano, destes
aproximadamente 30 tipos infectam o trato anogenital (Veronesi et al.,
1997). Este virus costuma infectar o epitélio escamoso de diversas partes
do corpo, resultando na formagéo de condilomas, vulgarmente chamados
de verrugas. A maioria das lesdes displasicas do trato genital relacionadas
com o HPV desenvolve-se nas mulheres, isto porque as células do trato
genital feminino sdo mais propicias para a instalagdo do virus e
progressao das lesbes. Lesdes penianas sao muito raras, porém, 0s
homens estdo infectados nas mesmas propor¢des que suas parceiras
sexuais, demonstrando serem reservatério para transmissédo (Doeberitz,

2002).

Estudos demonstraram que certos tipos virais tém uma maior
associagdo com o cancer do colo do utero, classificados como de baixo
(6, 11, 13, 41, 42, 44, 53, 54, 58, 61, 62, 66, 69 e outros) e alto (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56) risco de desenvolverem cancer. Os HPVs
de baixo risco s&o relacionados com tumores benignos como verrugas
comuns, papilomas e condilomas. Os tipos virais de alto risco tem uma

maior associagdo com o cancer e sao também chamados de
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oncogénicos. O tipo 16 de HPV é o mais comum no carcinoma de cérvice
uterina, enquanto que o HPV 18 predomina nos adenocarcinomas, sendo
considerado o tipo de HPV mais agressivo (Berek, 1998; Murakami et al.,

1999).

O HPV tem um tropismo especifico pelas células do epitélio
escamoso e a infeccdo permanece de forma mais intensa neste tipo
celular. No epitélio escamoso do colo do utero, as células basais sofrem
frequente divisao celular. O virus infecta as células basais, induzindo uma
infeccéo persistente (Koss et al.,, 1997). A jungao entre o epitélio colunar
da endocérvice e o epitélio escamoso da ectocérvice € uma regido de
continuas mudancas metaplasicas que ocorrem com maior intensidade na
puberdade e durante a primeira gravidez, diminuindo depois da
menopausa. Na presenca viral, se desenvolve uma metaplasia escamosa
atipica que pode progredir para uma lesao intraepitelial de alto grau. No
periodo em que a atividade metaplasica € mais intensa, o risco de
desenvolver uma neoplasia € maior, isto €, entre 20 e 35 anos (DiSaia et
al., 1997). Somente 10% das mulheres infectadas pelo HPV desenvolvem
lesGes clinicamente importantes (Doeberitz, 2002). A forma de
transmissao do virus é sexual. A maioria dos individuos expostos ira
permanecer com uma infec¢do latente de longo prazo, sendo que nos
individuos suscetiveis a colonizag&o viral € seguida pela replicagao viral
ativa (Veronesi et al., 1997; Lambert, 2001). As verrugas genitais sdo mais

comuns em pessoas sexualmente ativas, entre 20 e 24 anos,
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independente do tipo de HPV. Apds esta idade, a prevaléncia declina
gradativamente (Carvalho et al., 2000; Freitas et al., 1997; Junior et al.,
1998). A prevaléncia de infecgédo no trato genital feminino no mundo é em
torno de 630 milhdes, sendo que destas, 190 milhdes tém alteracdes

clinicas (WHO, 2003).

Tabagismo, inicio das relagdes sexuais precocemente, multiplos
parceiros sexuais, uso prolongado de anticoncepcionais, nao realizar
periodicamente o exame citopatolégico preventivo, sao fatores
predisponentes para desenvolver o cancer de colo uterino em pacientes
infectadas pelo HPV (Lagunas, 2001; Junior et al., 1998). Com relacéo as
diferencas raciais, apesar dos estudos apontarem para uma maior
prevaléncia de HPV em individuos caucasianos, estes dados nao sao

conclusivos (Carvalho et al., 2000).

Individuos imunocomprometidos parecem manter o HPV de forma
persistente. No Brasil, encontrou-se positividade para HPV por PCR em
80,8% das mulheres HIV positivas estudadas (Carvalho et al., 2000;

Naomi et al., 2000).

1.4 ONCOPROTEINAS VIRAIS

O genoma do HPV pode ser dividido em duas regides distintas: a

regido precoce, que é composta por genes que codificam proteinas
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envolvidas na replicagdo do virus, regulagdo da transcricdo e
transformacao da célula, e a regido tardia, que codifica as proteinas do
capsideo viral. Os genes localizados na regido precoce (early) sao
denominados E (E1-E7) e os genes localizados na regido tardia (/ate) sao
denominados L (L1 e L2). As proteinas virais E6 e E7 desempenham um
papel importante no processo de oncogénese. A expressao conjunta de
E6 e E7 sao fundamentais para causar a imortalizagao das células (Figura

2) (Holland et al., 1997).

Os genes E6 e E7 sdo normalmente expressos em cancer de
cérvice uterina positivo para HPV. Nos casos de cancer, o genoma do
HPV esta integrado ao genoma da célula. A quebra no genoma viral
ocorre na regiao E1/E2 e o local de integragdo no genoma humano é
aleatdrio. A proteina E2 do HPV é um importante fator que regula a
transcricdo dos genes da regido precoce, incluindo E6 e E7. Apds a
integracdo do genoma viral no DNA celular a proteina E2 ndo €& mais
expressa, liberando a expressdo dos genes E6 e E7. As proteinas E6 e
E7 codificadas pelos HPVs de alto risco s&o oncoproteinas que
contribuem para a transformagéo celular, pois ligam-se as proteinas
reguladoras do ciclo celular p53 e pRb, respectivamente (Doeberitz,

2002).

Os genes E6 e E7 do HPV de alto risco, quando expressos em
conjunto, sao capazes de transformar os queratinocitos humanos.

Contudo, os queratindcitos transformados pelos genes E6 e E7 ndo sao
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células malignas. E necessario um longo tempo em cultura e/ou a adi¢do
de agentes mutagénicos para que a célula atinja um estado completo de
malignidade. O poder de transformacgéo de E6 ocorre através da interagao
com uma série de produtos de genes celulares. A proteina p53 foi o
primeiro alvo de EG6 identificado. As células que expressam EG6
apresentam niveis de atividade de p53 diminuidos, ndo respondendo

desta forma aos danos no DNA (Doeberitz, 2002; Holland et al., 1997).

LCR

ES

Figura 2. Representacao esquematica do Genoma do HPV

A degradagdo da p53 acontece através da rota ubiquitina-
proteasoma, mediada pela proteina Mdm2. Nas células infectadas pelo

HPV, a proteina E6 dos HPVs de alto risco se liga a uma proteina celular
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de 100-kDa, denominada proteina associada a E6 (E6AP) a qual funciona
como proteina ligadora de ubiquitina. O complexo E6/E6AP ao se ligar na
regiao central da p53, rapidamente ativa a sua ubiquitinizagao,
encaminhando-a para a degradagao. Esta degradagao da p53 mediada
por E6/E6AP nao é suscetivel a sinalizagdo de dano no DNA, degradando
a p53 continuamente. (Doeberitz, 2002; Skomedal et al., 1999; Tomazino

et al., 2003).

A interacdo de E6 com a p53 ja estd bem documentada, contudo
sabe-se que esta proteina viral interage também com outras proteinas
celulares. A E6 interage com fatores que regulam a transcricdo e
replicacdo do DNA, a apoptose, a organizagao e diferenciacao epitelial, a
polarizacdo da célula e a interacdo entre células. Esta bem claro que
varias interacbes nao foram descritas ainda. Sabe-se que E6 €& um
modulador de uma série de fungdes fisiologicas, porém ainda nao esta
claro quais destas fungdes sdo as mais importantes para o inicio e

progressao do cancer (Doeberitz, 2002; Holland et al., 1997).

A proteina E7 dos HPVs de alto risco tem a capacidade de interagir
e neutralizar a fungao das proteinas pRb, p107 e p130. Estas proteinas
tém um papel central como controladoras do ciclo celular, regulando
negativamente a atividade de diversos fatores de transcri¢cdo, incluindo os
membros da familia E2F. Em células quiescentes, a pRb esta
hipofosforilada e associada ao E2F, mas quando estas células recebem

sinais para a mitose ocorre a formagado dos complexos ciclina/cdk. Um
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destes complexos ciclina/CDK é responsavel por fosforilar a pRD,
liberando o E2F. O E2F livre e ativo promove a transcricdo de um grupo
de genes que codificam proteinas, como a DNA polimerase, dihidrofolato
redutase, timidina kinase e ciclina E, essenciais para a progressao do
ciclo celular. Resumindo, a principal funcdo da proteina E7 €& criar
estratégias para favorecer uma maior multiplicagdo do virus. Assim, a
interacdo da E7 com a pRb libera o fator de transcricao E2F que favorece
a progressao do ciclo celular, levando a multiplicagao celular (Doeberitz,

2002; Eichten et al., 2002; Giarre et al., 2001).

A proteina E7 do HPV de alto risco media varias outras interagoes
que contribuem para seu potencial oncogénico. E7 é capaz de suprimir
diversas atividades de p53 de forma independente da E6. As células que
expressam E7 apresentam um aumento dos niveis de p53. Contudo, as
atividades da p53, como a regulagdo da transcricdo, estdo reduzidas

nestas células (Doeberitz, 2002; Doeberitz, Eur J Cancer 2002).

O complexo pRb-E2F impede a progresséo do ciclo celular de G1
para S. Em condi¢cdes normais, a pRb € fosforilada por acao dos
complexos ciclina/CDK , liberando o fator de transcricdo E2F, o que leva a
progressado do ciclo celular. A inativagdo da pRb €& uma caracteristica
comum em diversos tipos de cancer e pode ocorrer como consequéncia
de mutagdo no gene pRb ou, no caso do cancer cervical, por agao da
oncoproteina viral E7. Contudo, a superexpressdo de ciclinas pode

resultar em aumento da atividade dos complexos ciclina/CDK, com



31

consequente inativagcdo da pRb por hiperfosforilacdo. A atividade dos
complexos ciclina/CDK é regulada pelos inibidores destes complexos, e
p16™K4% & um destes inibidores (Figura 3) (Alberts et al., 1999; Doeberitz,

2002; Doeberitz, Eur J Cancer 2002).

1.5 p16'NK42

O gene p16, localizado no cromossomo 9p21 foi descoberto por um
geneticista americano em 1995, durante investigagbes sobre o ciclo
celular (Zhou et al., 2002). Este gene codifica uma proteina que inibe as
quinases dependentes de ciclina, como CDK4 e CDKG6, as quais
promovem a fosforilagdo e consequentemente a inativacdo da pRb. A
atividade de supresséo tumoral p16/pRb frequentemente esta inativa em
muitos tipos de canceres humanos. A inativacdo tanto da p16 como da
pRb tem um impacto na regulagédo de um grupo de genes envolvidos no
controle da progressao do ciclo celular, permitindo que a célula entre na
fase S, ultrapassando o ponto de checagem G1/S (Sano et al., 1998).

Mutagées na p16"K+

estdo ligadas a perda da aptidao de controlar
o ciclo celular, tendo como resultado um crescimento exagerado e seletivo
das células afetadas. Estudos subsequentes relataram que sutis

mutacdes em um alelo do gene p16™K*

costumam estar presentes em
alguns pacientes com melanoma de origem familiar. Mutagées somaticas

nos dois alelos da p16™“? estdo presentes de forma significativa em
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diferentes tipos de cancer, como gliomas, cancer de bexiga e leucemias

(Holland et al., 1997; Zhao et al., 2003; Zhou et al., 2002).

The Cell Division Cycle and Its Control
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Figura 3 Representacdo esquematica do ciclo celular e seus

mecanismos de controle (Hewlett, 2003).

Alguns estudos revelaram que a inativacdo da pRb ¢é

6'NK4a em varios

frequentemente acompanhada da superexpressao de p1
canceres (Piccinin et al., 1997; Sano et al., 1998; Zhao et al., Zhou et al.,
2003). Foi observado que o complexo pRb-E2F tem um efeito inibidor da

transcricdo da p16™K*2. Consequentemente, a perda da fungdo da pRb,
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por mutacao ou por interagdo com a proteina viral E7, resulta na liberacao
do controle negativo da transcricdo do gene p16™ %2, Porém, o aumento

da express&o da p16™NK+

pode nao estar relacionado com o aumento da
atividade da proteina, pois esta pode estar funcionalmente inativa.
Concordando com esta hipdtese, niveis elevados de p16™K4? foram
encontrados em células infectadas pelo HPV, tanto em lesbes pré-
cancerosas como cancerosas. Embora outros trabalhos sugiram que em
lesdes cervicais a expressdo do gene da p16™“? pode estar regulado
negativamente por hipermetilagdo ou mutagdes, esta hipotese nao foi
confirmada nos ultimos estudos (Doeberitz, 2002; Doeberitz, Eur J Cancer
2002; Skomedal et al.,1999). No céncer de colo do utero ndo foram

6Nk oy foi

encontradas mutagdes ou delegdo homozigética da p1
detectada somente em 5% dos carcinomas (Langosch et al., 2001).

A superexpressao da p16™NK4a

em lesdes displasicas cervicais e em
cancer cervical tem sido o objetivo de muitos estudos. Estes estudos tém
confirmado alta expressao na maioria das lesdes cervicais avangadas,

porém no epitélio cervical normal ndo foi observada a expressao da

6INK4a 6INK4a

, indicando que a expressao da p1 em lesdes cervicais e em

p1
cancer pode ser usada para observar células transformadas pelo HPV

(Doeberitz, 2002; Doeberitz, Eur J Cancer 2002; Sano et al., 1998).

O acumulo de mRNA e da proteina p16™%*? tem sido observado em
resposta a inativacdo da pRB pela proteina E7 do HPV de alto risco.

Contudo, a relacéo entre a p16™“*? e a pRb é mais complexa do que se



34

acreditava: o nivel de expressao da p16 ""*@ nao somente reflete o status

6|NK4a

funcional da pRb; a expressao da p1 permanece constante durante

a transigao da fase quiescente para a fase de proliferagao e durante toda
a progressao do ciclo celular. E possivel que a inducdo da expressido da

6|NK4a

p1 ocorra somente depois de um prolongado periodo de

proliferagdo, na auséncia da fungédo da pRb (Cho et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a expressdo da proteina supressora tumoral p16™<* em

amostras de cérvice uterina com alteragdes citoldgicas.

2.2. Objetivos especificos

= Verificar a express&o da p16"™¢*® em amostras de lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL), de lesbes intraepiteliais escamosas
de alto grau (HSIL) e de cancer de cérvice uterina.

6INK4a

» Relacionar os niveis de expressao da p1 com a gravidade das

lesdes cervicais.

= Pesquisar a relagdo entre HPV e a expressdo da p16™“*? nas

amostras de LSIL, HSIL e cancer de cérvice uterina.
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ABSTRACT

6™ is a cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor that

Objectives: pl
decelerates the cell cycle by inactivating the CDKs that phosphorylate pRB.
Increasing expression of the viral oncogenes in dysplastic cervical cells might
thus be reflected by increased expression of pl16™ *. Recent biological studies

have revealed that pl6™**

expression could be a marker for dysplastic and
neoplastic epithelial cells of the cervix. The aim of this study was to analyze
p16INK4a expression in cervical preneoplastic and neoplastic lesions and correlate
with lesion grade.

Methods: Expression of pl6™** was analyzed by immunohistochemistry

using a mouse antihuman ple™<*

monoclonal antibody (Novocastra
Laboratories Ltd) in low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) (n=6), in
high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) (n=21) and in cancer (n=27)

samples. pl6™"* expression was classified as: (-) negative, (+) less than 5% of

cells, (++) 5 - 50% of the cells and (+++) more than 50% of cells expressing

Results: In HPV positive cervical samples, pl6™<*

expression was
observed in 1 of 3 LSIL (33.3%), in 18 of 19 HSIL (94.7%) and in all 26 cancer
cases (100%). Only 6 analyzed samples were negative for HPV (3 LSIL, 2 HSIL

and 1 cancer) and among these only one LSIL sample was negative for pl6™ 4

expression.
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Conclusions: These results show that pl6™<** is expressed in precursor
lesions and its expression increases with lesion grade (p<0,01). These data

INK4A
6

support the proposed role for pl as a molecular marker for cervical

dysplastic lesions and cancer.

Keywords: HPV, p16INK4a, cervical cancer, tumor suppressor, LSIL, HSIL.
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INTRODUCTION

Cervical cancer is one of the most common cancers in women worldwide,
with about 510,000 new cases and nearly 288,000 deaths each year. In developing
countries, cancer of the uterine cervix is ranked second, with a relative frequency
of 15% of all cancer in women, whereas in developed countries cervical cancer is
ranked fifth, with a relative frequency of 4,4% [1,2]. The Papanicolaou (Pap) test,
as described by G. Papanicolaou, is a cytological staining technique, which allows
the identification of asymptomatic women with preneoplastic lesions or early
cancer of the uterine cervix [3]. Over the past 40 years, cervical cancer screening
programs have led to a significant reduction on the incidence of cervical cancer
mortality and morbidity rates in many countries [4,5]. Many studies have shown
that human papillomavirus (HPV) infection plays an important role in cervical
carcinogenesis [6-9]. In fact, HPV infection has been detected in almost all
preneoplastic and neoplastic lesions of the cervix. Recent extensive studies have
revealed the existence of more than 70 types of HPV, approximately 30 of which
can infect the cervical epithelium and give rise to various lesions of the cervix [9].
Moreover, each HPV type has been shown to be associated with a different risk of
neoplastic transformation by cervical epithelial cells, and the HPV subtypes have
been classified into two categories according to the frequency they appear
associated with cervical cancer: high and low oncogenic risk [6,9,10]. High-risk
HPV types (HR-HPV), particularly HPV type 16 and 18, have been identified in

the majority of cervical cancer [4].
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HPV contributes to neoplastic progression predominantly through the
action of two viral oncoproteins, namely E6 and E7, which interact with various
cell cycle regulatory proteins [3,5]. The E6 oncoprotein induces premature
degradation of the p53 tumor suppressor protein. The E7 oncoprotein binds to the
tumor suppressor protein pRb, which inhibits progression into the S phase of cell
cycle and is regulated via phosphorylation by the complex cyclin D1/CDK.
Progressive and prolonged phosphorylation of the Rb protein leads to its
inactivation and reduction of its growth suppressive activity. The probe
inactivation by E7 favors the release of E2F-like transcription factors from probe,
which allows the activation of CDK and transcription activation of genes
encoding protein related to cell cycle progression [3,4,11].

In normal cells, the activity of CDKs is tightly regulated by several CDK
inhibitors, including p16™**. This CDK inhibitor is inactivated in many cancers
by mutation, deletion or hypermethylation of the gene, resulting in reduced or
absent expression of the pl6 gene product [4,11-14]. P16™%* is a tumor
suppressor protein that inhibits cdk4 and cdk6, which phosphorylate the Rb
protein. A reciprocal relation between p16 and pRb expression has been observed,
suggesting the presence of a negative feedback loop allowing pRb to limit the
concentration of pl6. pl6™** overexpression has been demonstrated in cervical
cancer as a result of functional inactivation of pRb by the HPV E7 protein
[9,11,15]. This overexpression could suggest a possible potential of pl6 as a

marker for cervical intraepithelial lesions and cervical cancer.
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6INK4a

In the present work, we report the analysis of pl expression in

cervical preneoplastic and neoplastic lesions and compare the analysis of p16 ™**

expression with lesion grade.

MATERIAL AND METHODS

Paraffin embedded cervical samples from 54 women with no normal
histological results were analyzed for pl6 expression. Cervical samples were
obtained from subjects with colposcopic referral to biopsy of the uterine cervix
attending the Gynecology Service of Sao Lucas Hospital — PUCRS, from
December 1999 to December 2001, with a complete medical history report. This

study was approved by the local ethical committee. (Protocol n° 288/03-CEP)

Immunohistochemistry

Cervical biopsy samples were selected from pathology files of Sao Lucas
Hospital — PUCRS. All samples were fixed in formalin and embedded in paraffin
by conventional techniques. Haematoxylin and eosin stained slides of all samples
were classified by a certified pathologist.

Serial sections (5 pum thick) of formalin-fixed and paraffin embedded
biopsy samples were cut and mounted on Novobond® (Novocastra laboratories

Ltd) slide tissue adhesive coated glass slides. Sections were dewaxed by passage
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through xylene and then rehydrated in graded alcohol (100%, 90%, 80% and
70%). Endogenous peroxidase activity was blocked by incubating the section in
3% H,0; for 10 minutes, Slides were then rehydrated with 0,01M citrate buffer
(pH 6) and microwaved 3 times, without boiling, for antigen retrieval. After
rinsing with 0,01 mol/L. phosphate buffered saline (PBS), pH 7,4, nonspecific
antibody binding was reduced by incubating the sections with prediluted blocking
serum (normal horse serum, Novostain universal detection kit, Novocastra
laboratories Ltd) for 10 minutes. After decanting excess serum, sections were
incubated overnight at 4°C with a mouse antihuman pl6™*** monoclonal
antibody (Novocastra laboratories Ltd) at a 1:150 dilution in PBS. After washing
thoroughly with PBS, sections were incubated with biotinylated universal
secondary antibody (Novostain universal detection kit, Novocastra laboratories
Ltd) for 10 minutes, followed by incubation with Ready-to-use streptavidin-
peroxidase conjugate (Novostain universal detection kit, Novocastra laboratories
Ltd) for 10 minutes. Slides were developed with diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) for 10 minutes and counterstained lightly with

haematoxylin.

Interpretation of p16 ™“** staining

Immunostaining of the formalin-fixed, paraffin embedded sections was

reviewed tree times to confirm the results, and strong nuclear as well as

cytoplasmic staining was considered a positive reaction. The distribution of p16
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INK4A positive was scored on a semiquantitative scale as follows: (-) none, (+) less

than 5% of the cells, (++) 5-50% of the cells, and (+++) more than 50% of the

cells.

DNA isolation and HPV typing

DNA from cervical samples was extracted according to proteinase K
standard protocols [16]. In HPV detection, a polimerase chain reaction using
consensus degenerate primers My 09 (5’-CGT CC*c AA%/ GGA */tAC TGA
TC-3’) and My 11 (5’-GC%c CAG GG"/r CAT AAS/r AAT GG-3’) was
performed. Reaction mix was: 20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50mM KCI, 2mM
MgCl,, 200nM dNTP mix, 50 pmol of each primer, 1U Tag DNA polymerase
(Cenbiot™), 2 ul of extracted DNA. Amplification conditions were: 95° for 5
minutes; 40 cycles 95°C/1 minute, 55°C/1 minute, 72°C/1 minute; 72°C for 10
minutes. DNA viability of the negative samples was checked by a PCR with
primers complementary to the human beta-globin gene [17]. PCR products were
electrophoresed on a 2% agarose gel containing 0.5ug/ml ethidium bromide in
TAE buffer and analysed under UV light. All HPV positive samples were tested
by a type specific PCR for HPV 16, 18, 31 and 33. PCR conditions and primers

used are described in Cuzick et al [18].
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using chi-square using. P- values of
0,05 or less were considered statistically significant. Using software EPI INFO

2000 (verson 3), EPI INFO 6.0 and Microsoft Office-Exel (verson 97).

RESULTS

A total of 54 samples from patients with cervical lesions were analyzed for
pl6 expression consisting on 6 (11.1%) cases of LSIL, 21 (38.9%) of HSIL and
27 (50%) of cancer (23 cervical squamous cell carcinoma and 4 adenocarcinoma).
Patients’ age ranged from 17 to 59 (40.9 +10.86) years. Mean age of patients with
LSIL was 30,3 (+12.48), HSIL was 38,2 (+10.41) and cancer was 45,4 (£8.66).

HPV status was obtained from each patient file, and correspond to
My09/11 PCR results. HPV typing was determined by type specific PCR for HPV
16, 18, 31 and 33. HPV data is summarized in Table 1.

When considering single or multiple infections, HPV16 was the
predominant type, present in 45.8% of HPV positive cases. The association of
HPV16/31 was the most frequent multiple infection observed (7 of 15 multiple
infection cases), followed by HPV16/18/31 (4 of 15), HPV16/18 (2 of 15),
HPV18/31 (1 of 15) and HPV16/18/33 (1 of 15). Analyzing the proportion of
cancer cases according to HPV type we observed that among HPV16 positive

samples 59.1% were cancer, HPV18 positive samples 83.3% were cancer, HPV31
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positive samples 47.1% were cancer and types different from the tested ones
43.7% samples were cancer.

The results for p16 expression in relation to lesion grades are summarized
in Table 2. A statistically significant association was observed between lesion
grade and p16 expression (A*=39.74 and p= 0.00000051) (Figure 1).

In all pl6-positive samples, both nuclear and cytoplasmic staining were
observed. Figure 2 show the classification of p16 expression (Figure 2).

Expression of pl6 was also analyzed according to HPV type. Results are

summarized in Table 4.

DISCUSSION

According to the Brazilian National Institute of Cancer (/nstituto Nacional
do Cancer-INCA) women most frequently develop cervical cancer at the age of
45 to 49 years old [19]. In North America, the median age at cervical cancer
diagnosis is 47 years, and nearly half of the cases are diagnosed before the age of
35 [5]. The mean age of women with SIL is 15.6 years younger than that of
women with invasive cancer, suggesting a slowed progression of SIL to invasive
cancer [20]. Our study showed similar mean age for patients with cancer
suggesting the same slow progression; mean age of LSIL was 30.3 years, HSIL
was 38.2 years and cancer 45.4 years. The difference between mean age of cancer

and LSIL was 15.1 years.
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HPV-16 is the most prevalent type worldwide. It is frequently detected in
SIL and cancer cases. In our study, HPV-16 was the most frequent HPV type
(45,8%) and 59,1% of these samples were cancer cases. HPV-18 is considered the
most aggressive HPV type and may be a negative prognostic factor [7]. HPV-18
has been associated with poorly differentiated carcinomas and a high rate of
disease recurrence [20]. In our study, 83.3% of HPV18 positive samples were
cancer. These results corroborate the hypothesis that HPV-18 is a more aggressive
HPV type.

The pRb and p53 pathways of the cell cycle regulatory cascade are central
to the regulation of the G1 to S phase transition and to the understanding of
human cancer [21]. HPV infection is critically involved in cervical carcinogenesis
and plays an important role in this regulatory cascade by the binding of its
oncoproteins E6 and E7 to the tumor suppressor genes p53 and pRb respectively
[22].

In our study, 96.3% (26/27) of cancer cases were HPV positive. According
to Walboomers in cervical cancer 99.7% is HPV positive suggesting that HPV is a
necessary but not sufficient cause of cervical cancer [23].

P16™%* plays an important role in the regulation of cell cycle. CDK4/6
form complexes with cyclin D, which regulates the progression of the cell cycle.
pRb binds to E2F transcription factors and suppresses their role in transcription
during the G1 phase. pRb is inactivated and dissociated from the pRb-E2F
complex after phosphorylation by cyclin D-CDK4/6 during G1 phase. The

activity of cyclin D-CDK4/6 is negatively regulated by inhibitors of the
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cyclin/CDK complex, such as pl6™<* which bind directly to CDK4/6 or the

6K results in

cyclin D-CDK4/6 complexes. Therefore, lack of functional pl
abnormal cell cycle progression, which is associated with carcinogenesis of
cancers [24-26]. The overexpression of pl6™"* in cervical neoplasia has been
reported to be associated with HPV and an inverse correlation has been found
between pRb function and overexpression of pl6™~*. Inactivation of pRb results
in overexpression of pl6™**, and transcriptional activity of p16™~<* appeared to
be repressed by pRb. HPV E7 protein is responsible for an increase in pl6™

level. p16™k#

mRNA was strongly induced by E2F and accumulation of E2F
might induce the overexpression of pl6™"* [3, 25]. According to these
hypotheses, dysfunction of pRb through HPV E7 protein should increase free E2F

and results in both abnormal cell cycle progression and pl16™<*

overexpression
[27]. Our results are in accordance with this hypothesis showing a high expression
of p16™** in 93.75% of all samples (n=48) HPV positive with the exception of 5
cervical lesions negative for HPV and positive for p16™** expression (2 LSIL, 2
HSIL and 1 cancer). These results suggest that HPV independent mechanisms can
lead to p16 expression in these cervical lesions.

Our work showed negative pl6 expression in 2 LSIL and 1 HSIL HPV
positive cases, suggesting a possible inactivation of the pl6 gene. Mutation and
deletion of pl6 were thought to be rare events. Methylation of the pl6 was
thought to be one of the important mechanisms of p16 loss. There may yet exist

an alternative translational mechanism, or posttranslational degradative

mechanism, for the loss of p16 protein expression [28].
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A study conducted by Sano T. and col concluded that pl6™** is

overexpressed in most cervical lesions and the status of its immunoreactivity
allows differentiation between infection with low risk HPV and high risk HPV
[9]. Klaes R. and col. demonstrated that pl6-specific immunohistochemical
staining allows the sensitive and specific identification of dysplastic cervical cells
in tissue sections or cervical smear [4]. Murphy N. and col. suggest that p16™<*
marks dysplastic squamous and glandular cells of the cervix with a sensitivity of
99,9 % and specificity of 100% [11].

6INK4a

In our study we found that pl is expressed in precursor lesions and

the expression is higher in cervical cancer. In samples HPV positive pl6™<*
expression was observed in 1 of 3 LSIL, in 18 of 19 HSIL and in all cancer (26).
These results corroborate the hypothesis that functional inactivation of pRb by

HPV-E7 protein induces pl6™<®

expression in cervical lesions and the
inactivation of pRb and p53 pathways in the cell cycle regulatory cascade occurs
during the early immortalization step by HPV in cervical carcinogenesis, not

during late malignant transformation [15]. We could consider the p16™<*

a good
marked for cervical dysplastic lesions and cancers cases. The use of this approach
will help to reduce interobserver variation in interpretation of the respective

samples and thus might substantially contribute to improved quality of current

cervical cancer screening programs.



49

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr. Emilio Antonio Jeckel Neto, Dra. Denise Cantarelli
Machado, Dr. Vinicius Duval da Silva, Vinicius S. Michaelsen and Raquel Mattos

de Oliveira for technical assistance.



50

REFERENCES

[1] Lagunas IA. Cancer cérvico uterino. Centro Universitario de Ciéncias de la
Salud [pagina da universidade] 2001 margo [capturado 2001 abril 25] [10
telas] Disponivel em:
http://www.imformador.com.mx/lastest/ene97/21ene97/univz.htm .

[2] Who (World Health Organization)- Initiative for Vaccine Research (IVR)-
Human papilloma virus. [Capturado em 2003 Apr 30]; Disponivel em: :
http://www.who.int/vaccine research/documents/new vaccines/en/index8.ht
ml

[3] Doeberitz MVK. Searching for new biomarkers for cervical cancer: molecular
accidents and the interplay of papillomavirus oncogenes and epithelial
differentiation Part I e II. Papillomavirus Report 2002; 13 (2):35-74.

[4] Klaes R, Friedrich T, Spitkovsky D, Ridder R, Rudy W, Petry U.
Overexpression of pl6INK4a as a specific marker for dysplastic and
neoplastic epithelial cells of the cervix uteri. Int Journal Cancer 2001;92:
276-284.

[5] Waggoner SE. Cervical Cancer. The Lancet 2003 Jun;361:2217-2225.

[6] Berek JS. Novak Tratado de Ginecologia. 12a edi¢do. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogam;1998.

[7] DiSaia P.J., Creasman W.T.. Clinical Ginecologic Oncology. 5th ed. Library

of Congress; 1997.



51

[8] Naomi Jay NP; Anna-Barbara Moscicki. Human Papillomavirus Infections in
Women With HIV Disease: Prevalence, Risk, and Management .The AIDS
Reader. 2000; 10(11):659-668.

[9] Sano T, Oyama T, Kashiwabara K, Fukuda T, Nakajima T. Expression status
of pl6 protein is associated with human papillomavirus oncogenic potential
in cervical and genital lesions. American Journal of Pathology 1998 Dec; 153
(6):1741-1748.

[10] Murakami M, Gurski KJ, Steller MA. Human Papillomavirus Vaccines for
Cervical Cancer. J Immunother 1999 May;22(3):212-8.

[11] Murphy N, Ring M, Killalea AG, Uhlmann V, O'Donovan M, Mulcahy F.
pl6INK4a as a marker for cervical dyskaryosis: CIN and cGIN in cervical
biopsies and ThinPrepTM smear. J Clin Pathol 2003; 56:56-63.

[12] Piccinin S, Doglioni C, Maestro R, VukosavljevicT Gasparotto D, D’Orazi
C, Boiocchi M. pl6/CDKN2 and CDK4 gene mutations in sporadic
melanoma development and progression. Int J Cancer 1997;74: 26-30.

[13] Zhao P, Hu YC, Talbot I. Expresssing patterns of p16 and CDK4 correlated
to prognosis in colorectal carcinoma. World J Gastroenterol 2003 Oct; 9 (10):
2202-2206.

[14] Zhou Y, Gao SS, Li YX, Fan ZM, Zhao X. Tumor suppressor gene pl6 and
Rb expression in gastric cardia precancerouslesions from subjects at a high
incidence area in northern China. World J Gastroenterol 2002;8 (3):423-425.

[15] Langosch KM, Riethdorf S, Poppighaus AK, Riethdorf L, Loning T.

Expression of cyclin-dependent kinase inhibitors pl6MTS1, p21WAF1 and



52

p27KIP1 in HPV —positive and HPV- negative cervical adenocarcinomas.
Virchows Arch 2001; 439: 55-61.

[16] Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Appendix E: Commonly used
techniques in molecular cloning. Purification of Nucleic Acids. /n: Molecular
Cloning: a laboratory manual. 3rd Ed. New York: Cold Spring Harbor, 1999,
3v.,p.E. 34

[17] Bauer, HM & Manos, MM. PCR Detection of Genital Human
Papillomavirus. In: Diagnostic Molecular Microbiology, Persing, D. (ed.)
American Society for Microbiology. 1993;407-413.

[18] Cuzick J, Terry G, Ho L, Hollingworth T, Anderson M. Type-specific
human papillomavirus DNA in abnormal smears as a predictor of high-grade
cervical intraephitelial neoplasia. Br. J. Cancer. 1994;69: 167-171.

[19] INCA (Instituto nacional do Cancer) — Ministério da Saude. [Capturado em
2004]. Disponivel em URL: .http://www.inca.gov/

[20] DeVita VT, Hellman S, ,Rosenberg, SA. Cancer : principles and practice of
oncology. Philadelphia : Lippincott Williams & Wilkins, 2001. 3235 p.

[21] Alberts B, Bray D, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K e Walter P.
Fundamentos de Biologia Celular. Uma Introdugdo a Biologia Molecular da
Célula. Porto Alegre. Editora Artes Médicas, 1999.

[22] Sano T, Masuda N, Oyama T, Nakajima T. Overexpression of pl6 and
pl4ARF 1is associated with human papillomavirus infection in cervical
squamous cell carcinoma and dysplasia. Patho Int 2002; 52:375-383.

[23] Walboomers JM, Jacobs MV, Manos MM Bosch FX, Kummer JA, Sh KV.



53

Human Papillomavirus is a necessary cause of invasive cervical cancer
worldwide 1999 Sep;189 (1): 12-19.

[24] Bringold F, Serrano M. Tumor suppressors and onogenes in cellular
senescence. Esperimental Gerontology 2000;35: 317-329.

[25] Masumoto N, Fujii T, Ishikawa M, Saito M, Nozawa S. pl6INK4a
overexpression and Human Papollomavirus infection in small cell carcinoma
of the uterine cervix. Human Pathology 2003 Aug; 34(8): 778-783.

[26] Serrano M. The tumor suppressor protein pl6INK4a. Exp Cell Res
1997;237: 7-13.

[27] Cho NH, Kim YT, Kim JW. Alteration of cell cycle in cervical tumor
associated with human papillomavirus —cyclin-dependent kinase inhibitors.
Yonsei Medical Journal 2002;43 (6):722-728.

[28] Tsuda H, Hashiguchi Y, Nishimura S, Kawamura N, Inoue T Yamamoto K.
Relationship between HPV typing and abnormality of G1 cell cycle regulators

in cervical neoplasm. Gyn Oncol 2003; 91: 476-485.



ARTICLE PRECIS

Correlate the expression levels of the tumor suppressor p16™<* with

lesion grade in cervical samples with diagnosis of LSIL, HSIL and cancer.
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Figure 1. Distribution of p16 ™**
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6INK4a

Figure 2: Expression levels of pl in cervical samples (x 400). A) Positive +,

HSIL sample. B) Positive ++, HSIL sample. C) Positive +++, cancer sample.
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TABLES

Table 1: Frequency of HPV types in different lesion grades

HPV16 HPV18 HPV31 Multiple* NI** Negative Total
(%) (o) (%) (o) (%) (o) (o)

LSIL 1(16.7) - - 1(16.7) 1(16.7)  3(50)  6(100)
HSIL 2(9.5) - 4(19.1) 5(23.8) 8(38.1)  2(9.5) 21(100)

Cancer | 5(18.5) 4(14.8) 1(3.7) 9(33.4) 7(259) 1(3.7) 27(100)

Total 8(14.8) 4(74) 5(9.3) 15(27.8) 16(29.6) 6(11.1) 54(100)

* Infection with multiple HPV types

** NI - not identified HPV type or different from 16,18,31 and 33
LSIL= low squamous intraepithelial lesions,

HSIL= high squamous intraepithelial lesions

Table 2: Distribution of p16 expression level in different lesion grades

P16 expression
Negative + ++ +++
(o) (o) (o) (o)
LSIL (n=6) 3(50.0) - 2(33.3) 1(16.6)
HSIL (n=21) 1(4.8) 5(23.8) 7(33.3) 8(38.1)
Cancer (n=27) - - 1(3.7) 26(96.3)

LSIL= low squamous intraepithelial lesions,
HSIL= high squamous intraepithelial lesions
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Table 3: Frequency of HPV types according to p16 expression level

P16 HPYV type HPV
expression | 16(%) 18(%) 31(%) Multi' (%) NI (%) Negative

negative 1 (12.5) - - 1(6.7) 1(63) 1(16.7)

+ - - 2(40)  1(6.7)  2(12.5) -

+ 1 (12.5) - - 4(26.7) 2(12.5)  3(50)

e+ 6(75)  4(100) 3 (60) 9(60) 11(68.7) 2(33.3)

Total 8(100)  4(100)  5(100) 15(100) 16 (100) 6 (100)

* Infection with multiple HPV types

** NI - not identified HPV type or different from 16,18,31 and 33
LSIL= low squamous intraepithelial lesions,

HSIL= high squamous intraepithelial lesions
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4. DISCUSSAO

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a maioria
das mulheres desenvolvem o céncer cervical na idade entre 45 e 49 anos
(INCA, 2004). Segundo Waggoner, o cancer de colo do utero geralmente
€ diagnosticado antes dos 50 anos, alguns anos antes da média de idade
do diagnéstico do cancer de mama, pulmao e ovario. Na América do
Norte, a média de idade para o diagnéstico do cancer cervical € 47 anos,
porém o diagnodstico da metade destes casos foi feito antes dos 35 anos
(Waggoner,2003).

DeVita e colegas relatam que a média de idade das pacientes com
SIL é 15,6 anos inferior a média das pacientes com cancer (DeVita et al.,
2001). DiSaia e colegas apontam que a média de idade das pacientes
com lesdes displasicas € entre 10 e 15 anos menor do que a média de
idade das pacientes com cancer invasor (DiSaia et al., 1997).

Neste estudo, a média de idade das pacientes com LSIL foi de 30,3
anos, com HSIL foi de 38,2 e com cancer foi de 45,3 anos. A diferenca
observada entre a média de idade das pacientes com cancer e a média

de idade das pacientes com LSIL foi de 15,1 anos. Esta analise esta de



60

acordo com os dados da literatura, confirmando a lenta progressédo das
lesdes precursoras do cancer até a instalagao do cancer cervical invasivo.

Schiffman e colegas, revisando estudos epidemioldgicos sobre o
papel do HPV no cancer cervical, constataram que mulheres sem HPV
nao desenvolvem cancer e que nao necessariamente mulheres que tem
HPV véao desenvolver cancer (Schiffman et al., 2003).

Segundo Waggoner, ao revisar a literatura sobre cancer cervical,
mais de 90% dos canceres cervicais apresentam o DNA do HPV
(Waggoner, 2003). De acordo com Walboomers, 99,7% dos canceres
cervicais apresentam infecgao pelo HPV (Walboomers et al., 1999).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com a literatura pois
nos casos de cancer 96,3% (26/27) eram positivos para HPV.
Observando nossos dados e os dados de literatura podemos concluir que
o HPV é um agente necessario para o desenvolvimento do cancer mas
somente o HPV n3o é suficiente. E necessario que outros fatores de risco
estejam associados para o desenvolvimento do cancer.

O HPV16 é o tipo de HPV mais comum em todo o mundo,
representando 53% entre todos os tipos. Este tipo viral é frequentemente
encontrado tanto em SIL como em céancer (DiSaia et al., 1997; Mufoz,
2000). Neste estudo o HPV16 foi também o tipo mais frequente,
representando 40,8% das amostras HPV positivas. Das amostras
positivas para HPV16, 59,1% eram de casos de cancer, mostrando assim

0 poder oncogénico deste tipo viral.
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O HPV18 é considerado o tipo de HPV mais agressivo e esta
relacionado com prognaostico ruim (DiSaia et al., 1997). Este tipo viral esta
também relacionado com carcinomas pouco diferenciados e com altas
taxas de recorréncia da doenga (DeVita et al., 2001).

Neste estudo, 83,3% das amostras positivas para o HPV18 eram
casos de cancer. Estes dados concordam com os dados que apontam o
HPV18 como o tipo de HPV mais agressivo. A amostra deste estudo tem
se mostrado de acordo com os dados da literatura, mesmo sendo uma
amostra pequena.

Estudos epidemiologicos de Franco e colegas e de Kirwan e
colegas demonstraram que além do HPV, outros fatores sdo importantes
para o desenvolvimento do cancer cervical. Estes fatores sao: idade do
inicio da atividade sexual, numero de parceiros sexuais, promiscuidade do
parceiro sexual, numero de partos, uso de contraceptivo oral e tabagismo
(Franco et al., 2001; Kirwan et al., 2001).

Além dos fatores de risco mencionados anteriormente, Schiffman e
colegas apresentaram como fator de risco aliado a presenga do HPV, o
status da imunidade mediada pela célula, fatores genéticos, inflamacgdes
cervicais, infecgdes por Chlamydia trachomatis e aquisicdo de outras
doencas sexualmente transmissiveis. Isto mostra a deficiéncia e a
necessidade de uma nova geragao de marcadores biolégicos do risco,

que vai distinguir infecgcbes por HPV com tipos oncogénicos, com
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preditividade positiva dos que tem preditividade negativa para o risco de
desenvolvimento do cancer cervical (Schiffman et al., 2003).

Entre diversos tipos de estudos para o estabelecimento de fatores
de risco associados ao HPV, a analise do polimorfismo do cédon 72 do
gene TP53 sugere que pacientes homozigotas para o alelo que codifica
arginina (Arg/Arg p53) teriam um risco aumentado de cancer cervical
associado ao HPV. Anschau e colegas investigaram o polimorfismo em
pacientes com cancer cervical associado ao HPV e em pacientes sem
alteracbes cervicais, avaliando implicacbes do mesmo no
desenvolvimento do cancer cervical. As pacientes Arg/Arg p53 possuem
3,6 vezes mais risco de desenvolver cancer em comparagdo com
pacientes Pro/Pro p53 (prolina) (Anschau, 2002).

6'NK4@ em cancer

Putte e colegas pesquisaram a expressao da p1
cervical como fator progndstico, porém nao foi encontrada uma relagao
positiva. No entanto, os autores sugerem estudos adicionais para
confirmar os resultados. Alguns estudos em outros tipos de cancer, como
cancer de endométrio e no melanoma, sugerem que a perda da

expressao de p16 esta relacionada com a diminuicado de sobrevida das

pacientes (Putte et al., 2002).

Campisi sugere que a senescéncia celular pode ser um potente,
porem imperfeito, mecanismo de supressdao tumoral (Campisi, 2001).

Sendo assim, parece impossivel retardar o envelhecimento sem estimular
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0s mecanismos da carcinogénese ou bloquear a formagéao do tumor sem
acelerar o processo de envelhecimento (Pelicci,2004).

Estudos seguindo esta mesma linha, tém demonstrado o papel do

642 ha senescéncia celular. A senescéncia requer

supressor tumoral p1
a ativacdo dos mecanismos de controle do ciclo celular como p16-pRb e
p53 (Parkinson et al., 2000; Sharpless et al., 2004). Segundo Bringold, a

caracteristica mais importante da p16™“?

€ de ter sua transcricao
regulada em resposta a senescéncia e ao estresse oncogénico (Bringold

et al., 2000).

O potencial oncogénico e de imortalizagcdo do oncogene Bmi-1 foi
recentemente ligado a sua capacidade de regular negativamente a
expressao do gene da p16™<*. A ativacdo anormal de Bmi-1 ainda no foi
relatada em canceres humanos, mas existem fortes evidéncias de que a
superexpressao de Bmi-1 em camundongos resulta em leucemia. Um
estudo realizado por Jacobs e colegas utilizando fibroblastos de embrides
de camundongos geneticamente modificados deficientes em Bmi-1

mostrou que os fibroblastos apresentavam alta expressdo de p16™<

e
entravam prematuramente em senescéncia. Ao contrario, células
duplamente deficientes em p16™<* e Bmi-1 ndo entravam
prematuramente em senescéncia. Este estudo demonstrou a importancia

6INK4a

da p1 como supressor tumoral e no processo de senescéncia

(Bringold et al., 2000; Jacobs et al., 1999).
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Pelicci sugere que as células progenitoras sofrem uma série de
lesdes no DNA e se as proteinas p53 e p16-pRb, que controlam o ciclo
celular, ndo forem eficientes, ocorre a formacao de tumores. No entanto,
se estes controladores do ciclo celular agirem de forma eficiente, inibindo
a carcinogénese, essas células vao ser encaminhadas a apoptose ou a
senescéncia celular, e ao longo da vida esse processo leva ao

envelhecimento do organismo (Pelicci, 2004).

A infeccao pelo HPV esta envolvida no desenvolvimento do cancer
cervical. As proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco sao capazes de se
ligar a p53 e a pRb, respectivamente, inibindo suas atividades de
supressao tumoral (Sano et al., 2002). A superexpressdo da p16™* em
lesdes precursoras e no cancer, observada neste estudo, sugere que esta
alta expressdo seria um mecanismo compensatorio, na tentativa de ativar
0 processo de senescéncia celular com a finalidade de inibir o
desenvolvimento do cancer. Entretanto, estudos complementares sé&o
necessarios para podermos avaliar o real papel da p16™“? na

senescéncia como tentativa de bloquear o cancer cervical.

A disfungdo da pRb causada pela proteina E7 do HPV favorece o
aumento do fator de transcricdo E2F livre, que resulta na progressao
anormal do ciclo celular e na superexpressdo da p16™“? (Cho et al.,
2002). Os resultados deste trabalho estdo de acordo com esta hipotese,

6INK4a

mostrando alta expressado de p1 na grande maioria das lesbes

precursoras e no cancer cervical (Table 2 e 3). Discordando desta
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hipétese 5 amostras negativas para HPV (2 LSIL, 2 HSIL e 1 céncer)
apresentaram expressdo da p16™*? Estes resultados sugerem que um
mecanismo independente do HPV tenha resultado na expressdo da
p16™K4a Hor exemplo mutagdes alterando a funcdo da pRB.

Em 3 amostras positivas para HPV (2 LSIL e 1 HSIL), néo foi

6|NK4a

observada a expressao da p1 , podendo ser sugerida a inativagao do

gene da p16™K* Tsuda e colegas relatam os possiveis mecanismos que
podem levar a perda da expressdo da p16™<*: i) mutagdo e delegdo no
gene da p16 parece ser um evento raro; ii) a metilagdo da p16 parece ser
um dos mecanismos mais importantes relacionados a perda da p16™“?;
i) a existéncia de um mecanismo alternativo de translagdo ou de

degradacdo pos-transcricional, levando a perda da expressdo da p16"™<“

(Tsuda et al., 2003).

Alguns estudos tém sugerido e testado a viabilidade de observar a

6INK4a

expressao da p1 em amostras citolégicas (Reichert, 2004; Trunk-

Gehmacher, 2004). Seria muito interessante analisar a expressao da

6™ @ em amostras citoldgicas, pois forneceria uma melhor idéia da

p1
gravidade das lesbes antes mesmo da realizagdo da biopsia, ou no caso
de células com sutis alterages mas com alta expressdo de p16™K4a
poderia indicar a necessidade de exames complementares.

Na tentativa de compreender melhor a relacdo entre a

6INK4a

suprexpressao da p1 e a infeccédo pelo HPV na carcinogénese do

colo do Utero, Sano e colegas observaram a expressdo da p16™<*® em
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amostras cervicais. Os autores constataram que a expressdo da p16™K4@

em lesbes com HPV de alto e intermediario risco para o desenvolvimento
do cancer difere da expressdo em amostra com HPV de baixo risco. Esta
diferenca esta provavelmente relacionada a eficiéncia com que a proteina
E7 dos diferentes tipos de HPV age para inativar a pRb (Sano et al.,

1998).

Klaes e colegas observaram a marcagao da superexpressao da

6|NK4a

p1 na maioria das amostras com CINI, CINII, CINIlIl e em cancer. Ao

6|NK4a

contrario, ndao foi observada expressdo da p1 em amostras de

epitélio cervical normal. Assim, os autores concluiram que a p16™“?¢& um
marcador especifico para identificar displasia no epitélio cervical, em

bidpsias e em raspados cervicais (Klaes et al., 2001).

Murphy e colegas analisaram o potencial da p16™¢* como
marcador de displasias cervicais de células escamosas e glandulares em

amostras de tecido e de raspado cervical. Os autores verificaram que a

6INK4a

marcagao pela p1 apresenta sensibilidade de 99,9% e especificidade

6INK4a

de 100% para displasias cervicais, concluindo que a p1 € um bom

marcador para estes tipos de displasias (Murphy et al., 2002).

6INK4a

Masumoto e colegas observaram a expressao da p1 em

carcinomas de células pequenas do colo do utero. Este tipo de carcinoma
€ considerado um dos tipos de cancer cervical mais agressivo o que
geralmente esta relacionado com prognaostico ruim. Foi constatado que a

6INK4a

p1 € superexpressa neste tipo de carcinoma e que em 90% dos
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casos a infeccdo era pelo HPV18, considerado um dos tipos mais

agressivos (Masumoto et al., 2003).

Neste estudo foi relacionada a gravidade das lesdes cervicais com
a expressdo da p16™“? sendo observada uma relagdo direta entre a
gravidade das lesdes e os niveis de expressdo. Nas amostras cervicais
HPV positivas foi observada a expressdo da p16™*® em 1 das 3 LSIL
(33,3%), em 18 das 19 HSIL (94,7%), e em todas as 26 amostras de

cancer (100%). Ao relacionar a alta expressdo da p16™*? (

+++) com as
lesdes observou-se: que nenhuma amostra era (+++) nos casos de LSIL;
que 42,1% das amostras eram (+++) nos casos de HSIL e que 96,1% das
amostra eram (+++) nos casos de cancer, comprovando-se claramente
que em lesdes mais graves ha uma maior expressdo da p16™“?. Os
resultados sugerem que a p16™? é expressa em lesdes precursoras e
gque sua expressdo aumenta gradativamente com o aumento da gravidade
das lesbes (p < 0,01). Esses dados estdo de acordo com a literatura e
sustentam a hipotese de que o caminho da inativacdo da pRb e da p53
pelo HPV ocorre durante o inicio da carcinogénese. Os resultados

6INK4a

encontrados apoiam a proposta de que a p1 pode ser utilizada como

marcador das lesdes precursoras e do cancer cervical.
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5. CONCLUSOES

1. Foi observada a express&o da p16™* em 3 de 6 casos de LSIL
(50%), 20 de 21 HSIL (95,2%) e em todas as 27 amostras de cancer
cervical (100%).

6"k gumentou de forma

2. Foi verificado que a expressao da p1
estatisticamente significativa com o aumento da gravidade das lesdes (p<
0,001) podendo, portanto, a p16™® ser considerada um bom marcador

de lesbes pré-malignas e malignas do colo do utero.

3. Dentre as amostras positivas para HPV (n=48), foi observada a
expressao de p16™“? em 1 de 3 LSIL (33.3%), 18 de 19 HSIL (94.7%) e
em todas as 26 amostras de cancer (100%). Nas amostras negativas para
HPV (n=6), foi observada a expressdo da p16™“ em 2 de 3 LSIL
(66,6%), em todas amostras de HSIL (n=2) e em todos os casos de
cancer (n=1). Apesar do numero pequeno de amostras HPV-negativas

analisadas neste estudo, a alta expressdo de p16™<“?

sugere a existéncia
de um mecanismo independente de HPV que afeta a sua expressao nas

amostras de cérvice alteradas negativas para HPV.
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4, Neste trabalho, o tipo de HPV encontrado com maior frequéncia

nas lesdes pré-malignas e malignas do colo uterino foi o HPV16.

5. Analisando a frequiéncia de casos de cancer em cada tipo de HPV
encontrado, o maior valor observado foi para HPV18, onde 83,3% das

amostras positivas para este tipo correspondiam a casos de cancer.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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