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RESUMO

Introdugao: O céancer cervical € uma doenga grave que afeta milhares de mulheres
em todo o mundo. Seu desenvolvimento e progressao estdo relacionados a uma
série de fatores, incluindo expressdes de marcadores tumorais como p53, p16 e
Ki-67 associados a infeccao pelo Papilomavirus Humano (HPV). Objetivo: Analisar a
importancia dos marcadores tumorais p53, p16 e Ki-67 no contexto do cancer
cervical por meio da compreensdo de como esses marcadores estdo envolvidos no
desenvolvimento da doenca. Método: Revisdo de literatura por meio da busca de
artigos nas bases de dados PubMed, Scielo e Google académico, onde prezou-se
por utilizar artigos que abordassem informagbes relevantes para o objetivo da
pesquisa. Resultados: Os resultados destacam a importancia dos marcadores
tumorais p53, p16 e Ki-67 como indicadores do diagndstico e progndstico do cancer
cervical. Eles desempenham um papel fundamental na avaliagdo da gravidade da
doencga, na escolha de estratégias terapéuticas e na monitorizagéo do tratamento. A
proteina p53 atua como um supressor tumoral, controlando o ciclo celular , pode ser
um indicador de atividade tumoral. Uma alta taxa de Ki-67 esta associada a um maior
potencial de crescimento do tumor. Em alguns casos de cancer cervical, ha uma
superexpressao de p16 como uma resposta a lesdbes no DNA. A imuno-histoquimica
para p16 é frequentemente usada para avaliar a presenca de lesdes pré-cancerosas
enquanto a taxa de proliferagao celular é avaliada pelo marcador Ki-67. Conclusao:
A utilizacdo dos biomarcadores contribuem para fornecer evidéncias tanto da
persisténcia da infeccdo pelo HPV quanto da ativagao de suas oncoproteinas virais.
Dessa forma a associacado entre os biomarcadores, a vacinagado contra o HPV e o
exame citopatologico oferece uma estratégia promissora para reduzir a incidéncia e
mortalidade do cancer cervical destacando a importdncia continua do
aperfeicoamento dessas abordagens na promogao da saude feminina e no controle
efetivo dessa doencga.
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ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is a serious disease that affects thousands of women
around the world. Its development and progression are related to a series of factors,
including expressions of tumor markers such as p53, p16 and Ki-67 associated with
Human Papillomavirus (HPV) infection. Objective: To analyze the importance of
tumor markers p53, p16 and Ki-67 in the context of cervical cancer by understanding
how these markers are involved in the development of the disease. Method:
Literature review by searching for articles in the PubMed, Scielo and Google Scholar
databases, where care was taken to use articles that addressed information relevant
to the research objective. Results: The results highlight the importance of tumor
markers p53, p16 and Ki-67 as indicators of the diagnosis and prognosis of cervical
cancer. They play a fundamental role in assessing the severity of the disease,
choosing therapeutic strategies and monitoring treatment. The p53 protein acts as a
tumor suppressor, controlling the cell cycle, and may be an indicator of tumor activity.
A high level of Ki-67 is associated with a greater potential for tumor growth. In some
cases of cervical cancer, there is an overexpression of p16 as a response to DNA
damage. Immunohistochemistry for p16 is often used to evaluate the presence of
precancerous lesions while the rate of cell proliferation is assessed by the Ki-67
marker. Conclusion: The use of biomarkers contributes to providing evidence of both
the persistence of HPV infection and the activation of its viral oncoproteins. Therefore,
the association between biomarkers, HPV vaccination and cytopathological
examination offers a promising strategy to reduce the incidence and mortality of
cervical cancer, highlighting the continued importance of improving these approaches
in promoting female health and effectively controlling this disease.
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INTRODUGAO

O cancer de colo uterino € o terceiro tumor maligno mais frequente entre mulheres e
a quarta causa de morte por cancer em mulheres no Brasil.O niumero de novos casos
do cancer de colo uterino no Brasil é estimado em 17.010 por ano, correspondendo a
um risco de 15,38 casos a cada 100 mil habitantes mulheres. As regides Norte e
Nordeste sdao as mais afetadas, sendo o cancer cervical o segundo mais incidentes
em tais regides (INCA, 2022).

O céancer do colo do utero esta diretamente associado a infecgao pelo Papilomavirus
Humano (HPV), especialmente os tipos HPV-16 e HPV-18, que estao relacionados a
cerca de 70% dos canceres cervicais. A infecgcao pelo HPV é muito comum. Grande
parte das mulheres e homens sexualmente ativos irdo ser infectados pelo HPV ao
longo da vida (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2022).

A infeccdo pelo virus HPV esta entre os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer de colo uterino, no entanto a infecgéo pelo virus € um
fator necessario, mas nao suficiente para que ocorra a lesdo neoplasica (SILVA et al.,
2006).

Além da relagao da infecgéo pelo HPV, outros fatores ligados a imunidade, genética e
ao comportamento sexual parecem ter influéncia na progressao para lesdes
precursoras ou cancer. O tabagismo, iniciagdo sexual precoce, uso de contraceptivos
orais e multiplicidade de parceiros sexuais sao fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer cervical (SILVA et al., 2006; IARC,2007).

A vacinacao contra o HPV é a medida mais eficaz para prevenir contra a infecgdao. A
vacina é distribuida gratuitamente pelo SUS e é indicada para meninas e meninos de
9 a 14 anos, com esquema de 2 doses (BRASIL, 2023).

A detecgdo precoce e identificagcdo de lesdes cervicais € o principal objetivo do
rastreamento do cancer cervical, sendo o exame citopatolégico (Papanicolau)
preconizado para o rastreamento. Quando os resultados deste exame apontam
anormalidades, é necessario realizar exames adicionais para confirmar o diagndstico,

sendo a bidpsia um procedimento absolutamente essencial (REZENDE et al., 2017).



Os marcadores tumorais podem ser definidos como moléculas que indicam a
presenca de cancer ou fornecem informagdes sobre o comportamento futuro da
doencga, uma probabilidade de progressao ou uma resposta a terapia. Além disso, os
marcadores de tecidos estdo localizados em tumores proprios, geralmente em
amostras obtidas por meio de bidpsias e provas por técnicas imuno-histoquimicas
(DUFFY, 2012; TERMINI, VILA, 2008).

A proteina P53 é um regulador importante do ciclo celular, que ajuda a controlar o
crescimento celular. Mutagdes no gene P53 estéo relacionadas ao desenvolvimento
de muitos tipos de cancer, incluindo o cancer cervical. A inativagao do P53, muitas
vezes causada pelas oncoproteinas E6 do Papilomavirus Humano (HPV) de alto
risco, pode promover o crescimento celular desordenado e o desenvolvimento do
cancer cervical (ALVES, 2008).

A proteina P16 € um supressor tumoral que ajuda a inibir quinases dependentes de
ciclina. A deteccdo de P16 por imuno-histoquimica é sensivel para identificar
infeccbes pelo HPV de alto risco, que estdo fortemente relacionadas ao cancer
cervical. A presenca elevada de P16 é um indicador da atividade oncogénica da

proteina E7 do HPV e pode sinalizar a progressao do cancer cervical (SILVA, 2017).

O antigeno Ki-67 esta associado a proliferacdo celular e pode servir como um
marcador de anormalidades no ciclo celular, especialmente quando expresso em
camadas nao basais do epitélio cervical. A interacdo do HPV com o DNA da célula
hospedeira desregula o ciclo celular e pode levar a expresséo elevada do Ki-67, o
que € um indicativo de possiveis anormalidades no desenvolvimento do cancer
cervical (MELO, 2021).

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi identificar e discutir os principais

biomarcadores utilizados no diagndstico e rastreio do cancer de colo do utero.

METODOLOGIA
Este trabalho se trata de uma reviséo de literatura, onde o levantamento bibliografico
teve como objetivo abordar o cenario atual de pesquisa, nomear e discutir os

principais biomarcadores usados no diagnostico e rastreio do cancer colo uterino.
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Para isso, conduziu-se uma analise abrangente da literatura cientifica nas bases de
dados disponiveis no Us Library of Medicine (PubMed), Scientific Eletronic Library
(Scielo) e Google académico, utilizando os seguintes descritores: cancer cervical,

marcadores tumorais, biomarcadores, colo uterino.

A selecao e triagem dos artigos foram norteadas por critérios de inclusdo e exclusao.
Os artigos que abordassem informagdes relevantes para o objetivo da pesquisa
foram incluidos e os quais nao estavam diretamente relacionados ao tema central

deste trabalho foram excluidos.

Ao realizar a busca nas bases de dados e aplicar os critérios de inclusédo e exclusao,
foram identificados e selecionados um conjunto de 81 artigos que, mediante uma

analise detalhada, foram incorporados como a base principal desta revisao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cancer do colo do utero e Papilomavirus Humano

O céncer do colo do utero (CCU), também conhecido como cancer cervical, € uma
forma de cancer que se desenvolve nas células da parte inferior do utero que esta
conectada a vagina. Sua origem esta ligada a infecgao genital persistente por certos
tipos de Papilomavirus Humano (HPV), especialmente o HPV-16 e o HPV-18,
responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2006).

O HPV pertence a familia dos Papillomaviridae, € um virus sem envelope com um
genoma constituido por DNA circular de fita dupla, contendo cerca de 8.000 pares
de bases. Ele esta envolto por um capsideo viral, composto por 72 capsdmeros, e
possui um didmetro aproximado de 54nm (Figura 1). A transcrigdo utiliza apenas
uma das fitas do genoma de DNA como modelo, sendo que esta fita de codificagao
engloba trés regides gendmicas. A regido reguladora LCR (Long Control Region) ou
URR (Upstream Regulatory Region) contém a origem da replicagdo do DNA e as
sequéncias de controle da transcri¢gdo (PRATI; MARANGONI; BOCCARDO, 2018).



Além disso, existem duas regides de codificagdo (Open Reading Frames): a regido E
(Early), que possui seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) expressos precocemente, e
a regiao L (Late), que inclui dois genes (L1 e L2) expressos tardiamente (SOUTO et
al., 2005).
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Figura 1 - Papiloma Virus Humano (HPV). Fonte: TANG, 2002.

As ORFs E1 e E2 codificam proteinas envolvidas na regulagédo da replicagdo do
DNA viral; sendo que E2 também esta envolvido na transcricdo do DNA viral (Figura
2). A proteina E4 contribui diretamente para a liberagao de novos virus na superficie
epitelial, pois desestabiliza as redes de citoqueratina das células. As proteinas
codificadas pelas ORFs E5, E6 e E7 sdo oncoproteinas responsaveis pela
transformacao celular causada pela infecg¢ao viral. Os genes L1 e L2 codificam como
proteinas capsidicas, principais e secundarias, respectivamente (DOORBAR, 1996;
HAMID et al., 2009; D'ABRAMO, ARCHAMBAULT, 2011).

A LCR é responsavel por regular a expresséo e transcricdo dos genes virais. Esta
regiao também contém sitios de ligacdo para as proteinas virais E1 e E2 e
numerosos sitios de ligagao para fatores de transcricao celular (BUTZ et al., 1993;
KURVINEN et al., 2000; STOLER, 2003).
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Figura 2. Organizagao estrutural do genoma do HPV, destacando a localizagdo e algumas
fungbes da regiao reguladora LCR e das ORFs E e L. Fonte: D’ABRAMO, ARCHAMBAULT,
2011. Adaptado.

Com base em dados de sequenciamento do DNA, sao reconhecidos 216 tipos de
HPV, que foram identificados e categorizados como baixo, médio e alto risco (BURD,
2003; OLUSOLA et al., 2019).

Existem pelo menos 13 tipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e
68) considerados de alto risco, ou seja, possuem maior probabilidade de ocasionar
infeccbes persistentes e estar associado a lesdes precursoras. Principalmente, os
tipos 16 e 18, sdo considerados 0s mais agressivos e propensos a persistir e causar
cancer, e estao presentes em 70% dos casos de CCU (BHATLA et al., 2020).

Os HPVs considerados de baixo risco oncogénico, como os tipos 6 e 11, sao
responsaveis pelas lesbes benignas que afetam a regido anogenital, como as
verrugas genitais (condilomas) e uma porcentagem das lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL), que geralmente possuem tendéncia a regressao
(MAGALHAES, 2021)

Os HPVs de alto risco oncogénico mais prevalentes sao os tipos 16 e 18. Estes séo
responsaveis por causar 41-67% das lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau

(HSIL), 16-32% das lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e 6-27%



das células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) (CLIFFORD
et al., 2006).

Relagao entre a infecg¢ao pelo HPV e o CCU

Um dos principais contribuintes para o desenvolvimento do CCU é a infeccao
persistente pelo HPV, um virus frequentemente transmitido por meio de relacdes
sexuais vaginais e anais, embora a transmissao também possa ocorrer por contato
oral-genital ou genital-genital (OLUSOLA et al., 2019; DUNNE et al., 2013).

Independentemente da forma de contagio, a entrada do virus nas células epiteliais
ocorre por meio de microlesdes que resultam na perda da integridade da pele ou da
mucosa (FRAZER, 2004).

A infeccdo pelo HPV pode apresentar-se de trés maneiras: clinica, latente ou
persistente.Na forma clinica, sdo observadas lesbes benignas visiveis a olho nu,
como as verrugas genitais (condilomas), que se formam devido a proliferacdo das
células do epitélio escamoso, onde ocorre a replicagao do DNA do HPV (STOLER,
2003).

Na forma latente, o HPV sé pode ser detectado por meio da pesquisa do DNA viral,
ja que o individuo ndo manifesta nenhum sintoma clinico e possui citologia/histologia
normal. Nesse caso, o DNA viral ndo estd integrado ao genoma da célula
hospedeira, e sua replicagdo ocorre em niveis muito baixos. O periodo de laténcia
do virus ainda nédo é completamente compreendido (SCHIFFMAN, KJAER, 2003).

A entrada no estado latente pode explicar o surgimento de picos secundarios de
infeccdo em mulheres mais velhas (pés-menopausa) e em individuos HIV positivos
imunossuprimidos (SAWAYA et al., 2003; STRICKLER et al., 2005).

Na forma persistente, o genoma do HPV integra-se ao DNA da célula hospedeira,
desencadeando mecanismos cruciais para o desenvolvimento do cancer cervical
(STOLER, 2003).



Desenvolvimento do cancer cervical

O CCU se forma no fundo da vagina, na area conhecida como colo, sendo que cerca
de 90% dos casos surgem na zona de transformacao. Essa regiao € onde o epitélio
colunar, quando exposta a certas condi¢des fisiologicas da mulher, passa por uma
transformacado, sendo substituida pelo epitélio escamoso metaplasico. Existem dois
principais tipos histoléogicos de cancer, dependendo da origem do epitélio
comprometido: o carcinoma epidermoide, mais comum (90% dos casos), que afeta o
epitélio escamoso, e o adenocarcinoma, mais raro (10% dos casos), que afeta o
epitélio glandular (INCA, 2021).

Apds a entrada do virus nas células, inicia-se o processo de replicacao, resultando
no aumento do numero de copias virais dentro de cada célula. Alguns tipos de virus
mantém seu DNA de forma circular, ou seja, sem se integrarem ao genoma do
hospedeiro, produzindo lesées menos graves, como as verrugas genitais. Por outro
lado, outros tipos de virus causam a linearizacdo do seu DNA, tornando mais facil a
quebra em certas regides. Isso possibilita a integracdo com o genoma do
hospedeiro, resultando em lesdes mais graves, como o carcinoma (ALBRING;
BRETANO; VARGAS, 2006).

Logo apds a infecgdo, ocorre a expressao dos genes E1 e E2, desempenhando um
papel crucial no processo de replicagdo do virus e codificando proteinas que
regulam a expressao de oncogenes, 0s quais desencadearao o processo maligno.
Em células normais, existe o gene supressor tumoral p53, cuja fungcdo é corrigir
erros ou detectar células alteradas, direcionando-as para a apoptose, que é a morte
celular programada. Os oncogenes expressos na célula se ligam ao p53,
inativando-o e impedindo a morte das células alteradas na presencga do virus. Dessa
forma, inicia-se o processo de infecgao pelo HPV (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005;
ROSA et al., 2009).

Em um pequeno numero de casos em que a infecgdo persiste como o HPV
oncogénico, pode surgir lesdes precursoras. A identificacdo e o tratamento
adequado dessas lesdes podem prevenir a progressao do cancer cervical invasivo.

As lesdes cervicais precursoras evoluem em graus e podem ser categorizadas como



neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de graus | (lesdo de baixo grau), Il e lll (lesdes
de alto grau). Essa classificagao baseia-se na espessura do epitélio anormal, sendo
que quanto mais profundamente as células anormais alcangam da membrana basal

até a camada superior de células, maior € o grau da NIC (OPAS 2016).

Geralmente, a infec¢do transitoria, também conhecida como lesdo de baixo grau
(infeccdo por HPV e NIC 1), ocorre inicialmente e ira regredir espontaneamente na
maioria dos casos, como indicado no primeiro bloco da Figura 3. No entanto,
existem situagbes em que a progressdao ocorre, levando a fase em que sao
apresentadas como lesdes precursoras, ou seja, como lesdes de alto grau (NIC Il e
[II) com potencial de evolugdo para cancer invasivo, conforme ilustrado no segundo
bloco da figura 3 (GOTHWAL et al., 2020 ; HU et al., 2018; INCA, 2021).

Células Infecgao
normais por HPV

infeccao transitoria ) see

NIC Il NIC Il

s = progressao

Figura 3 - Progresséo do cancer do colo do utero. Fonte: INCA, 2021.

O cancer cervical em estagio inicial geralmente ndo manifesta sintomas. Quando
ocorrem sinais como secregdo, sangramento irregular ou sangramento apos
relagdes sexuais, a doenga pode estar em estagio avangado. A secregao vaginal no
cancer de colo do utero avangado aumenta gradualmente, tornando-se aquosa e
escura. Devido a necrose e infecgdo no tumor, ela apresenta um odor fétido
(IBIAPINA 2012).



Rastreio e diagnéstico do CCU
Exame citopatolégico (Papacicolaou)

O exame citopatoldgico, popularmente conhecido como exame de Papanicolau tem
sido a principal ferramenta para o rastreamento e diagndstico de casos de cancer do
colo do utero. Desenvolvido em 1943 por George N. Papanicolaou, o exame
demonstrou a capacidade de detectar células neoplasicas a partir de material de
esfregaco vaginal (BRENNA et al., 2001).

O Ministério da Saude recomenda que mulheres entre 25 e 64 anos, realizem o
exame regularmente. Se dois exames consecutivos apresentarem resultados

negativos, a frequéncia pode ser reduzida para cada 3 anos (INCA, 2016).

O procedimento do Papanicolaou comega com a coleta de células esfoliadas do colo
do utero, seguida pela realizagdo de um esfregago (Figura 4). Apds essa etapa, o
material € submetido a uma coloragao especial e, finalmente, € examinado por um
citopatologista. O objetivo € observar a presenga de células anormais que possam
indicar cancer uterino. Entre as principais anormalidades identificadas estéao
coilocitose, disqueratose, halo perinuclear e binucleacdo (ALVARENGA, 2000;
DERCHAIN; LONGATTO FILHO; SYRJANEN, 2005).

Papanicolau:
raspado de células
do colo de Gtero

Colo uterino visto
durante o exame
ginecolégico

Figura 4 — Exame de Papanicolaou. Fonte: SOLOMON, et al., 2009.



Colposcopia

A colposcopia é realizada por um aparelho conhecido como colposcépio, que
possibilita a visualizagcdo do colo do utero sob uma luz intensa, com ampliagao de 10
a 40 vezes. As imagens fornecidas permitem a deteccdo de pequenas alteragbes
que seriam dificeis de identificar sem o uso desse equipamento (Figura 5). Para
realgcar as areas a serem avaliadas, sdo empregados produtos quimicos e corantes.
Esse exame é recomendado para mulheres que obtiveram resultados anormais no
teste de Papanicolaou. A colposcopia fornece uma orientacdo mais precisa da

regido em que a bidpsia sera realizada (PITOL 2012).

Colposcopia

Figura 5 — Colposcopia. Fonte: HUDELIST, et al., 2004.

Em 2002, foi estabelecida uma classificagao internacional que ajuda na identificagao
de alteracbes de alto ou baixo grau visualizadas durante a colposcopia (Quadro 1).
Com base na localizagdo das areas alteradas, € realizada uma bidpsia para obter

um diagndstico abrangente (NAUD et al., 2006).



Quadro 1. Classificacdo Colposcopica da Federagdo Internacional de Patologia

Cervical e Colposcopia.

Classificagao

Observagao do exame

Metaplasia

- pontilhado fino
- mosaico regular

- area iodo negativa

Alteragdes de baixo grau

- pontilhado fino
- mosaico fino

- area iodo negativa

Alteragdes de alto grau

- epitélio denso

- pontilhado grosseiro
- mosaico grosseiro

- vasos atipicos

- area iodo negativa

Neoplasia invasora

- eroséo

- epitélio denso

- pontilhado grosseiro
- Mosaico grosseiro

- vasos atipicos

Miscelania

- Condiloma
- Ceratose

- Eroséo

- Inflamacgao
- Atrofia

- Pdlipo

Fonte: Adaptado de WALKER et al. (2003).




Exame histopatolégico

O exame histolégico ou anatomopatolégico (AP) se fundamenta nos critérios
arquitetdnicos e celulares, sendo considerado o padrdo-ouro para o diagnostico
morfolégico. Esse exame é conduzido em amostras retiradas de uma area suspeita
de lesdo ou malignidade. A nomenclatura empregada, como a classificacdo de
Richart, agrupa as lesbes intraepiteliais escamosas sob o termo neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), subdividindo-as em NIC I, Il e Ill, de acordo com a
gravidade da lesdo (REGO, 2022).

A classificacédo histopatoldgica atual € categorizada em graus |, Il e lll, dependendo
da proporcdo da espessura do epitélio que apresenta células maduras e
diferenciadas (INCA, 2016).

Na NIC |, a maturagdo esta presente em dois tergcos do epitélio, e as células
epiteliais apresentam atipias variaveis, incluindo o efeito citopatico do HPV
(coilocitose). Na NIC Il, a maturagao esta presente em mais da metade do epitélio, e
a atipia nuclear é evidente em ambas as camadas epiteliais. Ja na NIC lll, a
maturacdo pode estar ausente ou restrita ao tergo superior do epitélio.
Anormalidades nucleares estdo presentes na maioria ou em toda a espessura do
epitélio, com figuras mitoticas encontradas em todos os niveis do epitélio e mitoses
atipicas sendo frequentes(CANTU, 2022).

O diagnéstico de carcinoma escamoso microinvasivo € determinado pela
profundidade da invasédo do estroma, sendo atribuido um limite superior, variando de
3 a 5 milimetros de acordo com a literatura. O carcinoma invasor de células
escamosas € composto por células escamosas com graus variados de diferenciagao
(SELLORS, SANKARANARAYANAN, 2003).

Imunohistoquimica

Essa técnica se baseia na ligacdo especifica entre antigeno e anticorpo, onde o

antigeno € uma proteina que se deseja detectar e o anticorpo € capaz de



reconhecer essa proteina, resultando num complexo antigeno-anticorpo especifico.
A detecgao pode ocorrer de forma direta, através da identificagdo do cromdgeno
realizada por uma enzima catalitica vinculada ao anticorpo (reacao direta), ou de
forma indireta, por meio da adicdo de outro anticorpo, associada a uma enzima
catalitica, que se liga ao complexo primario (reagao indireta). O resultado final
consiste em um tecido marcado com a cor especifica do cromdgeno, onde os
antigenos desejados estao presentes (Figura 6) (CAPELOZZI VL, 2009).

IMUNO -HISTOQUIMICA

4 N

Método Direto o Método Indireto

ﬂ | Interagdo anticorpo antigénio | ﬂ
Utilizacdo de anticorpo
Utilizagdo de um sé primério e anticorpo

4

anticorpo secundario

’ Permite determinar a presenca de proteinas |

Maior Amplificagdo do sinal

Figura 6. Esquema representativo da técnica de Imuno-histoquimica. Fonte: MUNIZ,
CORREIA, 2009.

A metodologia do exame de imunohistoquimica (IHQ) para a deteccdo de
marcadores tumorais no cancer de colo do utero compreende diversas etapas
fundamentais. Inicialmente, a obtengao de amostras cervicais por bidpsia ou exciséo
€ realizada, seguida pela fixacdo do tecido em formalina para preservar sua
morfologia. Posteriormente, as amostras s&o incluidas em parafina, permitindo o
corte em secgdes finas para a aplicagdo dos reagentes de imuno-histoquimica
(SALLES, 2009).

O processo continua com a desparafinizagao, removendo a parafina para expor os
antigenos presentes nos tecidos. Em seguida, é realizado o bloqueio enddgeno,
visando prevenir interagcdes indesejadas dos anticorpos. A aplicagao dos anticorpos
especificos para os marcadores desejados, como P53, P16 e Ki-67, ocorre na etapa
seguinte, formando o complexo antigeno-anticorpo (FERRO, 2014).
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A reagdo antigeno-anticorpo € entdo visualizada de duas maneiras principais: direta
e indireta. Na reacdo direta, a enzima catalitica vinculada ao anticorpo direto inicia
uma reagao quimica. Ja na reacdo indireta, um segundo anticorpo com enzima
catalitica é adicionado, intensificando a sinalizagdo. A revelagdo com cromogeno
adiciona cor ao tecido, indicando a presenga dos antigenos desejados (SALLES,
2009; PIATO, 2008).

Biomarcadores

Nos ultimos anos, os biomarcadores tém tido notoriedade e vem sendo estudados
para auxiliar na identificacdo de lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau. Ja é
inequivoco que estes biomarcadores podem ser incorporados nos exames
histopatolégicos com finalidade de expandir a sensibilidade na detec¢éo de lesdo de
alto grau em bidpsias. Uma série de proteinas vém sendo relacionadas a
mecanismos que envolvem a carcinogénese cervical e sado propostas como
marcadores da doenca, dentre estas destaca-se a proteina supressora de tumor p16
e os marcadores de proliferagcéo celular Ki-67 e p53 (MELO, UTAGAWA 2021; MELO
2018).

P53

O TP53, conhecido como gene supressor tumoral e considerado o "guardido do
genoma", desempenha um papel central na preservagao da integridade gendmica,
prevenindo mutacgdes. Este gene esta localizado no brago curto do cromossomo 17
(17p13.1) e codifica uma proteina chamada p53, devido ao seu peso molecular de
53 kDa. Com 20 kb de comprimento, o gene possui 11 éxons, sendo o primeiro
nao-codificante e altamente conservado, demonstrando homologia estrutural entre
diferentes espécies (BARBOSA, 2007; SALAZAR, 2022).

Em muitos tecidos, a p53 é expressa como uma proteina com fungado reguladora,
capaz de mediar efeitos antiproliferativos, incluindo regulagao transcricional, reparo
de DNA, apoptose (morte celular programada), diferenciagdo e angiogénese.
Estima-se que, em média, cerca de 200 genes no genoma humano sejam

provavelmente regulados pela proteina p53 (SALAZAR 2022).
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A p53 desempenha um papel crucial no controle celular, atuando principalmente ao
final da fase G1 do ciclo celular, onde regula a transi¢ao de G1 para S. Nesse ponto,
ela bloqueia a progressao do ciclo em resposta a danos no DNA e condigbes
desfavoraveis (RAVEN et al., 2014).

Quando uma célula sofre danos no DNA, a p53 é ativada por outra proteina,
resultando na interrupcdo do ciclo celular no final da fase G1 e desencadeando a
producao de um inibidor do ciclo celular. Essa pausa no ciclo fornece tempo para
corrigir possiveis danos no DNA, uma fungdo mediada pela p53, que ativa enzimas
de reparo do DNA. Se os danos forem corrigidos, a célula é liberada pela proteina
para avangar para a proxima fase do ciclo celular. No entanto, se os danos nao
puderem ser corrigidos, a p53 assume um terceiro papel, desencadeando a
apoptose (morte celular programada). Esse processo impede que o DNA danificado
seja herdado pela célula filha (DERRY et al., 2001).

Durante o ciclo celular normal, o p53 atua ativando a sintese da proteina p21, que
interage com o receptor de CDK2, estimulando a divisdo celular. Quando o p21
forma complexo como o CDK2, a célula é impedida de progredir para a proxima fase
do ciclo celular. Em caso de mutagédo, o p53 deixa de ativar a produgéo do p21,
resultando em um processo descontrolado de diviséo celular, o que pode contribuir
para o desenvolvimento de tumores. No ciclo celular, a proteina CDKN1A se associa
a Ciclina D e é um componente essencial do complexo ativo da Ciclina D com seus
CDKs (LIMA et al., 2006).

Além de desempenhar o papel de regulador da transcricio de genes
pré-apoptoticos, o p53 também atua como repressor transcricional de genes
antiapoptoticos, como o BCL-2. Por meio de interacdes diretas proteina-proteina, a
p53 pode se ligar a proteinas reguladoras apoptéticas e estimular o processo
apoptético (CHIPUK et al.,2006).

A Figura 7 descreve de forma mais abrangente as principais fungdes mediadas por
p53.
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Figura 7. Principais fungbes bioldgicas de p53. Fonte: Vousden et al. (2009).

Entre os mecanismos utilizados pelo Papilomavirus Humano (HPV), destaca-se a
oncoproteina EG, expressa durante uma infecgao viral e que tem a capacidade de se
ligar ao E6-AP (E6-associated protein), um componente da familia E3 ubiquitina
ligase. Essa interagao resulta na formagdo de um complexo com a p53, levando a
manipulacdo proteolitica desta por meio da via da ubiquitina-proteassoma. Esse
processo bloqueia genes associados a aparéncia apoptotica, contribuindo para a
instabilidade genémica (LIMA et al., 2013).

Para o agente infeccioso, esse efeito pode aliviar as restricbes na propriedade de
DNA, permitindo sua replicagdo. Foi notado que a indugédo da manipulagao da p53 €
uma caracteristica exclusiva da E6 de gendtipos de alto risco (GHITTONI et al.,
2009).

A p53 é altamente eficaz na prevencdo do desenvolvimento de tumores, sendo
inativada em praticamente todas as células cancerosas humanas. Em
aproximadamente metade dos casos de cancer humano, a inativagdo ocorre
diretamente por meio de mutagées no gene p53. Nos demais casos, a atividade da
p53 é suprimida devido a disfungdes nas vias associadas a ela (VOGELSTEIN,
2010).



Figura 8. Expressao P53; A, B, C e D: epitélio de cancer cervical invasivo. (Um negativo; (B)
menos de 5% de positividade de coloragao nuclear; (C) 5% a 25% de positividade de
coloracao nuclear; (D) superior a 25% (FastRed, mancha vermelha; Mag 40x, Fig A
Mag.20x Fonte: Amaro, 2013.

P16

A proteina P16 age como um supressor tumoral inibindo as quinases dependentes
de ciclina-INK4. A p16 é expressa para interromper o ciclo celular diante a estresses
genbmicos, induzindo apoptose. Sendo assim pode ser visivel raros focos de
expressao da proteina em coloragdo imunohistoquimica em pequenas porcdes de
epitélios escamosos e metaplasicos normais (Figura 9). Porém se esse gene for
expressado mal, modificado ou inativo, pode ter relacdo com o surgimento de
tumores com malignidade, como o cancer cervical (FEITOZA, OLIVEIRA,
CARVALHO, ANDRADE 2023; MUNHOZ 2009;ANGHEBEM-OLIVEIRA, MERLIN
2010).



Figura 9. Carcinoma de células escamosas in situ com envolvimento glandular e reatividade
intensa ao p16 nos nucleos e no citoplasma. Fonte: JEDPIYAWONGSE et al. 2008.

A detecgdo de p16 por imuno-histoquimica é bastante sensivel para identificar
infeccdes pelo HPV de alto risco, que esta conexo ao cancer cervical. A proteina E7
liga-se a pRb (proteina retinoblastoma), o que resulta na progressao acelerada do
ciclo celular e perda de controle sobre a integridade do DNA. P16 € um importante
indicador da atividade oncogénica da proteina E7 do HPV, os niveis elevados da
proteina sao indicadores de uma possivel progressdo do cancer (NASCIMENTO
2023).

Ki-67

O antigeno Ki-67 foi identificado na década de 1980, como um antigeno associado a
proliferagao celular, esta presente no nucleo das células e é expresso durante todas
as fases ativas do ciclo (G1, S, G2 e M). Essa proteina pode ser expressa
normalmente no epitélio escamoso do colo uterino, sendo restringida as células das
camadas basais, pois estdo em renovagao constante. Portanto a deteccdo dessa
marcagao em outras camadas sugere que ha uma desregulacdo do ciclo celular

podendo estar relacionada a presenca de tumores e malignidade (LI et al. 2015;



PONTES 2017; SILVA et al. 2017).

A interagdo de E6 e E7 do HPV no DNA da célula hospedeira acarreta uma
desregulacdo do ciclo celular, que ocasiona anormalidades na expressdo da
proteina. A proliferacdo descontrolada marcada pelo Ki-67 pode servir como método
diagndstico para o cancer (MUNHOZ 2009).

Figura 10. Expressao do Ki-67; A, B e C: epitélio controle; D, E e F: epitélio de cancer
cervical invasivo. (Um negativo; (B) Coloracdo positiva estrita na camada basal; (C)
coloragao positiva na camada basal e intermediaria; (D) menos de 25% de células positivas
em todo o epitélio; (E) 25-50% de células positivas em todo o epitélio; (F) mais de 50% de
células positivas em todo o epitélio (DAB, coloracdo marrom; Mag. 40%. Fonte: Amaro, 2013.

Aplicacgao clinica

A aplicagédo clinica de biomarcadores tem se destacado como uma abordagem
promissora, proporcionando avangos substanciais na detecgdo, progndstico e
tratamento dessa doenca. Os biomarcadores P53, P16 e Ki-67 tém sido
incorporados de maneira eficaz na pratica clinica para o diagndstico precoce do
cancer cervical. A presenga de mutagdes no gene P53, muitas vezes inativado pelas
oncoproteinas E6 do HPV, serve como um indicador crucial para a progressdo do
cancer. Da mesma forma, a expressao elevada de P16, esta associada as infec¢des
pelo HPV de alto risco, e o0 aumento do antigeno Ki-67, indica proliferacéo celular
descontrolada, sendo marcadores importantes na identificagdo de lesdes
precursoras (TERMINI, VILA 2008).



A deteccdo de expressao anormal desses marcadores proporciona informacdes
sobre a gravidade da doenga, permitindo a adequacao de estratégias de tratamento
de maneira mais personalizada (CAROBELI, ALBUQUERQUE 2023).

A analise de biomarcadores oferece também informagdes progndsticas do cancer de
colo uterino. Como a mutagdées no gene P53, que pode estar relacionada a um pior
prognéstico, indicando maior probabilidade de recorréncia da doenga ou resisténcia
ao tratamento. Essas informacbes ajudam a orientar as decisdes clinicas,
melhorando a previsdo do curso da doenca e contribuindo para uma abordagem
mais informada na gestdo do céancer cervical. A compreensao aprofundada dos
biomarcadores também abre caminho para o desenvolvimento de novas terapias
direcionadas. O conhecimento dos mecanismos moleculares subjacentes, como as
interacdes entre o HPV e as proteinas celulares, possibilita a identificagdo de alvos
terapéuticos especificos. Essa abordagem direcionada oferece a perspectiva de
tratamentos mais eficazes e menos invasivos para o cancer de colo uterino (COSTA
et al. 2023).

CONCLUSAO

A investigacdo sobre biomarcadores no diagnostico e rastreamento do cancer de
colo do utero é de extrema importancia diante da significativa prevaléncia e impacto
dessa doencga na saude da mulher. O cancer cervical, associado principalmente a

infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), € um desafio de saude publica no

Brasil, especialmente nas regides Norte e Nordeste.

A revisdo da literatura realizada neste trabalho destacou a relevancia de
biomarcadores como p53, p16 e Ki-67 na deteccdo e avaliagédo do prognostico do
cancer cervical. A utilizacdo desses biomarcadores na pratica clinica tem mostrado
correlagdo significativa com lesbes cervicais pré-cancerosas e diagnosticos de
cancer de colo do utero. Além disso, eles desempenham um papel crucial no
aprimoramento da sensibilidade na deteccdo de lesGes de alto grau em bidpsias,
fornecendo informagdes valiosas para orientar decisdes clinicas e agdes

preventivas.



Em suma, o entendimento e a aplicacdo desses biomarcadores na pratica clinica,
juntamente com estratégias de prevengdo como a vacinagdao e o rastreamento
adequado, podem desempenhar um papel crucial na redugcdo da incidéncia e
mortalidade relacionadas ao céancer cervical. O aprimoramento continuo dessas
abordagens € essencial para avangar no controle efetivo dessa doenga e promover

a saude das mulheres.
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