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UTILIZAGAO DA DUPLA EXPRESSAO DO BIOMARCADOR Ki-67 E DO SUPRESSOR
TUMORAL p16 NA CONFIRMAGAO DA INFECGAO PELO PAPILOMA VIRUS

HUMANO (HPV) EM AMOSTRAS CITOLOGICAS CERVICOVAGINAIS

Makoto Oya Junior’, Cleber Rafael Vieira da Costa?, Michelli Aparecida Bertolazo da Silva®

Resumo

O cancer do colo do utero é a quarta neoplasia que mais mata mulheres em todo o mundo, levando a ébito
milhares de mulheres todos os anos, principalmente em paises subdesenvolvidos, onde essa quantidade seria
muito maior ndo fosse a descoberta do Papanicolau, exame que tem como objetivo observar as células do
colo uterino e entao detectar lesdes que possam ser causadas pelo HPV, responsavel por todas os neoplasias
que afetam o colo uterino. O HPV é considerado uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), e com o
avango da medicina varios métodos de deteccado do HPV, vem sendo criados com foco para os genétipos
16 e 18 considerados de alto risco e que estdo presentes em 70% dos tumores do colo do uUtero. Entender o
funcionamento do virus e como 0 mesmo interage com as células do organismo a fim de se multiplicar, tem
impactante importancia na descoberta de técnicas que confirmem sua presenga em determinada amostra.
Este estudo através da literatura, buscou colher evidéncias para determinar a eficiéncia das proteinas p16
e Ki-67 duplamente marcadas em amostras citolégicas HPV positivas, e assim determinar uma correlagao
em relagcéo ao processo de quebra do ciclo celular e multiplicacédo celular que o virus causa. Os resultados
revelaram que a proteina p16 é superexpressada na presenga do HPV e a proteina Ki-67 tem sua expressao
diretamente relacionada a extensdo da lesdo. Em conclusao, as lesdes de alto grau tiveram a dupla expressao
de p16 e Ki-67 significativamente maior em relacao as lesdes de baixo grau, comprovando entéo a eficiéncia
dessas proteinas em confirmar a presencga do virus, estadiamento da lesdo e ainda se o HPV presente na
amostra é de alto ou baixo grau podendo ser utilizadas como método de triagem.

Palavras-chave: Ciclo celular. Cancer uterino. Citologia.

Abstract

Cervical cancer is the fourth largest cancer that kills women worldwide killing thousands of women every year,
especially in underdeveloped countries where that amount would be much larger if it weren’t for the discovery
of the Pap smear, an exam that aims to observe cervical cells and thus detect lesions that may be caused by
HPV, responsible for all cancers affecting the cervix. HPV is considered a sexually transmitted infection (STI)
and with the advancement of medicine several methods of HPV detection have been created, focusing on high
risk genotypes 16 and 18, which are present in 70% of cervical tumors. Understand how the virus works and
how it interacts with the body’s cells in order to multiply, has important impact in the discovery of techniques
that confirm their presence in a given sample. This study through the literature sought to gather evidence to
determine the efficiency of proteins p16 and Ki-67 double-labeled in HPV positive samples, and thus determine
a correlation with the cell cycle breakdown and cell multiplication process that the virus causes. The results
revealed that protein p16 is overexpressed in the presence of HPV and protein Ki-67 has its expression
directly related to the extent of the lesion. In conclusion high-grade lesions had significantly higher p16 and
Ki-67 double expression than low-grade lesions, thus proving the efficiency of these proteins in confirming the
presence of the virus, staging of the lesion and whether the HPV present in the sample is high or low grade
and thus can be used as screening method.
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Atualmente o cancer do colo do utero, ocupa o quarto lugar em incidéncia entre as mulheres
no mundo todo, em 2018 foram registrados cerca de 570 mil novos casos, isso representa 7,5 % de
todas as mortes por essa neoplasia entre as mulheres, e a cada ano ha uma estimativa de 311 mil
mortes, a maioria dessas mortes ocorre em regidées menos favorecidas do mundo, representando
85% dos obitos, em 2017 no Brasil, houve 6.385 mortes pelo cancer do colo do utero segundo o
instituto nacional do cancer (INCA), esse numero representa 6,2 % do total, e em 2018 foi registrado
16.370 novos casos desse tipo de cancer, representando 8,1 % do total de neoplasias (PANORAMA,
2019, ESTATISTICAS, 2019).

O céncer de colo do utero é causado pelo papiloma virus humano (HPV) que compreende
inumeros tipos ou genaotipos, dentre eles os mais comuns s&o 16, 18, 58, 52, e 31, destes ha dois
gue sao considerados os mais oncogénicos o 16 e o 18, as infecgdes atingem mais frequentemente
mulheres com idade entre 25 e 45 anos, tais infecgbes em sua maioria regridem sem a necessidade
de tratamento médico. As infeccdes persistentes estao associadas ao desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) (KOSS, 2006, SIEGLER et al., 2017, BAPTISTA et al., 2019).

O HPV causa lesdes clinicas e subclinicas, as lesbes clinicas podem ser notadas pelo préprio
paciente ou em consultério pelo médico, estas sdo denominadas de condilomas acuminados e sao
associadas aos tipos de HPV considerados ndo oncogénicos 6 e 11 causadores de lesdes de baixo
grau, ja as lesbes subclinicas ndo sao visiveis e além de causar o aparecimento de condilomas
acuminados, causam lesbes precursoras do desenvolvimento do cancer do colo do utero, sendo
associadas aos tipos de HPV oncogénicos 16 e18, responsaveis pelas lesdes de alto grau (SINAIS,
2019, QUAIS SAQ, 2019).

Existem varias formas para detectar a presencga de lesdes associadas a infecgao pelo HPV,
a mais utilizada é através do comparecimento anual ao ginecologista, onde é realizado o exame
de Papanicolau, para avaliagdo da morfologia das células da jun¢cdo escamo colunar (JEC) através
da citopatologia, outra forma é a prevencao através da vacinagédo contra os tipos de HPV mais
prevalentes em lesdes de baixo grau, 6 e 11 ndo oncogénicos, e os presentes em lesdes de alto grau,
16 e 18 oncogénicos, além de exames moleculares como o flow CHIP, método capaz de identificar
36 tipos de HPV, compreendendo 18 de alto risco e 18 de baixo risco, o que torna o tratamento e
acompanhamento de pacientes muito mais especificos (HERRAEZ et al.,2013, FALCAO et al., 2014).

A dupla expressao das proteinas p16 e Ki-67 também pode ser usada como um método de
triagem, para a detecgéo do virus HPV, pois através de suas marcacgdes € possivel garantir a presencga
do virus em um determinado exame, uma vez que esses dois marcadores nao se expressam juntos
em situagoes fisioldgicas (CELEWICZ et al., 2018).

O objetivo deste trabalho é descrever e avaliar através de revisao literaria a utilizacdo do
supressor tumoral p16 e do marcador de proliferagao celular Ki-67, duplamente expressos em exames
positivos para lesdes de alto e baixo grau no colo do Utero para confirmar a presenca dos tipos mais
oncogénicos do HPV (16 e 18).

1. Introducao
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2. Metodologia

O presente trabalho € uma revisao literaria sobre a infecgao por HPV e a interagao do supressor
tumoral p16 e do marcador de proliferacao celular Ki-67, onde as bases de dados consultadas foram:
INCA, Ministério da saude, Scielo, Pubmed, Goggle scholar e para selecionar os artigos e textos
foram utilizadosos seguintes descritores: HPV, Ki-67, p16, citologia cervico vaginal, imunocitoquimica
e termos correspondentes em inglés. O periodo da pesquisa bibliografica foi realizado entre julho de
2019 a dezembro de 2019, e a revisao contou com trabalhos dos ultimos onze anos.

3. Discussao
3.1 HPV

O papiloma virus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae e seu DNA de fita dupla
contém inumeras regides, que desempenham varias funcgdes, entre elas a regido precoce (E-early)
onde sao produzidas as proteinas de replicacdo E1, E2, E6 e E7 e a regiao tardia (L- /ate) local de
producao das proteinas L1 e L2 da capsula viral, as proteinas E1 e E2 sdo o elo de ligagdo do virus
com o DNA da célula invadida, apds essa interacéo virus-célula as regides do controle mitético
da célula sofreram uma conexao pelas proteinas E6 e E7, que quebram esse controle do ciclo
celular, ocasionando a proliferacdo descontrolada de células contendo material viral que deveriam
ser impedidas de continuar por apresentarem defeito, a proteina L1 € hoje usada para a produgéo
das vacinas contra o HPV (ROSA et al., 2009, ALMEIDA et al., 2019, ESTEVAO et al., 2019).

Existem mais de 200 gendtipos de HPV descobertos, e dentre estes 40 espécies afetam
o ser humano, sendo classificados em HPV de alto risco oncogénico de acordo com a Agencia
Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC), os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 e 66, os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44 e 54, sao considerados de baixo grau e ndo oncogénicos,
as lesbes causadas pelo HPV em sua grande maioria regridem sem necessidade de tratamento,
o principal problema sao infecgdes persistentes pelos HPVs de alto grau, mais especificamente os
tipos 16 e 18, que estao presentes em 70% dos carcinomas espinocelular cervical invasivo (SCC)
em todo o mundo, além disso provocam tumores em varios locais como o canal anal, a vulva, o
pénis, a vagina e cancer em orofaringe, os HPVs de baixo grau 6 e 11, sao responsaveis pelas
verrugas genitais ou condilomas acuminados (EGAWA, DOORBAR, 2017, RIBEIRO, CAODAGLIO
e SICHERO, 2018, YETE, D’'SOUZA e SARANATH, 2018).

A infecgao pelo HPV mais especificamente se da através da camada basal do epitélio, pois
sdo células que estdo em constante replicacao, fornecendo um cenario ideal para o HPV se replicar,
a exposicdo da camada basal acontece durante a relacdo sexual que causa pequenas lesbes
expondo o epitélio e locais onde seu acesso é facilitado como a jungéo escamo colunar (SCJ) do
colo uterino, regido em constante replicacéo e transicdo das células glandulares para escamosas
(GRAHAM, 2017, PRATI, MARANGONI e BOCCARDO, 2018).
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3.2 Citologia cervicovaginal

O cancer do colo do utero € um problema mundial de saude publica que atinge principalmente
paises em desenvolvimento, devido a falta de conhecimento e / ou a falta de condi¢des financeiras,
programas gratuitos de rastreamento do cancer do colo do utero através da citologia cervicovaginal
sdo de grande valia, pois ainda existem mulheres que nunca fizeram um exame de esfregaco
cervicovaginal e dados demonstram que as lesdes encontradas nessa populagdo mais carente
chegou a ser 11 vezes maior, se comparado a populagdo com melhores condigbes financeiras
(TING et al., 2017).

A participacao do citologista na prevengao do cancer de colo do utero é de muita importancia,
pois ainda € um método de triagem muito utilizado para a detecgao de lesées no colo do utero que
possam vir a ser causadas pelo HPV através da visualizagao morfologica das células, e desde sua
descoberta e utilizacdo o numero de ébitos causados por esse tipo de cancer diminuiu drasticamente,
principalmente porque essas mulheres comegaram a ser acompanhadas periodicamente, alem do
baixo custo financeiro do exame (MITTELDORF, 2016).

O sistema de classificagao Bethesda foi criado em 1988 com o intuito de facilitar a compreensao
e a nomenclatura com relag&o a citologia cervico vaginal, e conta com duas revisées, em 1991
o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC)foi substituido por lesdo intraepitelial (LIE), que foi
subdividido em dois grupos: lesdo escamosa de baixo grau (LSIL) para NICI e lesao escamosa de
alto grau (HSIL) para NICII e NICIII, e a segunda em 2001, que subdividiu a nomenclatura ASCUS
em atipias ndo neoplasicas (ASC-US), e aquelas que nao se descarta lesdo de alto grau (ASC-H)
(BETHESDA, 1997, CARVALHO e QUEIROZ, 2010).

O exame de Papanicolau além de ser econdmico, € eficaz na deteccao precoce de lesdes
pré-malignas e malignas do colo do utero e para determinar sua eficacia, um estudo foi realizado
com amostras de Papanicolau e biopsia cervical e as conclusdes demonstraram boa relagao entre
os resultados da citologia e da biopsia cervical (DHAKAL et al., 2016).

3.3 Ki-67

A Ki-67 é uma proteina que esta presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, estando
ausente somente na fase GO e sua expressao depende de ciclinas (Cdks), em tumores malignos
onde o aumento excessivo da proliferacao celular é abundante, a expressao da Ki-67 aumenta
na mesma proporgao a tornando um excelente marcador tumoral, além disso ha muitos trabalhos
realizados acerca de seu valor como marcador de proliferacao celular em diversos tecidos do corpo
humano (LI et al., 2014, SUN e KAUFMAN, 2018).

A Ki-67 pode ser usada quantitativamente na neoplasia intraepitelial cervical (NIC), ao se
analisar 106 casos, com nucleos previamente marcados com Ki-67 em trés camadas do epitélio e
por reacao em cadeia da polimerase para verificar o genoétipo do HPV, os resultados demonstraram
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que nas amostras que continham HPV de alto risco (NIC I, NIC Il e NICIIl), o numero de nucleos
positivos para Ki-67 por membrana basal foi maior em relagcdo as amostras negativas para HPV
e para HPV de baixo risco e a maior quantidade de nucleos marcados estavam localizados nas
camadas intermediarias e superiores do epitélio, com esse resultado é possivel predizer infeccbes
por HPV de alto risco, diferenciar lesbes reativas de displasias e auxiliar na classificacao das NICs
(MIMICA et al., 2010, MENDONCA et al., 2012).

A fim de demonstrar a correlagdo entre o0 marcador de proliferacao celular Ki-67 junto a
interleucina 10 (IL-10) e a infecgdo pelo HPV, 110 pacientes dos quais 36 diagnosticados com
cancer do colo do utero, 74 com neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e 30 pacientes com cervicite
cronica utilizados como controle, os resultados demonstraram que o nivel de expressao de Ki-67
e a IL-10 nas amostras positivas para cancer cervical e NIC foram significativamente maiores se
comparados ao grupo controle, o grupo positivo para cancer cervical, NICIl e NICIII, obteve uma
expressao de Ki-67 e IL-10 superior ao grupo NICI (p<0,05) e ainda a expressao de Ki-67 e IL-10
obteve uma relagéo positiva com a infec¢ao pelo HPV (r = 0,783 ou 0,712, p<0,05), isso demonstra
gue quanto maior é o grau de infecgao pelo HPV maior € a expresséao de Ki-67 e IL-10, podendo ser
utilizados para rastrear a infecgao pelo HPV (SOUZA et al., 2011, MIN, PU e GU, 2018).

3.4p16

A proteina p16 exerce uma das fungdes vitais no ciclo celular quanto a suprimir que uma célula
defeituosa avance no processo de divisdo, isso porque ela faz parte de uma classe de inibidores
de quinases dependentes de ciclinas (Cdks), a p16 suprime o avancgo celular ao tomar o lugar da
ciclina D no complexo ciclina D/CDK4, ao inviabilizar essa conexao a p16 paralisa o ciclo celular em
G1, uma vez que a fosforilizagdo de pRb nao ocorre (QUEIROZ et al., 2009, KOTAKE et al., 2015).

A avaliagéo de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) e lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LSIL), sdo de dificil diagnostico pois podem ter inimeros causadores
além do HPV, em estudo realizado com 131 amostras de citologia liquida, das quais 86 eram ASCUS
e 45 LSIL, foram submetidas a marcagao imunocitoquimica pela p16 e ao teste de DNA HR-HPV
(HC2) para posterior comparacéo, os resultados demonstraram uma especificidade e precisao de
p16 superior ao do DNA HR-HPV (HC2), quanto a prever neoplasia intraepitelial cervical de alto
grau (NIC) e cancer cervical, podendo assim ser utilizado para triagem de mulheres com ASCUS e
LSIL (MA et al., 2011, ELEUTERIO et al., 2017).

O supressor tumoral p16 pode ser usado para identificar lesdes de alto grau em lesdes
indeterminadas, em estudo realizado no Sudao o objetivo principal foi avaliar a expressao de p16
no carcinoma espinocelular (CEC) do colo uterino, ao submeter 90 amostras com cancer do colo do
utero a marcacao com p16, a expressao de p16 foi maior para CEC do que em outras neoplasias
pelo HPV, revelando uma positividade rara uma vez que o HPV indica sua presencga em displasias
€ nao em carcinoma cervical franco e ainda positiva correlagao entre p16, CEC e outras neoplasias
cervicais (GONCALVES et al., 2017, SARWATH et al., 2017).
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3.5 Dupla expresséo das proteinas Ki-67 e p16

As neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), que em sua maioria sédo causadas pelo virus
HPV, séo lesdes graves que devem ser tratadas com rapidez, pois infec¢des persistentes tendem a
nao regredir levando a paciente a passar por procedimentos mais invasivos, porem ha casos em que
essas lesdes nao tem correlagdo com o virus, apresentando questionamentos por parte do médico
patologista, para elucidar esses questionamentos se faz uso de marcadores moleculares, quando
um tecido apresenta anomalias em seu desenvolvimento ou seja displasia a proteina supressora
tumoral (p16) tem uma intensa expressao e devido a essa caracteristica se torna util nos casos
de lesbes cervicais graves e nas lesbes cervicais leves avaliar seu desenvolvimento, a proteina
Ki-67 esta expressa no ciclo celular sendo de grande valia no estadiamento da lesao (GOULART,
GONCALVES e DASILVA, 2017).

A dupla expresséao de Ki-67 / p16 em marcagdes imunocitoquimicas, se da através do uso de
anticorpos anti-p16 e anticorpos monoclonais anti-Ki-67, que conferem cor a cada proteina, a p16
que esta presente no citoplasma fica marrom e a Ki-67 presente no nucleo fica vermelha, exames
de pacientes femininas com idade <30 anos e entre 30 e 64, tiveram seus exames submetidos
a citologia de dupla expressédo de Ki-67 / p16, os resultados demonstraram que em pacientes
submetidas a exames citologicos, as lesées de alto grau (ASC-H e HSIL), resultaram em uma maior
expressao de Ki-67 / p16, em contrapartida as lesdes de baixo grau (ASC-US e LSIL) resultaram em
menor dupla expressao de Ki-67 / p16, estes resultados demonstraram que lesdes de baixo grau de
pacientes marcadas pela dupla expressao de Ki-67 e p16, ndo precisam esperar outras avaliagdes
| - indo direto ao tratamento, assim como pacientes que tiveram

= esta dupla expressao de Ki-67 / p16 negativa ndo necessitarem

- - L de exames complementares, devido a maior especificidade
comparado a citologia convencional (CELEWICZ et al., 2018).

+ FIGURA 1. Exemplos de citologia de dupla coloragéo p16 / Ki-67 séo
& L] mostrados para células epiteliais cervicais de dupla imuno-reatividade que
’ caracterizam-se por um sinal citoplasmatico marrom para superexpressao
b de p16 e um sinal nuclear vermelho para expressao de Ki-67 na mesma
célula. A coloragao nuclear marrom de p16 é tipicamente sobreposta em
células imunorreativas duplas pelo forte sinal nuclear do corante Fast Red.
A presenca de pelo menos uma célula imuno-reativa p16 / Ki-67 em uma
preparacéo de lamina de citologia cervical define um resultado de teste
positivo, independentemente da interpretacdo da morfologia. Resultados
positivos do teste de citologia de dupla coloragéo p16 / Ki-67 sdo mostrados
(aumento de 100) para células categorizadas como (A) células escamosas
atipicas de significado indeterminado (ASC-US), (B) leséo intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL), e (C) lesao intraepitelial escamosa de alto
- grau (HSIL).
c - FONTE: SCHMIDT et al., 2011

§
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O cancer de colo do utero é associado a infeccéo persistente pelo virus HPV, e tem cada
vez mais atingido mulheres em idade antes n&o citadas, as lesdes de baixo grau (LSIL ou NICI),
séo lesdes que tem um bom progndéstico, ja as lesdes de alto grau ( HSIL, NICIl e NICIIl ), tem
progndstico ruim e geralmente levam as pacientes a terem que realizar procedimentos cirurgicos.
Estudos mostram que mulheres com lesdes de baixo grau, alto grau e carcinoma do colo do utero,
tiveram seus exames histolégicos submetidos a marcagao imuno-histoquimica pelas proteinas Ki-
67 / p16, e os resultados demonstraram que a intensidade da expressdo combinada de ambas as
proteinas foram proporcionais a extensao da leséo, esse resultado revela a grande capacidade
dessas proteinas serem usadas como método de triagem, principalmente em pacientes que
apresentam alto risco de desenvolver lesdes de alto grau (SHI et al., 2019).

O uso da genotipagem para avaliacao de lesdes de alto grau em infecgdes transitérias pelo
HPV demonstrou baixa especificidade quando realizadas em mulheres abaixo dos 30 anos, em
estudo realizado com 310 pacientes os resultados apresentaram que nas amostras marcadas
com p16 / Ki-67, as pacientes com lesdes indeterminadas (ASCUS) obtiveram resultados quanto a
sensibilidade e especificidade de 66% e 93% respectivamente, assim como as lesdes de baixo grau
(LSIL) que foram de 59% e 79%, demonstrando uma maior especificidade dessa dupla expresséo
em mulheres com menos de 30 anos em comparagao com a genotipagem do HPV (PIRTEA et al.,
2018).

Conclusao

A expressao do supressor tumoral p16 s6 acontece quando uma célula defeituosa tenta
quebrar o ciclo de divisdo, sendo acionada e impedindo a continuagéo do processo em GO, o HPV
de alto risco por ser muito agressivo causa uma superexpressao de p16, e essa agressividade
do virus se reflete no marcador de proliferacdo celular Ki-67 que novamente é superexpresso na
presenca o HPV de alto risco, a p16 somente se expressa em células que precisem de reparo € a
Ki-67 esta presente na divisao celular fisioldgica, a expressao das duas proteinas ao mesmo tempo,
revela que uma célula com problemas esta quebrando o bloqueio e se multiplicando.

Com base no que foi apresentado, a utilizacdo das proteinas p16 e Ki-67 duplamente
expressas em amostras de lesdes do colo do utero, marcadas na cor marrom para p16 presente no
citoplasma e vermelha para Ki-67 presente no nucleo, ndo somente confirma a presenca do HPV,
como também se o virus é de alto ou baixo grau pela quantidade de células marcadas, e ainda o
estadiamento da lesdo podendo ser utilizadas como método de triagem para o HPV, contudo mais
estudos com essas proteinas e a sua relagcdo com o HPV devem ser realizados.

Uma das areas da biomedicina € a citologia, a citologia cervico vaginal € muito importante na
area da saude feminina, tendo seu principal foco voltado ao rastreamento do cancer do colo do utero
causado pelo HPV, além disso € um exame com custo beneficio excelente e essa caracteristica
faz com que possa ser de acesso a todas as mulheres, principalmente a camada menos favorecida
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da populacao feminina que contempla a maior parte de casos de cancer do colo utero, contudo na
citologia os falsos negativos ainda acontecem e a utilizacdo de métodos como a dupla marcagéo
das proteinas p16 e Ki-67, ira contribuir para detectar lesdes pré malignas com maior antecedéncia.
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