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Molecular biology of cervical cancer

Abstract

Carcinogenesis involves several steps. Disorders
of the cytogenetic balance occur during the evolution
from normal epithelium to cervical cancer. Several
studies support the hypothesis that the Human
Papiloma Virus (HPV) infection is associated to
development of premalignant and malignant lesions
of cervical cancer. In this review we show the basis to
understand cervical oncogenesis. The cell cycle is
controlled by protooncogenes and supressive genes.
This orchestrated cell cycle can be affected by virus
such as HPV. Of special interest in the cervical
carcinogenesis are the HPV subtypes 16 and 18. How
HPYV immortalizes cervical cells is not fully under-
stood. Advances have been made in the application of
molecular biology techniques in the understanding of
this mechanism. Once established, these techniques
will lead to a better assessment of cervical neoplasias
and help the development of new therapies, hopefully
less invasive and more effective.
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Resumo

A carcinogénese é um processo de miiltiplas etapas.
Alteragdes no equilibrio citogenético ocorrem na trans-
formagdo do epitélio normal a cdncer cervical.
Numerosos estudos apoiam a hipdtese de que a infecg¢do
por HPV estd associada com o desenvolvimento de alte-
ragées malignas e pré-malignas do trato genital inferior.
Neste trabalho sdo apresentadas as bases para a
compreensdo da oncogénese cervical. O ciclo celular é
controlado por proto-oncogenes e genes supressores.
Quando ocorrem mutagades, proto-oncogenes tornam-se
oncogenes, que sdo carcinogénicos e causam multipli-
cacdo celular excessiva. A perda da agdo de genes
supressores funcionais pode levar a célula ao cresci-
mento inadequado. O ciclo celular também pode ser
alterado pela agdo de virus, entre eles o HPV (Human
Papiloma Virus), de especial interesse na oncogénese
cervical. Os tipos de HPV 16 e 18 sdo os de maior inte-
resse, freqiientemente associados a cdncer cervical e
anal. O conhecimento das bases moleculares que estdo
envolvidas na oncogénese cervical tem sido possivel
devido a utilizagdo de técnicas avangadas de biologia
molecular. A associagdo destas técnicas aos métodos
diagndsticos cldssicos, poderdo levar a uma melhor
avaliag¢do das neoplasias cervicais e auxiliar no desen-
volvimento de novas terapias, talvez menos invasivas e
mais efetivas.
Palavras-chave Biologia molecular, Carcinoma
cervical uterino, Papiloma virus humano
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Introducao

Existe forte evidéncia clinica e experimental de que
o papiloma virus humano (HPV) tem papel central
no desenvolvimento e crescimento do céancer
cervical. Contudo, € sabido que a carcinogénese é
um processo de multiplas etapas. Alteragdes no equi-
librio citogenético ocorrem no momento da transfor-
mac¢do do epitélio cervical normal em cancer.
Numerosos estudos apoiam a hipétese de que a
infec¢do por HPV estd associada ao desenvolvi-
mento de altera¢cdes malignas e pré-malignas do trato
genital inferior.1,2 Neste trabalho sdo apresentadas as
bases biomoleculares para a compreensdo da
oncogénese cervical.

Proto-oncogenes e genes supressores

Os genes sdo compostos por moléculas de DNA, no
nicleo celular. Eles especificam seqiiéncias de
aminodcidos que devem ser ligados uns aos outros
para formar determinada proteina, que deverd
realizar o efeito biolégico do gene. Quando um gene
¢é ativado, a célula responde sintetizando a proteina
codificada. Mutagdes em um gene podem perturbar
a célula, alterando a quantidade de proteina ou a
atividade desta.3-5

Duas classes de genes, pequenas em relagdo ao
total de genes, tém papel chave no desenvolvimento
do céincer. Em suas configura¢des normais, elas
dirigem o ciclo celular em uma intrincada seqiiéncia
de eventos, pelos quais as células crescem e se
dividem. Proto-oncogenes estimulam, enquanto
genes supressores inibem os processos de divisdo
celular. Coletivamente, essas duas classes de genes
sdo responsdveis pela proliferacdo descontrolada,
encontrada nos canceres em humanos.6.7

Quando ocorrem mutagdes, proto-oncogenes
tornam-se oncogenes, que sdo carcinogénicos e
causam multiplicagdo celular excessiva. Essas
mutacdes levam o proto-oncogene a expressar em
excesso sua proteina estimuladora do crescimento ou
a produzir uma forma mais ativa. Os genes supres-
sores de tumores, em contraste, contribuem para o
desenvolvimento de cancer quando sdo inativados
por mutagdes. O resultado € a perda da acdo de genes
supressores funcionais, o que priva a célula de
controles cruciais para a inibicdo de crescimento
inapropriado.
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Ciclo celular e oncogenes

O ciclo celular é composto por quatro estdgios. Na
fase G1 (gap 1 = interfase), a célula aumenta de
tamanho e prepara-se para copiar seu DNA. A cdpia
(replicag@o) ocorre na fase seguinte, chamada de S
(sintese), e permite que a célula duplique precisa-
mente seus cromossomos. Depois de replicados os
cromossomos, inicia a fase G2 (gap 2), durante a
qual a célula prepara-se para a fase M (mitose) - fase
na qual a célula-mde, aumentada, finalmente se
divide ao meio, para produzir duas células-filhas,
com igual nimero de cromossomos. As células-
filhas imediatamente entram em fase G1 e podem
reiniciar o ciclo celular. Alternativa, também, é parar
o ciclo tempordria ou definitivamente3.5 (Figura 1).
A fase G1 possui um ponto de checagem, G1/S,
controlado pela via do pRb (proteina do retinoblas-
toma). Uma vez que a célula passe este ponto, ela é
compelida a replicar seu DNA. Caso ocorra cépia
incorreta do DNA durante S ou lesdo do DNA, a
célula ndo passard o ponto de checagem G2/M, e
ocorrerd parada de crescimento e apoptose
(senescéncia e morte programada) induzidos pelo
gene p53.8

Figura 1

Ciclo celular.
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Fontes: Alberts et a/3 e Stanley.8

Vérias proteinas inibidoras podem parar o
avanco deste ciclo. Entre elas p15 e p16, que atuam
bloqueando componentes essenciais para progressao
do ciclo celular, como CDK (cyclin-dependent
kinases) e ciclinas, impedindo o avango do ciclo da
fase G1 para S. Outros inibidores sdo p21, associado



ao proto-oncogene ras, € p53, que monitoram a
sadde celular, a integridade de seus cromossomos € a
execucdo correta das diferentes fases do ciclo.

As células humanas estdo equipadas com meca-
nismos de controle da divisdo celular. Mutag¢des no
conteido genético destas células podem superar
estas defesas e contribuir para a formagdo do cancer.
Um desses mecanismos de ac@o é a apoptose, que
ocorre quando componentes essenciais estdo lesados
ou o controle do sistema desregulado. O desenvolvi-
mento de células tumorais implica em escape a esse
mecanismo. A proteina p53, entre as suas vdrias
fungdes, auxilia o inicio da apoptose; sua inativagao,
por mutagdo, reduz a chance de células genetica-
mente danificadas serem eliminadas, iniciando um
processo carcinogénico. Outro mecanismo de con-
trole da divisdo celular limita o nimero de vezes que
determinada célula se reproduz. Nesse mecanismo,
as pontas dos cromossomos (teldmeros) marcam o
nimero de divisdes, e no momento apropriado
iniciam senescéncia e morte, por ocasido da telome-
rase. A ativacdo desta enzima induz a imortalizacio
celular, evento indispensavel para a carcinogénese.

Papiloma virus humano

Os virus do papiloma humano (HPV) sdo membros
da familia papovaviridae. HPV formam uma familia
de mais de 130 genétipos, podendo ser divididos em
tipos cutineos ou de mucosa.%10 O genoma destes
virus consiste de 8-9 janelas de leitura (open reading
frames) e de uma regido regulatdria. Os genes virais
sdo chamados de precoces (early, E) ou tardios (late,
L) dependendo de quando sdo expressos. A
expressdo das proteinas virais é fortemente regulada
e dependente da diferenciagdo celular.!l HPV de
mucosa sao divididos nos tipos de risco "alto",
"intermedidrio" e "baixo" dependendo da lesdo com
a qual estdo associados. Tipos de alto-risco sdo
predominantemente associados ao cancer cervical,
enquanto que os tipos de baixo risco sdo comumente
detectados em verrugas genitais.
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Estudos epidemiolégicos das lesdes cervicais
uterinas, nos tltimos 20 anos, sugeriram a partici-
pagdo de agentes carcinogénicos venéreos (sémen,
virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, herpes
simples tipo II). O HPV surgiu como principal
suspeito ao ser encontrado em cerca de 90% dos
canceres cervicais e por possuir oncogenes (E6 e E7)
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com potencial de transformacio.5,10,12-14 O mecan-
ismo pelo qual os tipos de HPV transformam as
células ainda ndo é completamente compreendido. A
seqiiéncia de eventos representada na Figura 2 é
geralmente aceita.8 A maioria dos trabalhos foi real-
izada com os dois subtipos mais freqiientemente
encontrados: HPV16 e HPV18. E possivel, contudo,
que diferentes mecanismos sejam utilizados pelos
diferentes subtipos para induzir transformacio
neopldsica. Em particular, hd evidéncias de que o
HPV33 transforme as células por outra via.l5

Figura 2

Replicagdo do papiloma virus nas células cervicais.

Morte de células superficiais
carregadas com virus

Eptélio
Virus se amplificam para 1000
copias por células. Todos genes
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Virus se replicam, genoma viral
mantido em nivel constante, genes
precoces (early, E) sdo expressos em
'y baixos niveis

Virus infecta as células
epteliais basais

Fontes: Stanley 8 e Stubenrauch et al.14

Nota: Os virus 6 e 11, na maioria das vezes provocam somente infeccao,
tendo como resultado a morte celular. Os virus 16 e 18, ao invés de levarem
a morte celular, induzem a sua imortalizacao, oportunizando o processo

oncogénico.

Todos os tipos de HPV sdo replicados exclusiva-
mente no nucleo da célula hospedeira. Em lesdes de
pele benignas, associadas ao HPV, o genoma viral
encontra-se separado do DNA celular e surge como
um plasmidio extra-cromossémico (corpo epis-
somal). Em lesdes malignas associadas aos HPV 16
e 18, contudo, o DNA viral se integra aos cromos-
somos hospedeiros.16,17 Para integrar-se ao DNA
celular, € necessdrio que haja uma quebra no genoma
viral. Esta separacdo ndo ocorre de forma aleatdria,
pois a maioria ocorre nas regides EI e E2 do virus.
O resultado dessa quebra é uma perda de fungio
desses dois genes, acompanhada de uma desregu-
lacdo dos genes E6 e E7, resultando em transfor-
macdo da célula hospedeira. A regido do cromos-
somo ao qual o genoma viral se integra ndo parece
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Tabela 1

Descricdo das funcdes dos genes do papiloma virus humano.

Gene Funcao

ET Atividade de DNA helicase, ligacdo de ATP DNA dependente, atividade de ATPase. Papel na replicacdo e na
repressdo da replicagdo.

E2 Regulador da transcricdo e replicacdo viral, controle da regido de expressao precoce (Early), necessaria para
replicagao viral eficiente junto com E7.

E3 Sem funcdo conhecida (presente apenas em uma minoria de papiloma virus).

E4 Expresso primariamente em epitélio em diferenciagéo, associado ao citoesqueleto de queratina de células
epiteliais em cultura. Papel na libera¢do de virus.

E5 Atividade de transformagdo em HPV16 in vitro. Possivelmente estimula o inicio da proliferacdo celular in vivo,
mas pode ter um papel na iniciacdo da carcinogénese.

E6 Papel no processo de transformacao junto com E7. Propriedades de ativagdo transcripcional. £6 dos HPVs de alto
risco inativa p53 através de degradagdo rapida através da via da ubiquitina.18 Junto com E7 propicia um
ambiente celular para a replicacéo viral.

E7 Induz sintese de DNA em células em repouso. £7 se liga a forma hipo-fosforilada da proteina do retinoblastoma
(pRb), resultando em sua inativacdo funcional permitindo progressdo funcional para a fase S do ciclo celular.
Proteina E7 dos tipos de baixo risco HPVs 6 e 11 se liga menos eficientemente do que a proteina £7 dos tipo de
alto risco HPVs 16 e 18.

E8 Sem funcdo conhecida (presente apenas em uma minoria dos papilomas virus).

L1 Proteina maior do capsidio (expressao tardia, Late).

L2 Proteina menor do capsidio.

Fonte: Sanclemente & Gill.2

ser essencial para o desenvolvimento carcinogénico,
uma vez que estas regides variam muito.

Das proteinas codificadas pelo genoma do HPV,
principalmente as produzidas pela expressdo dos
genes E6 e E7 estdo relacionadas com a carcinogé-
nese mediada pelo HPV. Contudo, o mecanismo
exato pelo qual o produto desses genes age ainda nio
foi completamente esclarecido. E possivel que a
acdo ocorra através de interacdo com proteinas regu-
ladoras do ciclo celular. Em particular, foi demon-
strado que E6 interage com a proteina p53 e E7 com
a proteina pRb, causando desregulacdo do ciclo
celular.18 Essas duas proteinas atuam prevenindo a
transformagdo celular, interrompendo sua divisao e
proliferacdo!5.19 (Tabela 1).

As diferengas entre
neopldsicas podem ser sutis, mas existem. As carac-
teristicas unicas destas células as tornam excelentes

células normais e

alvos para a intervengdo. O desenvolvimento de
terapéuticas anti-carcinogénicas ainda € incipiente.
Em breve, serdo utilizados delineamentos racionais e
acurados de biologia molecular e terapéutica génica
como adjuvantes no tratamento do cancer cervical e
outros.
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Consideracoes finais

A integracdo do DNA viral ao genoma da célula
hospedeira é, provavelmente, o passo mais impor-
tante na carcinogénese cervical. A combinagdo da
perda da regulacdo transcripcional viral e a ativacdo
da transcri¢do do DNA viral integrado podem levar a
super expressdo de genes, que sdo essenciais ao
desenvolvimento do carcinoma cervical. Alterna-
tivamente, a integragdo do DNA do HPV pode estar
associada ou a um proto-oncogene ou a um gene
supressor de tumor. O efeito dessa associagdo
poderia levar a progressdo de um fendtipo maligno.
O conhecimento dos mecanismos que estdo
envolvidos na oncogénese cervical tem sido possivel
devido a utilizacdo de técnicas avancadas de
biologia molecular. Algumas dessas
permitem identificar grupos de HPV de alto ou baixo

técnicas

risco (captura hibrida) ou identificacdo de tipos
virais especificos (Polymerase Chain Reaction -
PCR).20 Sdo técnicas de fécil utilizacdo, em labo-
ratérios devidamente equipados, mas ainda com
custo elevado. A associacdo dessas técnicas aos
métodos diagndsticos cldssicos, poderdo levar a uma



melhor avaliacdo das neoplasias cervicais e auxiliar
no desenvolvimento de novas terapias, talvez menos
invasivas e mais efetivas, como o uso de vacinas. Em
breve, serdo utilizados delineamentos racionais e
acurados de biologia molecular e terapéutica génica,
como adjuvantes no tratamento do cancer cervical e
outros.

A educacdo para satide do publico em geral
através de campanhas de esclarecimento e adesdo
aos programas de acompanhamento e prevengao,
associadas a eficdcia destes métodos diagndsticos
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